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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung beansprucht die Prioritat der vorlaufigen US-Anmeldung Nr. 60/300,894,
eingereicht am 26. Juni 2001, und ist eine Teilfortfhrungsanmeldung der US-Anmeldenummer 09/684,670,
eingereicht am 06. Oktober 2000.

Hintergrund der vorliegenden Erfindung

[0002] Durch die Angabe von Autor und Jahr der Veréffentlichung (in Klammern) wird im Rahmen der vorlie-
genden Anmeldung auf verschiedene Veroffentlichungen Bezug genommen. Vollstdndige Angaben zu diesen
Referenzen sind am Ende der Beschreibung unmittelbar vor den Anspriichen zu finden. Der Offenbarungsge-
halt dieser Veroffentlichungen wird hiermit in seiner Gesamtheit durch Bezugnahme in die vorliegende Anmel-
dung einbezogen, um den Stand der Technik, welchem die vorliegende Erfindung zuzuordnen ist, umfassender
zu beschreiben.

[0003] Die Fahigkeit, Desoxyribonukleinsdure (DNA) exakt und schnell zu sequenzieren revolutioniert gegen-
wartig die Fachgebiete der Biologie und der Medizin. Die Konfluenz des umfangreichen Human Genome Pro-
jekts verzeichnet ein exponentielles Wachstum in der Entwicklung von genetischen Analysetechnologien mit
hohem Durchsatz. Diese rapide technologische Entwicklung, die die Fachgebiete Chemie, Ingenieurwesen, Bi-
ologie und Computerwissenschaften betrifft, ermdglicht es, nicht mehr nur einzelne Gene in einem Arbeits-
schritt zu studieren, sondern vielmehr komplette Genome zu analysieren und miteinander zu vergleichen.

[0004] Mit der Fertigstellung der ersten vollstandigen Sequenzkarte des menschlichen Genoms werden viele
in héchstem Male polymorphe Bereiche des Genoms sowohl in Exons als auch in Introns bekannt werden. Es
ist eine Herausforderung fir die Pharmakogenomik, die Gene und funktionalen Polymorphismen umfassend
zu identifizieren, die mit der Variabilitdt der Reaktion auf Wirkstoffe in Verbindung gebracht werden. (Roses,
2000). Die Re-Sequenzierung der polymorphen Bereiche im Genom, die mit der Entwicklung einer Krankheit
verknupft sind, wird in hohem MalRe zum Versténdnis von Krankheiten wie Krebs sowie zur therapeutischen
Entwicklung beitragen. Es besteht daher ein Bedarf an exakten Hochdurchsatzverfahren zur Re-Sequenzie-
rung der in héchstem Male variablen Intron-/Exonregionen des Genoms, um den gesamten Umfang des Po-
tentials der vollstandigen Sequenzkarte des menschlichen Genoms zu erforschen. Die derzeitige dem Stand
der Technik entsprechende Technologie zur Hochdurchsatz-Sequenzierung von DNA, so wie sie fir das Hu-
man Genome Projekt verwendet wird (Pennisi, 2000) stellen Kapillar-Array-DNA-Sequenzer dar, welche sich
der laserinduzierten Fluoreszenzdetektion bedienen (Smith et al., 1986; Ju et al., 1995, 1996; Kheterpal et al.,
1996; Salas-Solano et al., 1998). Verbesserungen in der Polymerase, die zur gleichférmigen Terminationseffi-
zienz fuhren, und die Einfiihrung von thermostabilen Polymerasen konnten die Qualitat der Sequenzierungs-
daten ebenfalls betrachtlich verbessern (Tabor und Richardson, 1987, 1995). Wenngleich die Kapillar-Ar-
ray-DNA-Sequenzierungstechnologie bis zu einem gewissen Grad die Anforderungen von grof3 angelegten
DNA-Sequenzierungsprojekten bezlglich des Durchsatzes und der Leselange erfullt, so missen doch der
Durchsatz und die Genauigkeit, die flir Mutationsstudien erforderlich sind, fir eine groRRe Vielzahl von Anwen-
dungen verbessert werden — von der Entdeckung von krankheitsverursachenden Genen bis hin zur forensi-
schen ldentifikation. So haben z. B. die auf Elektrophorese basierenden DNA-Sequenzierungsverfahren
Schwierigkeiten bei der eindeutigen Detektion von Heterozygoten und sind in Regionen, die reich an Nukleo-
tiden umfassend Guanin oder Cytosin sind, aufgrund von Kompressionen nicht zu 100% exakt (Bowling et al.,
1991; Yamakawa et al., 1997). AuRerdem sind die ersten paar Basen im Anschluss an die Primingstelle oft
durch das hohe Fluoreszenzsignal von Uberschissigen mit Farbstoff markierten Primern oder mit Farbstoff
markierten Terminatoren maskiert und sind daher schwer zu identifizieren. Daher stellt die Notwendigkeit der
Elektrophorese zur DNA-Sequenzierung noch immer einen Hemmschuh fir DNA-Sequenzierungs- und Muta-
tionsdetektionsprojekte mit hohem Durchsatz dar.

[0005] Das Konzept der DNA-Sequenzierung durch Synthese ohne die Verwendung der Elektrophorese wur-
de im Jahr 1988 erstmals offenbart (Hyman, 1988) und beinhaltet die Detektion der Identitat eines jeden Nuk-
leotids, wahrend es im Verlauf einer Polymerasereaktion in den wachsenden DNA-Strang integriert wird. Ein
solches Schema, gekoppelt mit dem Chipformat und der laserinduzierten Fluoreszenzdetektion, hat das Po-
tential, den Durchsatz von DNA-Sequenzierungsprojekten signifikant zu erhéhen. Demzufolge erforschten
mehrere Gruppen ein solches System mit der Zielsetzung, ein DNA-Sequenzierungsverfahren mit duerst ho-
hem Durchsatz zu entwickeln (Cheeseman, 1994; Metzker et al., 1994). Bisher wurde noch nicht von einem
umfassenden Erfolg bei der Verwendung eines solchen Systems zur eindeutigen Sequenzierung von DNA be-
richtet. Der Ansatz der Pyrosequenzierung unter Einsatz von vier naturlichen Nukleotiden (umfassend eine
Base von Adenin (A), Cytosin (C), Guanin (G) oder Thymin (T)) und verschiedenen anderen Enzymen zur Se-
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quenzierung von DNA durch Synthese wird mittlerweile weithin zur Detektion von Mutationen verwendet (Ro-
naghi, 1998). Bei diesem Ansatz basiert die Detektion auf dem Pyrophosphat (PPi), das wahrend der DNA-Po-
lymerasereaktion freigesetzt wird, der quantitativen Umwandlung von Pyrophosphat in Adenosintriphosphat
(ATP) durch Sulfurylase und der nachfolgenden Produktion von sichtbarem Licht durch Luziferase aus Glih-
wirmchen. Mit diesem Verfahren kénnen nur bis zu 30 Basenpaare (bps) von Nukleotidsequenzen sequenziert
werden und jedes der 4 Nukleotide muss separat hinzugefligt und detektiert werden. Lange Abschnitte identi-
scher Basen kénnen mittels des Verfahrens der Pyrosequenzierung nicht eindeutig identifiziert werden.

[0006] Aktuellere Arbeiten in der Fachliteratur tiber DNA-Sequenzierung durch ein Syntheseverfahren ist zu-
meist auf die Konstruktion und die Synthese eines photospaltbaren chemischen Restes fokussiert, der an ei-
nen Fluoreszenzfarbstoff geknuipft wird, um die 3'-OH-Gruppe der Desoxynukleosid-Triphosphate (ANTPs) zu
schutzen (Welch et al., 1999; WO 00/53805, WO 91/06878, WO 01/92284). Es wird von einem teilweisen Er-
folg bei der Integration des 3'-modifizierten Nukleotids mittels DNA-Polymerase berichtet. Der Grund dafir ist,
dass die 3'-Position auf der Desoxyribose sehr nahe an den Aminosaureresten an der aktiven Stelle der Poly-
merase liegt und dass die Polymerase daher gegentiber einer Modifikation in diesem Bereich des Desoxyribo-
serings empfindlich ist. Auf der anderen Seite ist bekannt, dass modifizierte DNA-Polymerasen (Thermo Se-
quenase und Taq FS Polymerase) dazu in der Lage sind, Nukleotide mit extensiven Modifikationen mit umfang-
reichen Gruppen so wie Energietransfer-Farbstoffen an der 5-Position der Pyrimidine (T und C) und an der
7-Position der Purine (G und A) zu erkennen (Rosenblum et al., 1997; Zhu et al., 1994). Es wurden die ternaren
Komplexe von Ratten-DNA-Polymerase, einem DNA-Templateprimer und Didesoxycytidintriphosphat (ddCTP)
bestimmt (Pelletier et al., 1994), was diese Tatsache belegt. Wie in Fig. 1 gezeigt, zeigt die 3D-Struktur an,
dass der umliegende Bereich der 3'-Position des Desoxyriboserings in ddCTP sehr Uberfiillt ist, wahrend an
der 5-Position der Cytidinbase ausreichend Platz fiir eine Modifikation vorhanden ist.

[0007] Der in der vorliegenden Anmeldung offenbarte Ansatz sieht vor, Nukleotidanaloga herzustellen, indem
man eine eindeutige Markierung, so wie einen Fluoreszenzfarbstoff oder einen Masse-Tag, durch einen spalt-
baren Linker an die Nukleotidbase knipft, so wie an die 5-Position der Pyrimidine (T und C) und an die 7-Po-
sition der Purine (G und A), sich eines kleinen abspaltbaren chemischen Restes zu bedienen, um die
3'-OH-Gruppe der Desoxyribose zu schiitzen und diese damit unreaktiv zu machen und die Nukleotidanaloga
als Terminatoren in den wachsenden DNA-Strang zu integrieren. Die Detektion der eindeutigen Markierung
wird die Sequenzidentitat des Nukleotids ergeben. Bei der Entfernung der Markierung und der 3'-OH-Schutz-
gruppe wird die Polymerasereaktion fortschreiten, um das nachste Nukleotidanalogon zu integrieren und die
nachste Base zu detektieren.

[0008] Es ist ebenfalls wiinschenswert, eine photospaltbare Gruppe zu verwenden, um die 3'-OH-Gruppe zu
schutzen. Eine photospaltbare Gruppe ist jedoch im Allgemeinen recht umfangreich und die DNA-Polymerase
wird daher Schwierigkeiten haben, die Nukleotidanaloga zu integrieren, welche den photospaltbaren Rest ent-
halten, der die 3'-OH-Gruppe schutzt. Wenn zum Schitzen der 3'-OH-Gruppe kleine chemische Reste verwen-
det werden kénnen, die man mit hoher Ausbeute chemisch leicht abspalten kann, so sollten solche Nukleo-
tidanaloga auch als Substrate fir die DNA-Polymerase angesehen werden. Es wurde berichtet, dass 3'-O-Me-
thoxy-Desoxynukleotide gute Substrate fir etliche Polymerasen sind (Axelrod et al., 1978). Es wurde ebenfalls
gezeigt, dass 3'-O-Allyl-dATP mittels Ventr (exo-)-DNA-Polymerase in den wachsenden DNA-Strang integriert
wird (Metzker et al., 1994). Das Verfahren zur chemischen Abspaltung der Methoxygruppe ist jedoch stringent
und erfordert anhydrische Bedingungen. Es ist daher nicht zweckmaRig, eine Methoxygruppe zu verwenden,
um die 3'-OH-Gruppe fir eine DNA-Sequenzierung durch Synthese zu schiitzen. Es wurde ebenfalls eine Es-
tergruppe zum Schiitzen der 3'-OH-Gruppe des Nukleotids erforscht, es wurde jedoch gezeigt, dass diese von
den Nukleophilen an der aktiven Stelle in der DNA-Polymerase abgespalten wurde (Canard et al., 1995). Che-
mische Gruppen mit Elektrophilen, wo wie Ketongruppen, sind nicht dazu geeignet, das 3'-OH des Nukleotids
in enzymatischen Reaktionen zu schiitzen, da in der Polymerase starke Nukleophile anwesend sind. Es ist be-
kannt, dass MOM-(-CH,OCH,) und Allyl-(-CH,CH=CH,)-gruppen zum Schitzen einer -OH-Gruppe verwendet
und mit hoher Ausbeute chemisch abgespalten werden kénnen (Ireland et al., 1986; Kamal et al., 1999). Der
in der vorliegenden Anmeldung offenbarte Ansatz. sieht vor, Nukleotidanaloga, die mit abspaltbaren eindeuti-
gen Markierungen so wie Fluoreszenzfarbstoffen oder Masse-Tags versehen sind und in denen die
3'-OH-Gruppe mittels eines abspaltbaren chemischen Restes so wie entweder einer MOM-Gruppe
(-CH,OCH,) oder einer Allylgruppe (-CH,CH=CH,) geschutzt wird, als Terminatoren in den wachsenden
DNA-Strang zu integrieren. Der optimierte Nukleotidsatz (3 zo-A- ager1> 3-r0-CrLasEL2: 3-Ro-CLABELS 3-RO™ 1 ~LABEL4:
worin R die chemische Gruppe bezeichnet, die zum Schutzen des 3'-OH verwendet wird) kann dann zur
DNA-Sequenzierung mittels des Syntheseansatzes verwendet werden.

[0009] Die Verwendung der Massenspektrometrie (MS) zur Detektion von kleinen und stabilen Molekilen bie-
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tet viele Vorteile. Beispielsweise kann die Massenauflésung so hoch wie bei einem Dalton liegen. Daher bietet
der in der vorliegenden Anmeldung offenbarte MS-Ansatz, im Vergleich zu gelelektrophoretischen Sequenzie-
rungssystemen und dem Ansatz der laserinduzierten Fluoreszenzdetektion, die sich Uberschneidende Fluo-
reszenzemissionsspektren aufweisen, was zu Schwierigkeiten bei der Detektion von Heterozygoten fuhrt, eine
aullerst hohe Auflésung von Sequenzierungsdaten durch Detektion der abgespaltenen kleinen Masse-Tags
anstatt des langen DNA-Fragments. Dieses Verfahren bietet ebenfalls eine extrem schnelle Trennung in einer
Grolenordnung von Mikrosekunden. Die hohe Aufldsung gestattet eine exakte digitale Detektion von Mutati-
onen und Heterozygoten. Es ist ein weiterer Vorteil der Sequenzierung mittels Massenspektrometrie durch De-
tektion der kleinen Masse-Tags, dass die mit den auf Gel basierenden Systemen in Verbindung gebrachten
Kompressionen vollstandig eliminiert werden.

[0010] Um ein durchgehendes hybridisiertes Primerextensionsprodukt mit der Template-DNA aufrecht zu er-
halten, kann ein Primer, der eine stabile Schleife enthalt, um eine Einheit zu bilden, welche zum Selbst-Priming
in einer Polymerasereaktion in der Lage ist, an das 3'-Ende eines jeden einzelstrangigen DNA-Templates, das
auf einer festen Oberflache so wie einem Chip immobilisiert ist, ligiert werden. Dieser Ansatz wird das Problem
I6sen, dass das wachsende Extensionsprodukt in jedem Zyklus weggewaschen wird.

[0011] Saxon und Bertozzi (2000) entwickelten eine elegante und in hdéchstem Malle spezifische Kopplungs-
chemie, die eine spezifische Gruppe, welche einen Phosphinrest enthalt, an eine Azidogruppe an der Oberfla-
che einer biologischen Zelle knupft. In der vorliegenden Anmeldung wird sich dieser Kopplungschemie bedient,
um eine feste Oberflache zu schaffen, welche mit einem kovalent verknipften Phosphinrest beschichtet ist,
und um Produkte einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zu erzeugen, die am 5'-Ende eine Azidogruppe zur
spezifischen Kopplung des DNA-Templates mit der festen Oberflache enthalten. Ein Beispiel flir eine feste
Oberflache sind Glaskanale, welche eine Innenwand mit einer unebenen oder porésen Oberflache aufweisen,
um die Angriffsflache zu vergréRern. Ein weiteres Beispiel ist ein Chip.

[0012] Die vorliegende Anmeldung offenbart ein neues und vorteilhaftes System zur DNA-Sequenzierung
mittels des Syntheseansatzes, in dem ein stabiles DNA-Template verwendet wird, welches fir die Polymera-
sereaktion zum Selbst-Priming in der Lage und kovalent an eine feste Oberflache wie einen Chip gebunden
ist, sowie 4 eindeutige Nukleotidanaloga (;.ro-A- ageL1: 3-ro-CrLaseLes 3-rRo~C-LaseLs 3-r0- I-LageLs)- D€ Erfolg die-
ses neuen Systems wird die Entwicklung eines DNA-Sequenzierunssystems fir Polymorphismus, pharmako-
genetische Anwendungen und fiir die Sequenzierung von vollstdndigen Genomen gestatten, welches sich
durch einen aulerst hohen Durchsatz sowie eine hohe Genauigkeit auszeichnet. Diese schnelle und exakte
DNA-Resequenzierungssystem wird bendétigt auf Gebieten wie der Detektion von Single-Nucleotide-Polymor-
phismen (SNPs) (Chee et al., 1996), der seriellen Analyse der Genexpression (SAGE) (Velculescu et al.,
1995), der forensischen Identifikation sowie in Studien zur genetischen Krankheitsassoziation.

Zusammenfassung der vorliegenden Erfindung

[0013] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Sequenzierung einer Nukleinsdure mittels sequen-
zieller Bestimmung der Identitat eines Nukleotidanalogons nachdem das Nukleotidanalogon in einer Polyme-
rasereaktion in einen wachsenden DNA-Strang integriert ist, welches die folgenden Schritte umfasst:
i. Befestigung eines 5'-Endes der Nukleinsdure an einer festen Oberflache;
ii. Befestigung eines Primers an die an der festen Oberflache befestigte Nukleinsaure;
iii. Hinzufigen einer Polymerase und eines oder mehrerer unterschiedlicher Nukleotidanaloga an die Nuk-
leinsaure, um dadurch ein Nukleotidanalogon in den wachsenden DNA-Strang zu integrieren, wobei das
integrierte Nukleotidanalogon die Polymerasereaktion terminiert und wobei jedes unterschiedliche Nukleo-
tidanalogon umfasst: (a) eine Base ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Adenin, Guanin, Cytosin,
Thymin und Uracil sowie deren Analoga; (b) eine mittels eines spaltbaren Linkers an der Base oder einem
Analogon der Base befestigte eindeutige Markierung; (c) eine Desoxyribose; und (d) eine abspaltbare che-
mische Gruppe zum Schiitzen einer -OH-Gruppe an einer 3'-Position der Desoxyribose, wobei die abspalt-
bare chemische Gruppe -CH,0CH, oder -CH,CH=CH, ist;
iv. Waschen der festen Oberflache, um nicht integrierte Nukleotidanaloga zu entfernen;
v. Bestimmung der Identitat der an dem Nukleotidanalogon befestigten eindeutigen Markierung, welches in
den wachsenden DNA-Strang integriert wurde, um dadurch das integrierte Nukleotidanalogon zu identifi-
zieren;
vi. Hinzuflgen einer oder mehrerer chemischer Verbindungen, um jegliche nicht reagierte -OH-Gruppe auf
dem an der Nukleinsaure befestigten Primer oder auf einem durch Hinzufiigen eines oder mehrerer Nukle-
otide oder Nukleotidanaloga zu dem Primer gebildeten Primerextensionsstrangs permanent zu schitzen;
vii. Abspaltung des abspaltbaren Linkers zwischen dem Nukleotidanalogon, das in den wachsenden
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DNA-Strang integriert wurde, und der eindeutigen Markierung;

viii. Abspaltung der abspaltbaren chemischen Gruppe, welche die -OH-Gruppe an der 3'-Position der Des-
oxyribose schitzt, um die -OH-Gruppe zu entschiitzen und Waschen der festen Oberflache, um abgespal-
tene Verbindungen zu entfernen; und

ix. Wiederholen der Schritte (iii) bis einschlief3lich (viii), um so fur jede Wiederholung die Identitat des neu
in den wachsenden DNA-Strang integrierten Nukleotidanalogons zu bestimmen;

wobei in dem Fall, dass es sich bei der eindeutigen Markierung um einen Farbstoff handelt, die Reihenfolge
der Schritte (v) bis einschlieBlich (vii) folgendermalen lautet: (v), (vi) und (vii); und

wobei in dem Fall, dass es sich bei der eindeutigen Markierung um einen Masse-Tag handelt, die Reihenfolge
der Schritte (v) bis einschlieBlich (vii) folgendermalen lautet: (vi), (vii) und (v).

[0014] Die vorliegende Erfindung stellt ein Verfahren zur Befestigung einer Nukleinsdure an eine feste Ober-
flache bereit, welches umfasst:
i. Beschichten der festen Oberflache mit einem Phosphinrest,
ii. Befestigen einer Azidogruppe an ein 5'-Ende der Nukleinsaure, und
iii. Immobilisieren des 5'-Endes der Nukleinsaure an die feste Oberflache durch Interaktion zwischen dem
Phosphinrest auf der festen Oberflache und der Azidogruppe am 5'-Ende der Nukleinsaure.

[0015] Die vorliegende Erfindung stellt ein Nukleotidanalogon bereit, welches umfasst:
a) eine Base ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Adenin oder einem Analogon von Adenin, Cytosin
oder einem Analogon von Cytosin, Guanin oder einem Analogon von Guanin, Thymin oder einem Analogon
von Thymin sowie Uracil oder einem Analogon von Uracil;
b) eine eindeutige Markierung, die durch einen spaltbaren Linker an der Base oder einem Analogon der
Base befestigt ist;
c) eine Desoxyribose; und
d) eine abspaltbare chemische Gruppe, um eine -OH-Gruppe an einer 3'-Position der Desoxyribose zu
schitzen, wobei die abspaltbare Gruppe -CH,O0CH, oder -CH,CH=CH, ist.

Kurze Beschreibung der Figuren

[0016] Fig. 1: Die 3D-Struktur des ternaren Komplexes von Ratten-DNA-Polymerase, ein DNA-Template-Pri-
mer und Didesoxycytidintriphosphat (ddCTP). Die linke Seite der Darstellung zeigt den Mechanismus zur Hin-
zufiigung von ddCTP und die rechte Seite der Darstellung zeigt die aktive Seite der Polymerase. Hier ist zu
beachten, dass die 3'-Position des Di-Desoxyriboserings sehr Gberfillt ist, wahrend an der 5'-Position der Cy-
tidinbase ausreichend Platz zur Verfigung steht.

[0017] Eig. 2A-Fig. 2B: Schematische Darstellung der Sequenzierung mittels des Syntheseansatzes. A: Bei-
spiel, in dem die eindeutigen Markierungen Farbstoffe sind und die feste Oberflache ein Chip ist. B: Beispiel,
in dem die eindeutigen Markierungen Masse-Tags sind und die feste Oberflache aus in einen Glaschip geatz-
ten Kanélen besteht. A, C, G, T; Nukleotidtriphosphate umfassend die Basen Adenin, Cytosin, Guanin und Thy-
min; d, Desoxy; dd, Didesoxy; R, abspaltbare chemische Gruppe, welche verwendet wird, um die -OH-Gruppe
zu schitzen; Y. abspaltbarer Linker.

[0018] Eig. 3: Das Syntheseschema fur die Immobilisierung eines azido (N,)-markierten DNA-Fragments an
eine feste Oberflache, die mit einem Triarylphosphinrest beschichtet ist. Me, Methylgruppe; Phosphor; Ph,
Phenyl.

[0019] Fig. 4: Die Synthese des Triarylphosphin-N-hydrosuccinimid (NHS)-Esters.

[0020] Fig.5: Das Syntheseschema zur Befestigung einer Azido (N,)-Gruppe mittels eines Linkers an das
5'-Ende eines DNA-Fragments, welches dann verwendet wird, um mit dem Triarylphosphinrest auf einer festen
Oberflache zu koppeln. DMSO, Dimethylsulfonyloxid.

[0021] Fig. 6A-Fig. 6B: Ligieren des Primers mit Schleife (B) an das immobilisierte einzelstrangige
DNA-Template, wobei ein selbst-geprimter DNA-Template-Rest auf einer festen Oberflache gebildet wird. P (im
Kreis), Phosphat.

[0022] Fig. 7: Beispiele von Strukturen fir vier Nukleotidanaloga zur Verwendung bei der Sequenzierung mit-
tels des Syntheseansatzes. Jedes Nukleotidanalogon weist einen mittels eines photospaltbaren Linkers an ei-
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ner Base befestigten eindeutigen Fluoreszenzfarbstoff auf und das 3'-OH ist entweder exponiert oder ge-
schitzt mit einer MOM-Gruppe oder einer Allylgruppe. FAM, 5-Carboxyfluorescein; R6G, 6-Carboxyrhoda-
min-6G; TAM, N,N,N',N'-Tetramethyl-6-carboxyrhodamin; ROX, 6-Carboxy-X-rhodamin. R=H, CH,OCH,
(MOM) oder CH,CH=CH, (Allyl).

[0023] Fig. 8: Ein reprasentatives Schema fir die Synthese des Nukleotidanalogons 5 go-G-1,.- Ein @hnliches
Schema kann verwendet werden, um die anderen drei modifizierten Nukleotide zu konstruieren: ; zo-A-¢, e
3-.Ro-CrEamstofzr 3-ro- 1 -Farbsiora- (1) T€trakis (Triphenylphosphin) Palladium (0); (ii) POCI,, Bn,N*Pyrophosphat; (iii)
NH,OH; (iv) Na,CO,/NaHCO;, (pH = 9,0)/DMSO.

[0024] Fig. 9: Ein Schema zum Testen der Sequenzierung mittels des Syntheseansatzes. Jedes Nukleotid,
modifiziert durch die Befestigung eines eindeutigen Fluoreszenzfarbstoffs, wird nacheinander hinzugeflgt, ba-
sierend auf dem komplementaren Template. Der Farbstoff wird detektiert und abgespalten, um den Ansatz zu
testen. Farbstoff 1 = Fam; Farbstoff 2 = R6G; Farbstoff 3 = Tam; Farbstoff 4 = Rox.

[0025] Fig. 10: Die erwarteten Photospaltungsprodukte von DNA enthaltend einen photospaltbaren Farbstoff
(Tam). Lichtabsorption (300-360 nm) durch den aromatischen 2-Nitrobenzyl-Rest bewirkt die Reduktion der
2-Nitro-Gruppe zu einer Nitroso-Gruppe und eine Sauerstoffinsertion in die an der 2-Position gelegene Koh-
lenstoff-Wasserstoff-Bindung, gefolgt von einer Abspaltung und Decarboxylierung (Pillai, 1980).

[0026] Fig. 11: Synthese von PC-LC-Biotin-FAM, um die Photolyseeffizienz des Fluorophors zu bewerten,
das mit der photospaltbaren 2-Nitrobenzyl-Linker-Gruppe gekoppelt ist.

[0027] Eig. 12: Fluoreszenzspektra (A, = 480 nm) von PC-LC-Biotin-FAM, das auf einem mit Streptavidin be-
schichteten Mikroskopslide aus Glas immobilisiert ist (a); nach 10 min Photolyse (A,, = 350 nm; ~0,5 mW/cm?)

irr

(b); und nach Waschen mit Wasser, um den photogespaltenen Farbstoff zu entfernen (c).
[0028] Fig. 13A-Fig. 13B: Syntheseschema fiir das Schutzen des 3'-OH des Nukleotids.

[0029] Fig. 14: Chemische Abspaltung der MOM-Gruppe (oberste Reihe) und der Allylgruppe (unterste Rei-
he), um das 3'-OH in dem Nukleotid freizulegen. CITMS = Chlortrimethylsilan.

[0030] Fig. 15A-Fig. 15B: Beispiele fiir energietransfergekoppelte Farbesysteme, wobei Farn oder Cy2 als
Lichtabsorber (Energietransferdonor) und Cl,Fam, CI,R6G, Cl,Tam oder Cl,Rox als Energietransferakzeptor
verwendet wird. Cy2, Cyanin; FAM, 5-Carboxyfluorescein; R6G, 6-Carboxy-rhodamin-6G; TAM, N,N,N',N'-Te-
tramethyl-6-carboxyrhodamin; ROX, 6-Carboxy-X-rhodamin.

[0031] FEig. 16: Die Synthese eines photospaltbaren mit einem Farbstoff markierten Energietransfer-Nukleo-
tids. DMF, Dimethylformid. DEC = 1-(3-Dimethylaminopropyl)-3-Ethylcarbodimid-hydrochlorid. R=H, CH,OCH,
(MOM) oder CH,CH=CH, (Allyl).

[0032] Fig. 17: Strukturen von vier Masse-Tag-Vorlaufern und vier photoaktiven Masse-Tags. Vorlaufer: a)
Acetophenon; b) 3-Fluoracetophenon; c) 3,4-Difluoracetophenon; und d) 3,4-Dimethoxyacetophenon. Es wer-
den vier photoaktive Masse-Tags verwendet, um fir die Identitat eines jeden der vier Nukleotide (A, C, G, T)
zu kodieren.

[0033] Fig. 18: "Atmospheric Pressure Chemical lonization" (APCI)-Massenspektrum von in Fig. 17 gezeig-
ten Masse-Tag-Vorlaufern.

[0034] Fig. 19: Beispiele fur Strukturen von vier Nukleotidanaloga zur Verwendung bei der Sequenzierung
mittels des Syntheseansatzes. Jedes Nukleotidanalogon weist einen mittels eines photospaltbaren Linkers an
der Base befestigten eindeutigen Masse-Tag auf und das 3'-OH ist entweder exponiert oder geschiitzt mit einer
MOM-Gruppe oder einer Allylgruppe. Die eckigen Klammern zeigten an, dass der Masse-Tag abspaltbar ist.
R=H, CH,OCH, (MOM) oder CH,CH=CH, (Allyl).

[0035] Fiq. 20: Beispiel fur die Synthese des NHS-Esters eines Masse-Tags (Tag-3). Ein dhnliches Schema
wird zur Konstruktion anderer Masse-Tags verwendet.

[0036] FEig. 21: Ein représentatives Schema fir die Synthese des Nukleotidanalogons ;. zo-G-r,4,- Ein ahnli-
ches Schema wird verwendet, um die drei anderen modifizierten Basen zu konstruieren: 5 g5-A-r,1, 3.r0~Cragas

6/59



DE 601 27 162 T2 2008.04.24

a0~ I 1aga- (1) Tetrakis (Triphenylphosphin) Palladium (0); (i) POCI;, Bn,N"Pyrophosphat; (iii) NH,OH; (iv)
Na,CO,/NaHCO; (pH = 9,0)/DMSO.

[0037] Fig. 22: Beispiele fur erwartete Photospaltungsprodukte von DNA enthaltend einen photospaltbaren
Masse-Tag.

Detaillierte Beschreibung der Erfindung

[0038] Die folgenden Definitionen werden als Hilfestellung zum besseren Verstandnis der vorliegenden Erfin-
dung bereitgestellt.

[0039] Wie hierin verwendet, bezeichnet der Ausdruck, eine -OH-Gruppe zu schiitzen, das Ersetzen des "H"
in der -OH-Gruppe durch eine chemische Gruppe. Wie hierin offenbart, ist die -OH-Gruppe des Nukleotidana-
logons mit einer abspaltbaren chemischen Gruppe geschutzt. Eine -OH-Gruppe zu entschiitzen bedeutet, die
chemische Gruppe von einer geschutzten -OH-Gruppe abzuspalten und die chemische Gruppe durch "H" zu
ersetzen, d.h. das "R" in -OR durch "H" zu ersetzen, wobei "R" die chemische Gruppe ist, die verwendet wird,
um die -OH-Gruppe zu schitzen.

[0040] Die Nukleotidbasen werden wie folgt abgekurzt: Adenin (A), Cytosin (C), Guanin (G), Thymin (T) und
Uracil (U).

[0041] Ein Analogon einer Nukleotidbase bezieht sich auf ein strukturelles und funktionelles Derivat der Base
eines Nukleotids, welches von einer Polymerase als Substrat erkannt werden kann. Das heil3t z. B., dass ein
Analogon von Adenin (A) Wasserstoffbrickenbindungen mit Thymin (T), ein C-Analogon Wasserstoffbriicken-
bindungen mit G, ein G-Analogon Wasserstoffbriickenbindungen mit C und dass ein T-Analogon Wasserstoff-
brickenbindungen mit A in einem Doppelhelixformat bilden sollte. Beispiele fir Analoga von Nukleotidbasen
schlief3en ein, sind jedoch nicht beschrankt auf, 7-Deazaadenin und 7-Deazaguanin, wobei das Stickstoffatom
an der 7'-Position von Adenin oder Guanin durch ein Kohlenstoffatom substituiert wird.

[0042] Ein Nukleotidanalogon bezieht sich auf eine chemische Verbindung, die strukturell und funktionell dem
Nukleotid ahnlich ist, d.h. das Nukleotidanalogon kann von Polymerase als ein Substrat erkannt werden. Das
heift z. B., dass ein Nukleotidanalogon umfassend Adenin oder ein Analogon von Adenin Wasserstoffbriicken-
bindungen mit Thymin, ein Nukleotidanalogon umfassend C oder ein Analogon von C Wasserstoffbriickenbin-
dungen mit G, ein Nukleotidanalogon umfassend G oder ein Analogon von G Wasserstoffbrickenbindungen
mit C und dass ein Nukleotidanalogon umfassend T oder ein Analogon von T Wasserstoffbriickenbindungen
mit A in einem Doppelhelixformat bilden sollte. Beispiele fir hierin offenbarte Nukleotidanaloga schlieRen Ana-
loga ein, welche ein Analogon der Nukleotidbase umfassen, so wie 7-Deazaadenin oder 7-Deazaguanin, wo-
bei das Stickstoffatom an der 7-Position von Adenin oder Guanin durch ein Kohlenstoffatom substituiert wird.
Weitere Beispiele schlieBen Analoga ein, in denen mittels eines spaltbaren Linkers eine Markierung an der
5-Position von Cytosin oder Thymin oder an der 7-Position von Deazaadenin oder Deazaguanin befestigt ist.
Andere Beispiele schlieRen Analoga ein, in denen ein kleiner chemischer Rest, so wie -CH,OCH, oder
-CH,CH=CH,, verwendet wird, um die -OH-Gruppe an der 3'-Position von Desoxyribose zu schiitzen. Analoga
von Didesoxynukleotiden kénnen in ahnlicher Weise hergestellt werden.

[0043] Wie hierin verwendet, ist eine porése Oberflache eine Oberflache, die Poren aufweist oder anderweitig
uneben ist, so dass die Angriffsflache der porésen Oberflache in Relation zur Angriffsflache einer glatten Ober-
flache groRer ist.

[0044] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Sequenzierung einer Nukleinsdure mittels der se-
quentiellen Bestimmung der Identitat eines Nukleotidanalogons nachdem das Nukleotidanalogon in einer Po-
lymerasereaktion in einen wachsenden DNA-Strang integriert worden ist, welches die folgenden Schritte um-
fasst:
i. Befestigen des 5'-Endes der Nukleinsaure an eine feste Oberflache;
ii. Befestigen eines Primers an die an der festen Oberflache befestigte Nukleinsaure;
iii. Hinzufugen einer Polymerase und eines oder mehrerer Nukleotidanaloga an die Nukleinsdure, um somit
ein Nukleotidanalogon in den wachsenden DNA-Strang zu integrieren, wobei das integrierte Nukleotidana-
logon die Polymerasereaktion terminiert und wobei jedes unterschiedliche Nukleotidanalogon umfasst: (a)
eine Base ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Adenin, Guanin, Cytosin, Thymin und Uracil und de-
ren Analoga; (b) eine eindeutige Markierung, die mittels eines spaltbaren Linkers an der Base oder an ei-
nem Analogon der Base befestigt ist; (c) eine Desoxyribose; und (d) eine spaltbare chemische Gruppe, um
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eine -OH-Gruppe an einer 3'-Position der Desoxyribose zu schiitzen, wobei die spaltbare chemische Grup-
pe -CH,0OCH, oder -CH,CH=CH, ist;

iv. Waschen der festen Oberflache, um nicht integrierte Nukleotidanaloga zu entfernen;

v. Bestimmen der Identitat der an dem Nukleotidanalogon befestigten eindeutigen Markierung, die in den
wachsenden DNA-Strang integriert wurde, um somit das integrierte Nukleotidanalogon zu identifizieren;
vi. Hinzufligen einer oder mehrer chemischer Verbindungen, um jegliche nicht reagierten -OH-Gruppen auf
dem an der Nukleinsaure befestigten Primer oder auf einem Primerextensionsstrang, der durch das Hinzu-
fligen eines oder mehrerer Nukleotide oder Nukleotidanaloga an den Primer gebildet wurde, permanent zu
schutzen;

vii. Abspalten des spaltbaren Linkers zwischen dem Nukleotidanalogon, das in den wachsenden
DNA-Strang integriert wurde, und der eindeutigen Markierung;

viii. Abspalten der spaltbaren chemischen Gruppe, die die -OH-Gruppe an der 3'-Position der Desoxyribose
schutzt, um die -OH-Gruppe zu entschitzen und Waschen der festen Oberflache, um abgespaltene Verbin-
dungen zu entfernen; und

ix. Wiederholen der Schritte (iii) bis einschlieRlich (viii), um somit fir jede Wiederholung die Identitat des
neu in den wachsenden DNA-Strang integrierten Nukleotidanalogons zu bestimmen;

wobei in dem Fall, dass es sich bei der eindeutigen Markierung um einen Farbstoff handelt, die Reihenfolge
der Schritte (v) bis einschlieBlich (vii) folgendermalen lautet: (v), (vi) und (vii); und

wobei in dem Fall, dass es sich bei der eindeutigen Markierung um einen Masse-Tag handelt, die Reihenfolge
der Schritte (v) bis einschlieBlich (vii) folgendermalen lautet: (vi), (vii) und (v).

[0045] In einer Ausflihrungsform eines jeglichen der hierin beschriebenen Nukleotidanaloga handelt es sich
bei der Nukleotidbase um Adenin. In einer Ausfiihrungsform handelt es sich bei der Nukleotidbase um Guanin.
In einer Ausfihrungsform handelt es sich bei der Nukleotidbase um Cytosin. In einer Ausfihrungsform handelt
es sich bei der Nukleotidbase um Thymin. In einer Ausfihrungsform handelt es sich bei der Nukleotidbase um
Uracil. In einer Ausfiihrungsform handelt es sich bei der Nukleotidbase um ein Analogon von Adenin. In einer
Ausfuhrungsform handelt es sich bei der Nukleotidbase um ein Analogon von Guanin. In einer Ausfihrungs-
form handelt es sich bei der Nukleotidbase um ein Analogon von Cytosin. In einer Ausfiihrungsform handelt es
sich bei der Nukleotidbase um ein Analogon von Thymin. In einer Ausfiihrungsform handelt es sich bei der Nu-
kleotidbase um ein Analogon von Uracil.

[0046] In unterschiedlichen Ausflihrungsformen jeglicher der hierin beschriebenen Erfindungen besteht die
feste Oberflache aus Glas, aus Silizium oder aus Gold. In unterschiedlichen Ausflihrungsformen handelt es
sich bei der festen Oberflache um ein magnetisches Kugelchen, einen Chip, einen Kanal in einem Chip oder
einen pordsen Kanal in einem Chip. In einer Ausfuhrungsform handelt es sich bei der festen Oberflache um
Glas. In einer Ausfuhrungsform handelt es sich bei der festen Oberflache um Silizium. In einer Ausfuhrungs-
form handelt es sich bei der festen Oberflache um Gold. In einer Ausfiihrungsform handelt es sich bei der fes-
ten Oberflache um ein magnetisches Kugelchen. In einer Ausflihrungsform handelt es sich bei der festen Ober-
flache um einen Chip. In einer Ausfiihrungsform handelt es sich bei der festen Oberflaiche um einen Kanal in
einem Chip. In einer Ausflihrungsform handelt es sich bei der festen Oberflache um einen pordsen Kanal in
einem Chip. Es kénnen auch andere Materialien verwendet werden, vorausgesetzt das Material hat keine Aus-
wirkungen auf die Schritte des Verfahrens.

[0047] In einer Ausfihrungsform umfasst der Schritt zur Befestigung der Nukleinsdure an die feste Oberfla-
che:
i. Beschichten der festen Oberflache mit einem Phosphinrest;
ii. Befestigen einer Azidogruppe an das 5'-Ende der Nukleinsaure, und
iii. Immobilisieren des 5'-Endes der Nukleinsaure an die feste Oberflache mittels Interaktion zwischen dem
Phosphinrest auf der festen Oberflache und der Azidogruppe an dem 5'-Ende der Nukleinsaure.

[0048] In einer Ausfiihrungsform umfasst der Schritt des Beschichtens der festen Oberflache mit dem Phos-
phinrest:

i. Beschichten der Oberflache mit einem primaren Amin, und

ii. kovalente Kopplung eines N-Hydroxysuccinimidylesters von Triarylphosphin mit dem primaren Amin.

[0049] In einer Ausfuhrungsform handelt es sich bei der Nukleinsaure, die an der festen Oberflache befestigt
wird, um eine einzelstrangige Desoxyribonukleinsdure (DNA). In einer anderen Ausflihrungsform handelt es
sich bei der Nukleinsaure, die in Schritt (i) an der festen Oberflache befestigt wird, um eine doppelstrangige
DNA, wobei nur ein Strang direkt an der festen Oberflache befestigt wird und wobei der Strang, der nicht direkt
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an der festen Oberflache befestigt wird, vor der Durchfihrung von Schritt (ii) mittels Denaturierung entfernt
wird. In einer Ausfuhrungsform handelt es sich bei der Nukleinsdure, die an der festen Oberflache befestigt
wird, um eine Ribonukleinsaure (RNA) und bei der Polymerase in Schritt (iii) um eine reverse Transkriptase.

[0050] In einer Ausfuhrungsform wird der Primer in Schritt (ii) an einem 3'-Ende der Nukleinsaure befestigt
und der befestigte Primer umfasst eine stabile Schleife und eine -OH-Gruppe an einer 3'-Position einer Deso-
xyribose, welche in der Polymerasereaktion zum Selbstpriming in der Lage ist. In einer Ausfihrungsform um-
fasst der Schritt der Befestigung des Primers an der Nukleinsdure das Hybridisieren des Primers an die Nuk-
leinsaure oder das Ligieren des Primers an die Nukleinsaure. In einer Ausfihrungsform wird der Primer mittels
einer Ligationsreaktion an der Nukleinsaure befestigt, welche das 3'-Ende der Nukleinsdure mit dem 5'-Ende
des Primers verknupft.

[0051] In einer Ausfiihrungsform werden eines oder mehrere von vier unterschiedlichen Nukleotidanaloga in
Schritt (i) hinzugefugt, wobei jedes unterschiedliche Nukleotidanalogon eine unterschiedliche Base umfasst
ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Thymin oder Uracil oder einem Analogon von Thymin oder Uracil,
Adenin oder einem Analogon von Adenin, Cytosin oder einem Analogon von Cytosin sowie Guanin oder einem
Analogon von Guanin, und wobei jedes der vier unterschiedlichen Nukleotidanaloga eine eindeutige Markie-
rung umfasst.

[0052] Bei der spaltbaren chemischen Gruppe, die die -OH-Gruppe an der 3'-Position der Desoxyribose in
dem Nukleotidanalogon schitzt, handelt es sich um -CH,OCH, oder um -CH,CH=CH,. Jede beliebige dieser
chemischen Gruppen 1) ist stabil wahrend der Polymerasereaktion, 2) hat keine Auswirkungen auf die Erken-
nung des Nukleotidanalogons als ein Substrat durch Polymerase und 3) ist spaltbar.

[0053] In einer Ausflihrungsform handelt es sich bei der eindeutigen Markierung, die an dem Nukleotidanalo-
gon befestigt ist, um einen fluoreszierenden Rest oder einen fluoreszierenden Halbleiterkristall. In weiteren
Ausfuhrungsformen wird der fluoreszierende Rest ausgewahlit aus der Gruppe bestehend aus 5-Carboxyfluo-
rescein, 6-Carboxyrhodamin-6G, N,N,N',N'-Tetramethyl-6-carboxyrhodamin und 6-Carboxy-X-rhodamin. In ei-
ner Ausflihrungsform handelt es sich bei dem fluoreszierenden Rest um 5-Carboxyfluorescein. In einer Aus-
fuhrungsform handelt es sich bei dem fluoreszierenden Rest um 6-Carboxyrhodamin-6G, N,N,N',N'-Tetrame-
thyl-6-carboxyrhodamin. In einer Ausfihrungsform handelt es sich bei dem fluoreszierenden Rest um 6-Carb-
oxy-X-rhodamin.

[0054] In einer Ausflihrungsform handelt es sich bei der eindeutigen Markierung, die an dem Nukleotidanalo-
gon befestigt ist, um einen Fluoreszenzenergietransfer-Tag, welcher einen Energietransferdonor und einen En-
ergietransferakzeptor umfasst. In weiteren Ausfiihrungsformen handelt es sich bei dem Energietransferdonor
um 5-Carboxyfluorescein oder Cyanin, wobei der Energietransferakzeptor ausgewabhlt ist aus der Gruppe be-
stehend aus Dichlorcarboxyfluorescein, Dichlor-6-carboxyrhodamin-6G, Dichlor-N,N,N',N'-tetramethyl-6-carb-
oxyrhodamin und Dichlor-6-carboxy-X-rhodamin. In einer Ausfiihrungsform handelt es sich bei dem Energie-
transferakzeptor um Dichlorcarboxyfluorescein. In einer Ausfiihrungsform handelt es sich bei dem Energie-
transferakzeptor um Dichlor-6-carboxyrhodamin-6G. In einer Ausfliihrungsform handelt es sich bei dem Ener-
gietransferakzeptor um Dichlor-N,N,N',N'-tetramethyl-6-carboxyrhodamin. In einer Ausflihrungsform handelt
es sich bei dem Energietransferakzeptor um Dichlor-6-carboxy-X-rhodamin.

[0055] In einer Ausflihrungsform handelt es sich bei der eindeutigen Markierung, die an dem Nukleotidanalo-
gon befestigt ist, um einen Masse-Tag, der mittels eines Massenspektrometers detektiert und differenziert wer-
den kann. In weiteren Ausfihrungsformen ist der Masse-Tag ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus einer
2-Nitro-a-methyl-benzylgruppe, einer 2-Nitro-a-methyl-3-fluorbenzylgruppe, einer 2-Nitro-a-methyl-3,4-difluor-
benzylgruppe und einer 2-Nitro-a-methyl-3,4-dimethoxybenzylgruppe. In einer Ausfliihrungsform handelt es
sich bei dem Masse-Tag um eine 2-Nitro-a-methyl-benzylgruppe. In einer Ausfihrungsform handelt es sich bei
dem Masse-Tag um eine 2-Nitro-a-methyl-3-fluorbenzylgruppe. In einer Ausfihrungsform handelt es sich bei
dem Masse-Tag um eine 2-Nitro-a-methyl-3,4-difluorbenzylgruppe. In einer Ausfliihrungsform handelt es sich
bei dem Masse-Tag um eine 2-Nitro-a-methyl-3,4-dimethoxybenzylgruppe. In einer Ausflihrungsform wird der
Masse-Tag mittels der Verwendung eines parallelen Massenspektrometriesystems detektiert, welches eine
Vielzahl von Massenspektrometern fir atmospharischen Druck und chemische lonisation zur parallelen Ana-
lyse von einer Vielzahl von Masse-Tags umfassenden Proben umfasst.

[0056] In einer Ausfihrungsform ist die eindeutige Markierung durch einen spaltbaren Linker an der 5'-Posi-

tion von Cytosin oder Thymin oder an einer 7-Position von Deazaadenin oder Deazaguanin befestigt. Die ein-
deutige Markierung kénnte ebenfalls durch einen spaltbaren Linker an einer anderen Position in dem Nukleo-
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tidanalogon befestigt sein, vorausgesetzt, dass die Befestigung der Markierung wahrend der Polymerasereak-
tion stabil ist und das Nukleotidanalogon durch Polymerase als ein Substrat erkannt werden kann. Die spalt-
bare Markierung kdnnte z. B. an der Desoxyribose befestigt werden.

[0057] In einer Ausflihrungsform wird der Linker zwischen der eindeutigen Markierung und dem Nukleotida-
nalogon durch ein Mittel abgespalten, welches ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus einem oder meh-
reren physikalischen Mitteln, chemischen Mitteln, physiko-chemischen Mitteln, Hitze und Licht. In einer Aus-
fuhrungsform wird der Linker durch ein physikalisches Mittel abgespalten. In einer Ausfiihrungsform wird der
Linker durch ein physiko-chemisches Mittel abgespalten. In einer Ausfiihrungsform wird der Linker durch Hitze
abgespalten. In einer Ausfliihrungsform wird der Linker durch Licht abgespalten. In einer Ausflihrungsform wird
der Linker durch ultraviolettes Licht abgespalten. In einer weiteren Ausfliihrungsform handelt es sich bei dem
spaltbaren Linker um einen photospaltbaren Linker, der einen 2-Nitrobenzylrest umfasst.

[0058] In einer Ausfiihrungsform wird die spaltbare chemische Gruppe, welche dazu verwendet wird, die
-OH-Gruppe an der 3'-Position der Desoxyribose zu schiitzen, durch ein Mittel abgespalten, welches ausge-
wahlt ist aus der Gruppe bestehend aus einem oder mehreren physikalischen Mitteln, chemischen Mitteln, phy-
siko-chemischen Mitteln, Hitze und Licht. In einer Ausfuhrungsform wird der Linker durch ein physiko-chemi-
sches Mittel abgespalten. In einer Ausfiihrungsform wird der Linker durch Hitze abgespalten. In einer Ausfih-
rungsform wird der Linker durch Licht abgespalten. In einer Ausfiihrungsform wird der Linker durch ultraviolet-
tes Licht abgespalten.

[0059] In einer Ausfuhrungsform handelt es sich bei den chemischen Verbindungen, die in Schritt (vi) hinzu-
gefligt werden, um jegliche nicht reagierte -OH-Gruppe auf dem an der Nukleinsaure befestigten Primer oder
auf dem Primerextensionsstrang permanent zu schiitzen, um eine Polymerase oder eines oder mehrere un-
terschiedliche Didesoxynukleotide oder Analoga von Didesoxynukleotiden. In weiteren Ausfuihrungsformen
sind die unterschiedlichen Didesoxynukleotide ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus 2',3'-Didesoxyade-
nosin-5'-triphosphat, 2'3'-Didesoxyguanosin-5'-triphosphat, 2',3'-Didesoxycytidin-5-triphosphat, 2',3'-Dideso-
xythymidin-5'-triphosphat, 2',3'-Didesoxyuridin-5'-triphosphat sowie deren Analoga. In einer Ausflihrungsform
handelt es sich bei dem Didesoxynukleotid um 2',3'-Didesoxyguanosin-5'-triphosphat. In einer Ausfiihrungs-
form handelt es sich bei dem Didesoxynukleotid um 2',3'-Didesoxycytidin-5'-triphosphat. In einer Ausflihrungs-
form handelt es sich bei dem Didesoxynukleotid um 2',3'-Didesoxythymidin-5'-triphosphat. In einer Ausfuh-
rungsform handelt es sich bei dem Didesoxynukleotid um 2',3'-Didesoxyuridin-5'-triphosphase. In einer Aus-
fuhrungsform handelt es sich bei dem Didesoxynukleotid um ein Analogon von 2',3'-Didesoxyadenosin-5'-tri-
phosphat. In einer Ausfihrungsform handelt es sich bei dem Didesoxynukleotid um ein Analogon von 2',3'-Di-
desoxyguanosin-5'-triphosphat. In einer Ausfiihrungsform handelt es sich bei dem Didesoxynukleotid um ein
Analogon von 2',3'-Didesoxycytidin-5'-triphosphat. In einer Ausfiihrungsform handelt es sich bei dem Dideso-
xynukleotid um ein Analogon von 2',3'-Didesoxythymidin-5'-triphosphat. In einer Ausfihrungsform handelt es
sich bei dem Didesoxynukleotid um ein Analogon von 2',3'-Didesoxyuridin-5'-triphosphase.

[0060] In einer Ausfiihrungsform werden in Schritt (vi) eine Polymerase und eines oder mehrere von vier un-
terschiedlichen Didesoxynukleotiden hinzugefligt, wobei jedes unterschiedliche Didesoxynukleotid ausgewahlt
ist aus der Gruppe bestehend aus 2',3'-Didesoxyadenosin-5'-triphosphat oder einem Analogon von 2',3'-Dides-
oxyadenosin-5'-triphosphat; 2',3'-Didesoxyguanosin-5'-triphosphat oder einem Analogon von 2',3'-Didesoxy-
guanosin-5'-triphosphat; 2',3'-Didesoxycytidin-5'-triphosphat oder einem Analogon von 2',3'-Didesoxycyti-
din-5'-triphosphat; 2',3'-Didesoxythymidin-5'-triphosphat oder 2',3'-Didesoxyuridin-5'-triphosphase oder einem
Analogon von 2',3'-Didesoxythymidin-5'-triphosphat oder 2',3'-Didesoxyuridin-5'-triphosphase. In einer Ausfiih-
rungsform handelt es sich bei dem Didesoxynukleotid um 2',3'-Didesoxyadenosin-5'-triphosphat. In einer Aus-
fuhrungsform handelt es sich bei dem Didesoxynukleotid um ein Analogon von 2',3'-Didesoxyadenosin-5'-tri-
phosphat. In einer Ausfuhrungsform handelt es sich bei dem Didesoxynukleotid um 2',3'-Didesoxyguano-
sin-5'-triphosphat. In einer Ausfihrungsform handelt es sich bei dem Didesoxynukleotid um ein Analogon von
2',3'-Didesoxyguanosin-5'-triphosphat. In einer Ausfuhrungsform handelt es sich bei dem Didesoxynukleotid
um 2',3'-Didesoxycytidin-5'-triphosphat. In einer Ausfihrungsform handelt es sich bei dem Didesoxynukleotid
um ein Analogon von 2',3'-Didesoxycytidin-5'-triphosphat. In einer Ausfihrungsform handelt es sich bei dem
Didesoxynukleotid um 2',3'-Didesoxythymidin-5'-triphosphat. In einer Ausfihrungsform handelt es sich bei
dem Didesoxynukleotid um 2',3'-Didesoxyuridin-5'-triphosphat. In einer Ausfiihrungsform handelt es sich bei
dem Didesoxynukleotid um ein Analogon von 2',3'-Didesoxythymidin-5'-triphosphat. In einer Ausfihrungsform
handelt es sich bei dem Didesoxynukleotid um ein Analogon von 2',3'-Didesoxyuridin-5'-triphosphase.

[0061] Es konnte ebenfalls eine andere Art von chemischer Verbindung, welche spezifisch mit der -OH-Grup-
pe reagiert, verwendet werden, um eine jegliche nicht reagierte -OH-Gruppe auf dem an der Nukleinsaure be-
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festigten Primer oder auf einem Extensionsstrang, welcher durch Hinzufligen eines oder mehrerer Nukleotide
oder Nukleotidanaloga zu dem Primer gebildet wurde, permanent zu schiitzen.

[0062] Die vorliegende Erfindung stellt ein Verfahren zur simultanen Sequenzierung einer Vielzahl unter-
schiedlicher Nukleinsaduren bereit, welches die gleichzeitige Anwendung jedes beliebigen der hierin offenbar-
ten Verfahren zur Sequenzierung einer Nukleinsaure auf die Vielzahl der unterschiedlichen Nukleinsduren um-
fasst. In anderen Ausfihrungsformen kann das Verfahren dazu verwendet werden, eine bis mehr als 100.000
unterschiedliche Nukleinsauren gleichzeitig zu sequenzieren.

[0063] Die vorliegende Erfindung stellt die Verwendung eines jeden der hierin offenbarten Verfahren zur De-
tektion von Single Nucleotide Polymorphismen, zur genetischen Mutationsanalyse, zur seriellen Analyse der
Genexpression, zur Genexpressionsanalyse, zur forensischen Identifikation, fir Studien zur genetischen
Krankheitsassoziation, zur DNA-Sequenzierung, zur genomischen Sequenzierung, zur Translationsanalyse
oder zur Transkriptionsanalyse bereit.

[0064] Die vorliegende Erfindung stellt ein Verfahren zur Befestigung einer Nukleinsdure an eine feste Ober-
flache bereit, welches umfasst:
i. Beschichten der festen Oberflache mit einem Phosphinrest,
ii. Befestigen einer Azidogruppe an einem 5'-Ende der Nukleinsaure, und
iii. Immobilisieren des 5'-Endes der Nukleinsaure an der festen Oberflache mittels Interaktion zwischen dem
Phosphinrest auf der festen Oberflache und der Azidogruppe an dem 5'-Ende der Nukleinsaure.

[0065] In einer Ausfiihrungsform umfasst der Schritt des Beschichtens der festen Oberflache mit dem Phos-
phinrest:

i. Beschichten der Oberflache mit einem primaren Amin, und

ii. kovalente Kopplung eines N-Hydroxysuccinimidylesters von Triarylphosphin mit dem primaren Amin.

[0066] In verschiedenen Ausfuhrungsformen besteht die feste Oberflache aus Glas, aus Silizium oder aus
Gold. In verschiedenen Ausfiihrungsformen handelt es sich bei der festen Oberflache um ein magnetisches
Kigelchen, um einen Chip, um einen Kanal in einem Chip oder um einen pordsen Kanal in einem Chip.

[0067] In verschiedenen Ausfuhrungsformen handelt es sich bei der Nukleinsaure, die an der festen Oberfla-
che befestigt ist, um eine einzel- oder doppelstrangige DNA oder eine RNA. In einer Ausfiihrungsform handelt
es sich bei der Nukleinsdure um eine doppelstrangige DNA und nur ein Strang ist an der festen Oberflache
befestigt. In einer weiteren Ausfihrungsform wird der Strang der doppelstrangigen DNA, der nicht an der festen
Oberflache befestigt ist, mittels Denaturierung entfernt.

[0068] Die vorliegende Erfindung stellt die Verwendung eines jeglichen der hierin offenbarten Verfahren zur
Befestigung einer Nukleinsdure an einer Oberflache zur Genexpressionsanalyse, zur auf Mikroarrays basie-
renden Genexpressionsanalyse oder Mutationsdetektion, zur Translationsanalyse, zur Transkriptionsanalyse
oder fur andere genetische Anwendungen bereit.

[0069] Die vorliegende Erfindung stellt ein Nukleotidanalogon bereit, welches umfasst:
a) eine Base ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Adenin oder einem Analogon von Adenin, Cytosin
oder einem Analogon von Cytosin, Guanin oder einem Analogon von Guanin, Thymin oder einem Analogon
von Thymin sowie Uracil oder einem Analogon von Uracil;
b) eine eindeutige Markierung, welche mittels eines spaltbaren Linkers an der Base oder an einem Analo-
gon der Base befestigt ist;
c) eine Desoxyribose; und
d) eine spaltbare chemische Gruppe, um eine -OH-Gruppe an einer 3'-Position der Desoxyribose zu schiit-
zen, wobei es sich bei der spaltbaren chemischen Gruppe um -CH,OCH, oder um -CH,CH=CH, handelt.

[0070] In einer Ausfihrungsform des Nukleotidanalogons handelt es sich bei der spaltbaren chemischen
Gruppe, welche die -OH-Gruppe an der 3'-Position der Desoxyribose schutzt, um -CH,CH=CH,,.

[0071] In einer Ausflihrungsform handelt es sich bei der eindeutigen Markierung um einen fluoreszierenden
Rest oder einen fluoreszierenden Halbleiterkristall. In weiteren Ausflihrungsformen ist der fluoreszierende Rest
ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus 5-Carboxyfluorescein, 6-Carboxyrhodamin-6G, N,N,N',N'-Tetra-
methyl-6-carboxyrhodamin und 6-Carboxy-X-rhodamin.
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[0072] In einer Ausfiihrungsform handelt es sich bei der eindeutigen Markierung um einen Fluoreszenzener-
gietransfer-Tag, welcher einen Energietransferdonor und einen Energietransferakzeptor umfasst. In weiteren
Ausfuhrungsformen handelt es sich bei dem Energietransferdonor um 5-Carboxyfluorescein oder Cyanin, wo-
bei der Energietransferakzeptor ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus Dichlorcarboxyfluorescein, Di-
chlor-6-carboxyrhodamin-6G, Dichlor-N,N,N',N'-tetramethyl-6-Carboxyrhodamin und Dichlor-6-carboxy-X-rho-
damin.

[0073] In einer Ausflihrungsform handelt es sich bei der eindeutigen Markierung um einen Masse-Tag, der
mittels eines Massenspektrometers detektiert und differenziert werden kann. In weiteren Ausfihrungsformen
ist der Masse-Tag ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus einer 2-Nitro-a-methyl-benzylgruppe, einer
2-Nitro-a-methyl-3-Fluorbenzylgruppe, einer 2-Nitro-a-methyl-3,4-Difluorbenzylgruppe und einer 2-Nit-
ro-a-methyl-3,4-Dimethoxybenzylgruppe.

[0074] In einer Ausflihrungsform ist die eindeutige Markierung durch einen spaltbaren Linker an einer 5-Po-
sition von Cytosin oder Thymin oder an einer 7-Position von Deazaadenin oder Deazaguanin befestigt. Die ein-
deutige Markierung kénnte ebenfalls durch einen spaltbaren Linker an einer anderen Position in dem Nukleo-
tidanalogon befestigt sein, vorausgesetzt dass die Befestigung der Markierung wahrend der Polymerasereak-
tion stabil ist und dass das Nukleotidanalogon durch Polymerase als ein Substrat erkannt werden kann. Der
spaltbare Linker kdnnte z. B. an der Desoxyribose befestigt sein.

[0075] In einer Ausfiihrungsform ist der Linker zwischen der eindeutigen Markierung und dem Nukleotidana-
logon spaltbar durch ein Mittel ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus einem oder mehreren physikali-
schen Mitteln, chemischen Mitteln, physiko-chemischen Mitteln, Hitze und Licht. In einer weiteren Ausfih-
rungsform handelt es sich bei dem spaltbaren Linker um einen photospaltbaren Linker, welcher einen 2-Nitro-
benzylrest umfasst.

[0076] In einer Ausflihrungsform ist die spaltbare chemische Gruppe, welche dazu verwendet wird, die
-OH-Gruppe an der 3'-Position der Desoxyribose zu schiitzen, spaltbar durch ein Mittel ausgewahlt aus der
Gruppe bestehend aus einem oder mehreren physikalischen Mitteln, chemischen Mitteln, physiko-chemischen
Mitteln, Hitze und Licht.

[0077] In verschiedenen Ausfiihrungsformen ist das Nukleotidanalogon ausgewahlt aus der Gruppe beste-
hend aus:
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wobei Farbstoff,, Farbstoffe,, Farbstoff, und Farbstoff, vier unterschiedliche eindeutige Markierungen sind; und
wobei R -CH,O0CHj, oder -CH,CH=CH, ist.

[0078] In verschiedenen Ausfiihrungsformen ist das Nukleotidanalogon ausgewahlt aus der Gruppe beste-
hend aus:

13/59



DE 601 27 162 T2 2008.04.24

N e Hoo
N’ 7( »
o 0 O N O N~
0-p-0-B-0-F-0
o o O
OR

rorb-o-fodec
o O O

*
N(CHj);

MHs0N O °/

o = Ro
, Y coo-
HN A\ ’
. PP o i
O 0 O HN N ? !
-0 (o]

ofodod
o o0 O
und
OR .
= o
i Y ;
o0 0° 0 o o
0-p-0-P-0-P-0 | :
o o O lifﬁ
OR

wobei R -CH,0OCH, oder -CH,CH=CH, ist.

[0079] In verschiedenen Ausfiihrungsformen ist das Nukleotidanalogon ausgewahlt aus der Gruppe beste-
hend aus:
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wobei Tag,, Tag,, Tag, und Tag, vier unterschiedliche Masse-Tag-Markierungen sind; und
wobei R -CH,OCH, oder -CH,CH=CH, ist.

[0080] In verschiedenen Ausfiuhrungsformen ist das Nukleotidanalogon ausgewahlt aus der Gruppe beste-
hend aus:
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wobei R -CH,0OCH, oder -CH,CH=CH, ist.

[0081] Die vorliegende Erfindung stellt die Verwendung eines jeglichen der hierin offenbarten Nukleotidana-
loga zur Detektion von Single Nucleotide Polymorphismen, zur genetischen Mutationsanalyse, zur seriellen
Analyse der Genexpression, zur Genexpressionsanalyse, zur forensischen ldentifikation, fir Studien zur ge-
netischen Krankheitsassoziation, zur DNA-Sequenzierung, zur genomischen Sequenzierung, zur Translati-
onsanalyse oder zur Transkriptionsanalyse bereit.

Experimentelle Details
1. Der Ansatz der Sequenzierung durch Synthese

[0082] Die Sequenzierung von DNA durch Synthese beinhaltet die Detektion der Identitat eines jeden Nukle-
otids, wahrend es in der Polymerasereaktion in den wachsenden DNA-Strang integriert wird. Die grundlegen-
den Anforderungen fiir das Funktionieren eines solchen Systems sind: (1) die Verfligbarkeit von 4 Nukleotida-
naloga (aA, aC, aG, aT), von denen jedes mit einer eindeutigen Markierung versehen ist und einen die
3'-OH-Gruppe schitzenden chemischen Rest enthalt; (2) die 4 Nukleotidanaloga (aA, aC, aG, aT) missen in
der Polymerasereaktion effizient und zuverlassig von DNA-Polymerase als Terminatoren integriert werden; (3)
der Tag und die die 3'-OH-Gruppe schiitzende Gruppe muissen mit hohem Ertrag entfernt werden, um die In-
tegration und Detektion des nachsten Nukleotids zu gestatten; und (4) der wachsende DNA-Strang sollte das
Waschen, die Detektion und die Abspaltungsprozesse Uberstehen, um an das DNA-Template annealed zu blei-
ben.

[0083] Der hierin offenbarte Ansatz der Sequenzierung durch Synthese ist in Fig. 2A-2B dargestellt. In
Fig. 2A ist ein Beispiel gezeigt, in dem die eindeutigen Markierungen fluoreszierende Farbstoffe sind und die
Oberflache ein Chip ist; in Fig. 2B handelt es sich bei den eindeutigen Markierungen um Masse-Tags und bei
der Oberflache um in einen Chip eingeétzte Kanale. Der Synthese-Ansatz verwendet eine feste Oberflache
beispielsweise wie einen Glaschip mit einem immobilisierten DNA-Template, welches zum Selbstpriming in der
Lage ist, um die Polymerasereaktion zu initiieren, sowie vier Nukleotidanaloga (;.ro-A- ageLtr 3-ro~CrLaBEL2S
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3.ro~C-LaseLss 3-ro™ 1-LaseLs)> VON denen jedes mit einer eindeutigen Markierung versehen ist, z. B. einem fluores-
zierenden Farbstoff oder einem Masse-Tag, an einer bestimmten Position auf der Purin- oder der Pyrimidinba-
se, sowie eine kleine spaltbare chemische Gruppe (R), um die 3'-OH-Gruppe zu schiitzen. Bei der Zugabe der
vier Nukleotidanaloga und der DNA-Polymerase wird auf jedem Spot auf der Oberflache nur ein Nukleotidana-
logon, das zu dem nachsten Nukleotid auf dem Template komplementar ist, von der Polymerase integriert
(Schritt 1 in Fig. 2A und Fig. 2B).

[0084] Wiein Fig. 2A gezeigt ist, worin es sich bei den eindeutigen Markierungen um Farbstoffe handelt, wird,
nachdem die Uberschiissigen Reagenzien entfernt und jegliche nicht integrierte Nukleotidanaloga auf dem
Chip weggewaschen wurden, ein Detektor verwendet, um die eindeutige Markierung zu detektieren. Es wird
z. B. ein Vierfarben-Fluoreszenz-Imager verwendet, um die Oberflache des Chips abzubilden, und die eindeu-
tige Fluoreszenzemission eines spezifischen Farbstoffs auf den Nukleotidanaloga auf jedem Spot des Chips
offenbart die Identitat des integrierten Nukleotids (Schritt 2 in Fig. 2A). Nach dem Imaging wird die kleine Men-
ge an nicht reagierter 3'-OH-Gruppe auf dem selbstgeprimten Templaterest durch tberschiissige Didesoxynu-
kleosidtriphosphate (ddNTPs) (ddATP, ddGTP, ddTTP und ddCTP) und DNA-Polymerase geschutzt, um eine
Interferenz mit dem nachsten Durchgang der Synthese zu vermeiden (Schritt 3 in Fig. 2A) — ein Konzept, das
dem schitzenden Schritt bei der automatischen Festphasen DNA-Synthese ahnlich ist (Caruthers, 1985). Die
ddNTPs, welchen eine 3'-Hydroxylgruppe fehlt, werden aufgrund ihrer im Vergleich zu den mit Farbstoff mar-
kierten Nukleotiden geringen Grof3e und der ausgezeichneten Effizienz, mit der sie von der DNA-Polymerase
integriert werden, ausgewahlt, um das nicht reagierte 3'-OH des Nukleotids zu schutzen. Der Farbstoffrest wird
dann durch Licht abgespalten (~350 nm) und die das 3'-OH schiitzende R-Gruppe wird chemisch entfernt, um
mit hohem Ertrag freie 3'-OH-Gruppe zu erzeugen (Schritt 4 in Fig. 2A). Es wird ein Waschschritt durchgefiihrt,
um die abgespaltenen Farbstoffe und die R-Gruppe wegzuwaschen. Der selbstgeprimte DNA-Rest auf dem
Chip ist in dieser Phase bereit fir den nachsten Reaktionszyklus zur Identifikation der nachsten Nukleotidse-
quenz der Template-DNA (Schritt 5 in Eig. 2A).

[0085] Es ist nunmehr eine routinemalige Vorgehensweise, einzelstrangige DNA in hoher Dichte (> 10.000
Spots pro Chip) auf einem 4 cm x 1 cm Glaschip zu immobilisieren (Schena et al., 1995). Folglich kénnen in
dem hierin offenbarten DNA-Sequenzierungssystem mehr als 10.000 Basen nach jedem Zyklus identifiziert
werden, und nach 100 Zyklen sind eine Million Basenpaare aus einem Sequenzierungschip erzeugt worden.

[0086] Geeignete DNA-Polymerasen schliefen ein Thermo Sequenase, Taq FS DNA-Polymerase, T7
DNA-Polymerase sowie Vent (exo-) DNA-Polymerase. Die Fluoreszenzemission von jedem spezifischen Farb-
stoff kann unter Verwendung eines Fluorimeters detektiert werden, das mit einer Vorrichtung zur Fluoreszenz-
detektion von einem Glasobjekttrager ausgestattet ist. Zur Bewertung im grof3en Maf3stab kann ein Vielfar-
ben-Scanningsystem verwendet werden, welches dazu in der Lage ist, eine Vielzahl von verschiedenen fluo-
reszierenden Farbstoffen (500 nm—700 nm) auf einem Glasobjekttrager zu detektieren (GSI Lumonics ScanAr-
ray 5000 Standard Biochip Scanning System).

[0087] Ein Beispiel fur den Ansatz der Sequenzierung durch Synthese unter Verwendung von Masse-Tags ist
in Fia. 2B gezeigt. Der Ansatz verwendet eine feste Oberflache, so wie porése Kanale aus Silica-Glas in einem
Chip, mit immobilisiertem DNA-Template, welches zur Initiation der Polymerasereaktion zum Selbstpriming in
der Lage ist, sowie vier Nukleotidanaloga (5 ro-A-1ag1s 3-r0"C1ages 3-r0"Cragas 3:r0™ 1 ~1aga), VON deNEN jEdes an der
spezifischen Position der Base mit einem eindeutigen photospaltbaren Masse-Tag markiert ist und eine kleine
spaltbare chemische Gruppe (R), um die 3'-OH-Gruppe zu schiitzen. Bei der Zugabe der vier Nukleotidanaloga
und der DNA-Polymerase wird in jedem Kanal des Glaschips nur ein Nukleotidanalogon, das zu dem nachsten
Nukleotid auf dem Template komplementar ist, von der Polymerase integriert (Schritt 1 in Fig. 2B). Nachdem
die Uberschissigen Reagenzien entfernt und jegliche nicht integrierten Nukleotidanaloga auf dem Chip weg-
gewaschen wurden, wird die kleine Menge an nicht reagierter 3'-OH-Gruppe auf dem selbstgeprimten Temp-
laterest durch Uberschissige ddNTPs (ddATP, ddGTP, ddTTP und ddCTP) und DNA-Polymerase geschiitzt,
um eine Interferenz mit dem nachsten Durchgang der Synthese zu vermeiden (Schritt 2 in Fig. 2B). Die ddNT-
Ps werden aufgrund ihrer im Vergleich zu den markierten Nukleotiden geringen Gréf3e und der ausgezeichne-
ten Effizienz, mit der sie von der DNA-Polymerase integriert werden, ausgewahlt, um das nicht reagierte 3'-OH
des Nukleotids zu schitzen. Die Masse-Tags werden durch Bestrahlung mit Licht (~350 nm) abgespalten
(Schritt 3 in Fig. 2B) und dann mit einem Massenspektrometer detektiert. Die eindeutige Masse eines jeden
Tags ergibt die Identitat des Nukleotids in jedem Kanal (Schritt 4 in Fig. 2B). Die R-schiitzende Gruppe wird
dann chemisch entfernt und weggewaschen, um mit hohem Ertrag freie 3'-OH-Gruppen zu erzeugen (Schritt
5 in Fig. 2B). Der selbstgeprimte DNA-Rest auf dem Chip ist in dieser Phase bereit flir den nachsten Reakti-
onszyklus, um die nachste Nukleotidsequenz der Template-DNA zu identifizieren (Schritt 6 in Eig. 2B).
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[0088] Seit der Entwicklung neuer lonisationstechniken, so wie matrixgestitzte Laser-Desorptions-lonisation
(MALDI) und Elektrospray-lonisation (ESI), wurde die Massenspektrometrie zu einem unverzichtbaren Werk-
zeug in vielen Gebieten der biomedizinischen Forschung. Wenngleich diese lonisationsverfahren zur Analyse
bioorganischer Molekiile, so wie Peptide und Proteine, geeignet sind, so sind doch Verbesserungen sowohl
bei der Detektion als auch bei der Herstellung der Proben flir den Einsatz der Massenspektrometrie in DNA-Se-
quenzierungsanwendungen erforderlich. Da der hierin offenbarte Ansatz kleine und stabile Masse-Tags ver-
wendet, besteht kein Bedarf, groRe DNA-Sequenzierungsfragmente direkt zu detektieren, und es ist nicht not-
wendig, MALDI- oder ESI-Verfahren zur Detektion zu verwenden. Bei der Atmospheric Pressure Chemical lo-
nization (APCI) handelt es sich um ein lonisationsverfahren, das sich bei atmospharischem Druck einer Gas-
phasen-lon-Molekil-Reaktion bedient (Dizidic et al., 1975). Bei diesem Verfahren werden Proben entweder
mittels chromatographischer oder Flussinjektion in einen pneumatischen Vernebler eingebracht, wo sie durch
einen Hochgeschwindigkeitsstrahl von Stickstoffgas in kleine Trépfchen umgewandelt werden. Gelangen das
erhitzte Gas und die Losung in den Reaktionsbereich, so wird die Uiberschiissige Menge an Losungsmittel mit-
tels Corona-Entladung ionisiert. Diese ionisierte mobile Phase fungiert gegentiber den Proben als das ionisie-
rende Agens und ergibt pseudomolekulare (M+H)* und (M-H)-lonen. Aufgrund des Corona-Entladungs-loni-
sationsverfahrens kann eine hohe lonisationseffizienz erreicht werden, wobei stabile lonisationsbedingungen
mit einer Detektionssensitivitat unterhalb des Femtomolbereichs fir kleine und stabile organische Verbindun-
gen aufrecht erhalten werden. Aufgrund der eingeschrankten Detektion von grof3en Molekilen wurde APCI je-
doch zur Analyse von Peptiden und Nukleinsaduren durch ESI| und MALDI ersetzt. Da es sich in dem offenbar-
ten Ansatz bei den zu detektierenden Masse-Tags um relativ kleine und sehr stabile organische Molekule han-
delt, ist die durch die Verwendung von ESI und MALDI gewonnene Fahigkeit, grof3e biologische Molekile zu
detektieren, nicht vonnéten. APCI verfugt gegenuber ESI und MALDI Uber einige Vorteile, da es keine mihsa-
me Probenvorbereitung erfordert, so wie Entsalzen oder Vermischen mit Matrix, um Kristalle auf einer Target-
platte zu praparieren. Bei ESI beeintrachtigen die Beschaffenheit der Proben und die Bedingungen zur Vorbe-
reitung von Proben (d.h. die Anwesenheit von Puffer oder anorganischen Salzen) die lonisationseffizienz.
MALDI erfordert die Zugabe von Matrix vor der Einfihrung der Proben in das Massenspektrometer, und seine
Geschwindigkeit wird oftmals dadurch eingeschrankt, dass erst nach einem idealen Bestrahlungsspot gesucht
werden muss, um interpretierbare Massenspektren zu erhalten. Diese Einschrankungen werden durch APCI
Uberwunden, da die Lésung mit den Masse-Tags direkt ohne zusatzliche Probenaufreinigung oder Vorberei-
tung in das Massenspektrometer injiziert werden kann. Da die mit Masse-Tags versehenen Proben volatil sind
und kleine Massenzahlen aufweisen, kénnen diese Verbindungen leicht und mit einer hohen Sensitivitat mittels
APClI-lonisation detektiert werden. Dieses System kann fiir den Hochdurchsatzbetrieb aufgeristet werden.

[0089] Jede Komponente des Systems der Sequenzierung durch Synthese wird nachfolgend detaillierter be-
schrieben.

2. Konstruktion einer Oberflache enthaltend immobilisierte selbstgeprimte DNA-Reste

[0090] Das auf einer Oberflache immobilisierte einzelstrangige DNA-Template wird gemal dem in Eig. 3 ge-
zeigten Schema prapariert. Bei der Oberflache kann es sich z. B. um einen Glaschip, so wie einen 4 cm % 1
cm Glaschip, oder um Kanale in einem Glaschip handeln. Die Oberflache wird zunachst mit 0,5 M NaOH be-
handelt, mit Wasser gewaschen und dann unter Ausbildung einer primaren Aminoberflache in einer hohen
Dichte mit 3-Aminopropyltrimethoxysilan in wassrigem Ethanol beschichtet (Woolley et al., 1994). N-Hydroxy-
succinimidyl (NHS)-Ester von Triarylphosphin (1) wird kovalent mit der primaren Aminogruppe gekoppelt, wo-
bei die Aminoberflache in eine neue Triarylphosphinoberflache umgewandelt wird, welche spezifisch mit DNA
enthaltend eine Azidogruppe (2) reagiert, wobei ein Chip mit immobilisierter DNA gebildet wird. Da sich die Azi-
dogruppe nur am 5'-Ende der DNA befindet und die Kopplungsreaktion durch die eindeutige Reaktion des Tri-
arylphosphinrestes mit der Azidogruppe in wassriger Losung stattfindet (Saxon und Bertozzi, 2000), wird eine
solche DNA-Oberflache optimale Hybridisierungsbedingungen bereitstellen.

[0091] Der NHS-Ester von Triarylphosphin (1) wird gemaf dem in Fig. 4 gezeigten Schema prapariert. 3-Di-
phenylphosphino-4-methoxycarbonyl-Benzoesaure (3) wird gemal dem von Bertozzi et al. beschriebenen
Verfahren (Saxon und Bertozzi, 2000) prapariert. Die Behandlung von (3) mit N-Hydroxysuccinimid bildet den
entsprechenden NHS-Ester (4). Die Kopplung von (4) mit einem Aminocarboxylsaurerest ergibt eine Verbin-
dung (5) mit einem langen Linker (n = 1 bis 10) zur optimierten Kopplung mit DNA auf der Oberflache. Die Be-
handlung von (5) mit N-Hydroxysuccinimid erzeugt den NHS-Ester (1), der nun bereit ist fiir die Kopplung mit
der mit primarem Amin beschichteten Oberflache (Eig. 3).

[0092] Die mit Azido markierte DNA (2) wird gemaR dem in Fig. 5 gezeigten Schema synthetisiert. Die Be-
handlung von Ethylester von 5-Bromvaleriansaure mit Natriumazid und nachfolgende Hydrolyse ergibt 5-Azi-
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dovaleriansaure (Khoukhi et al., 1987), welche anschlieRend zur Kopplung mit einem durch den Aminolinker
modifizierten Oligonukleotidprimer in einen NHS-Ester umgewandelt wird. Die Verwendung des azidomarkier-
ten Primers zur Durchfiihrung der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) erzeugt ein azidomarkiertes DNA-Temp-
late (2) zur Kopplung mit der durch das Triarylphosphin modifizierten Oberflache (Fig. 3).

[0093] Der selbstgeprimte DNA-Templaterest auf dem Sequenzierungschip wird unter Verwendung enzyma-
tischer Ligation wie in Fig. 6 (A & B) gezeigt konstruiert. Es wird ein Oligonukleotidprimer (B), mit einer 5'-phos-
phorylierten, 3'-OH-Gruppen-geschitzten Schleife mittels eines Festphasen-DNA-Synthesizers synthetisiert.
Der Primer (B) wird synthetisiert unter Verwendung eines modifizierten C-Phosphoramidits, dessen 3'-OH am
3'-Ende des Oligonukleotids entweder durch eine MOM (-CH,OCH,)- oder eine Allyl (-CH,CH=CH,)-Gruppe (in
Fig. 6 mit "R" gekennzeichnet) geschutzt ist, um die Selbstligation des Primers in der Ligationsreaktion zu ver-
hindern. Der mit einer Schleife versehene Primer kann daher nur an das 3'-Ende der DNA-Templates ligieren,
die unter Verwendung von T4 RNA-Ligase (Zhang et al., 1996) auf dem Sequenzierungschip immobilisiert wur-
den, um den selbstgeprimten DNA-Templaterest (A) zu bilden. Der mit einer Schleife versehene Primer (B) ist
so konstruiert, dass er eine aullerst stabile Schleife enthalt (Antao et al., 1991) sowie einen Stamm mit der
Sequenz von M13 reversem DNA Sequenzierungsprimer zum effizienten Priming in der Polymerasereaktion,
wenn der Primer erst einmal an die immobilisierte DNA auf dem Sequenzierungschip ligiert und die
3'-OH-Schutzgruppe chemisch abgespalten wurde (Ireland et al., 1986; Kamal et al., 1999).

3. Sequenzierung mittels Synthesebewertung unter Verwendung der Nukleotidanaloga ;. ,0-A-rastofts

3‘—HO_C_Farbstoff2’ 3'-HO_G_Farbstoff3’ 3'-H0'T'Farbstoff4

[0094] Es wurde ein Schema zur Bewertung der Photospaltungseffizienz unter Verwendung unterschiedlicher
Farbstoffe und Testens des Ansatzes der Sequenzierung durch Synthese entwickelt. Es werden vier Nukleo-
tidanal()ga 3'—HO_A_Farbstoff1’ 3'-HO_C_Farbstoff2’ 3'—HO_G_Farbstoff3’ 3'—HO_T_Farbstoff4’ von denen jedes durch einen phOtOSpaltba'
ren Linker mit einem eindeutigen fluoreszierenden Farbstoff markiert ist, synthetisiert und in dem Ansatz der
Sequenzierung durch Synthese verwendet. Beispiele fur Farbstoffe schlieen ein, sind jedoch nicht beschrankt
auf: Farbstoff1 = FAM, 5-Carboxyfluorescein; Farbstoff2 = R6G, 6-Carboxyrhodamin-6G; Farbstoff3 = TAM,
N,N,N',N'-Tetramethyl-6-carboxyrhodamin; und Farbstoff4 = ROX, 6-Carboxy-X-rhodamin. Die Strukturen der
vier Nukleotidanaloga sind in Eiqg. 7 gezeigt (R=h).

[0095] Der photospaltbare 2-Nitrobenzylrest wurde verwendet, um Biotin mit DNA und Protein zur effizienten
Entfernung mittels UV-Licht (~350 nm) zu verknlpfen (Olejnik et al., 1995, 1999). In dem hierin offenbarten
Ansatz, wird die 2-Nitrobenzylgruppe dazu verwendet, den fluoreszierenden Farbstoff und das Nukleotid mit-
einander zu verbinden, um die mit Farbstoff markierten Nukleotide zu bilden, wie sie in Eig. 7 gezeigt sind.

[0096] In Eig. 8 ist die Synthese von , -G, (Farbstoff3 = Tam) als ein représentatives Beispiel gezeigt.
Es wird 7-Deaza-alkynylamino-dGTP unter Verwendung wohl etablierter Verfahren (Prober et al., 1987; Lee et
al., 1992, und Hobbs et al., 1991) prapariert. Linker-Tam wird synthetisiert, indem man den Photospaltbaren
Linker (Rollaf, 1982) mit NHS-Tam koppelt. 7-Deaza-alkynylamino-dGTP wird dann mit dem Linker-Tam ge-
koppelt, um 4 ,o-G-1au5 ZU produzieren. Die Nukleotidanaloga mit einem freien 3'-OH (d.h. R=H) sind gute Sub-
strate fur die Polymerase. Es wird ein immobilisiertes DNA-Template synthetisiert (Fig. 9), das einen Abschnitt
der Nukleotidsequenz ACGTACGACGT (SEQ ID NR: 1) enthalt, die nach der Primingstelle keine wiederholten
Sequenzen mehr aufweist. Es werden ;. ,o-A-.s0r UNd DNA-Polymerase zu dem selbstgeprimten DNA-Rest
hinzugefugt und dieser an der 3'-Stelle der DNA integriert. Es werden dann die Schritte aus Fig. 2A befolgt
(der chemische Abspaltungsschritt ist hier nicht erforderlich, da das 3'-OH frei ist), um das Fluoreszenzsignal
von Farbstoff-1 bei 520 nm zu detektieren. Als nachstes wird ;. ,o-C-..s02 ZUgEgeben, um das Fluoreszenzsi-
gnal von Farbstoff-2 bei 550 nm abzubilden. Als nachstes wird ;. ,,o-G-r...s0n3 ZUgEgEDEN, UM das Fluoreszenz-
signal von Farbstoff-3 bei 580 nm abzubilden, und schlieBlich wird ;. ,o-T-rastore ZUGEGEDEN, UM das Fluores-
zenzsignal von Farbstoff-4 bei 610 nm abzubilden.

Ergebnisse bezlglich der Effizienz der photochemischen Abspaltung

[0097] Die erwarteten Photolyseprodukte von DNA, welche an ihrem 3'-Ende einen photospaltbaren fluores-
zierenden Farbstoff enthalt, sind in Fig. 10 gezeigt. Der 2-Nitrobenzylrest wurde in einer Vielzahl von Studien
erfolgreich als eine photospaltbare schitzende Gruppe verwendet (Pillai, 1980). Die Effizienz des Photospal-
tungsschritts hangt von mehreren Faktoren ab, einschlieRend die Effizienz der Lichtabsorption durch den 2-Ni-
trobenzylrest, die Effizienz des primaren photochemischen Schritts und die Effizienz der sekundaren thermi-
schen Prozesse, welche zu dem abschlieRenden Abspaltungsprozess fihren (Turro, 1991). Burgess et al.
(1997) berichteten von der erfolgreichen Photospaltung eines durch einen 2-Nitrobenzyl-Linker auf einem Nu-
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kleotidrest befestigten fluoreszierenden Farbstoffs, was zeigt, dass der fluoreszierende Farbstoff den Photo-
spaltungsprozess nicht quencht. Es wurde ebenfalls eine auf dem 2-Nitrobenzyl-Chromophor basierende pho-
tolabile Schutzgruppe flr biologische Markierungsanwendungen entwickelt, die Photospaltung beinhalten
(Olejnik et al., 1999). Das hierin offenbarte Protokoll wird dazu verwendet, den in Fig. 10 gezeigten Photospal-
tungsprozess zu optimieren. Die Absorptionsspektren von 2-Nitrobenzyl-Verbindungen werden untersucht und
quantitativ mit den Absorptionsspektren der fluoreszierenden Farbstoffe verglichen. Da ein 1:1-Verhaltnis der
Anzahl von 2-Nitrobenzylresten und Farbstoffmolekilen vorliegen wird, wird das Verhaltnis der Extinktionsko-
effizienten dieser beiden Spezies die Konkurrenz um die Lichtabsorption bei spezifischen Wellenlangen reflek-
tieren. Auf der Basis dieser Informationen kénnen die Wellenlangen bestimmt werden, bei denen es bei der
Absorption der 2-Nitrobenzylreste zu der starksten Konkurrenz kam, ahnlich wie in dem von Olejnik et al.
(1995) berichteten Ansatz.

[0098] Es kann ein Photolyseaufbau, der einen hohen Durchsatz an monochromatischem Licht aus einer
1.000 Watt-Hochdruck-Xenonlampe (LX1000UV, ILC) gestattet, in Verbindung mit einem Monochromator (Kra-
tos, Schoeffel Instruments) verwendet werden. Dieses Instrument ermdglicht die Bewertung der Photospaltung
von Modellsystemen als eine Funktion der Intensitat und der Anregungswellenlange des absorbierten Lichts.
Zur Bestimmung des Ausmalles der Photospaltung wird eine standardanalytische Analyse verwendet. Auf der
Basis dieser Informationen kann die Effizienz der Photospaltung als eine Funktion der Wellenldnge bestimmt
werden. Die Wellenlange, bei der die Photospaltung am wirkungsvollsten ist, kann zur Verwendung in den Se-
quenzierungssystemen ausgewahlt werden.

[0099] Es wurden unter Verwendung eines Modellsystems, wie es in Fig. 11 gezeigt ist, Photospaltungser-
gebnisse erhalten. Die Kopplung von PC-LC-Biotin-NHS-Ester (Pierce, Rockford, IL, USA) mit 5-(Aminoacet-
amido)-Fluorescein (5-Amino-FAM) (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) in Dimethylsulfonyloxid (DM-
SO)/NaHCO3 (pH = 8,2) Uber Nacht bei Raumtemperatur ergibt PC-LC-Biotin-FAM, welches sich aus einem
Biotin an einem Ende, einer photospaltbaren 2-Nitrobenzylgruppe in der Mitte und einem Farbstoff-Tag (FAM)
am anderen Ende zusammensetzt. Dieser photospaltbare Rest ahmt die in Fig. 10 gezeigten konstruierten
photospaltbaren Reste genau nach. Daher belegt die erfolgreiche Photolyse des PC-LC-Biotin-FAM-Restes
das Prinzip der Hochleistungsphotolyse, so wie in dem DNA-Sequenzierungssystem verwendet. Zur Untersu-
chung der Photolyse wird PC-LC-Biotin-FAM zunachst auf einem mit Streptavidin beschichteten Mikroskopob-
jekttrager aus Glas (XENOPORE, Hawthorne, NJ, USA) immobilisiert. Nach dem Abwaschen des nicht immo-
bilisierten PC-LC-Biotin-FAM wurde das Fluoreszenzemissionsspektrum des immobilisierten PC-LC-Bio-
tin-FAM wie in Eig. 12 (Spektrum a) gezeigt aufgenommen. Die starke Fluoreszenzemission zeigt an, dass
PC-LC-Biotin-FAM erfolgreich an der mit Streptavidin beschichteten Objekttrageroberflache immobilisiert wur-
de. Es wurde dann die Photospaltbarkeit des 2-Nitrobenzyl-Linkers mittels Bestrahlung bei 350 nm getestet.
Nach 10 Minuten Photolyse (A,, = 350 nm; ~0,5 mW/cm?) und vor jeglichem Waschen wurde das Fluoreszen-
zemissionsspektrum des gleichen Spots auf dem Objekttrager aufgenommen, welches keine Abnahme der In-
tensitat zeigte (Fig. 12, Spektrum b), was darauf hindeutete, dass der Farbstoff (FAM) wahrend des Photoly-
sevorgangs bei 350 nm nicht gebleicht wurde. Nach dem Waschen des Glasobjekttragers mit HPLC-Wasser
im Anschluss an die Photolyse zeigte das Fluoreszenzemissionsspektrum des gleichen Spots auf dem Objekt-
trager eine signifikante Abnahme der Intensitat (Fig. 12, Spektrum c), was darauf hindeutet, dass ein Grofiteil
des Fluoreszenzfarbstoffs (FAM) von dem immobilisierten Biotinrest abgespalten und durch den Waschvor-
gang entfernt worden war. Dieses Experiment zeigt, dass die Abspaltung des Fluoreszenzfarbstoffs mit hoher
Effizienz durch die Verwendung des photospaltbaren 2-Nitrobenzyl-Linkers erreicht werden kann.

4. Bewertung der Sequenzierung durch Synthese unter Verwendung der Nukleotidanaloga ; zo-A-rarsiofs

3‘—RO_C_Farbstoff2’ 3'—RO_G_Farbstoﬂ3’ 3'-R0'T'Farbstoff4

[0100] Wurden die Schritte und Bedingungen in Abschnitt 3 erst einmal optimiert, so kann zur weiteren Un-
tersuchung des Systems mit der Synthese der Nukleotidanaloga ; ro-A-rawsiofits 3-rRo~CrFabstofizr 3-ro~O-Farbstofts»
sro- I Famstora TOrtgefahren werden. Das 3'-OH liegt hier geschutzt in allen vier Nukleotidanaloga vor, welche
dann mit der DNA-Polymerase zusammengemischt und zur Bewertung des Sequenzierungssystems unter
Verwendung des Schemas in Fig.9 verwendet werden kénnen. Die MOM-(-CH,OCH,) oder Al-
lyl-(-CH,CH=CH,) Gruppe wird unter Verwendung wohl etablierter Syntheseverfahren verwendet, um die
3'-OH-Gruppe zu schitzen (Fig. 13) (Fuji et al., 1975; Metzker et al., 1994). Diese Gruppen koénnen, wie in
Eig. 14 gezeigt, mit hoher Ausbeute chemisch entfernt werden (Ireland et al., 1986; Kamal et al., 1999). Die
chemische Abspaltung der MOM- und Allyl-Gruppen ist relativ schonend und spezifisch, um den DNA-Temp-
late-Rest nicht abzubauen. So dauert z. B. die Abspaltung der Allylgruppe 3 Minuten bei einer Ausbeute von
mehr als 93% (Kamal et al., 1999), wahrend von der MOM-Gruppe berichtet wird, sie wirde zu annahernd
100% abgespalten werden (Ireland et al., 1986).
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5. Die Verwendung von energietransfergekoppelten Farbstoffen zur Optimierung
des Systems der Sequenzierung durch Synthese

[0101] Die spektralen Eigenschaften der fluoreszierenden Tags kdnnen durch die Verwendung von energie-
transfergekoppelten (ET) Farbstoffen optimiert werden. Es wurde gezeigt, dass der ET-Primer und die ET-Di-
desoxynukleotide ein ausgezeichnetes Set von Reagenzien fiir die Vierfarben-DNA-Sequenzierung sind, das
die Verwendung eines Lasers zur Anregung multipler Sets von fluoreszierenden Tags erméglicht (Ju et al.,
1995). Es wurde gezeigt, dass DNA-Polymerase (Thermo Sequenase und Taq FS) dazu in der Lage ist, die
mit ET-Farbstoff markierten Didesoxynukleotide effizient zu integrieren (Rosenblum et al., 1997). Diese mit
ET-Farbstoff markierten Sequenzierungsreagenzien werden inzwischen weitgehend in Grolprojekten der
DNA-Sequenzierung verwendet, so wie im Human Genom Projekt. Eine Bibliothek von mit ET-Farbstoff mar-
kierten Nukleotidanaloga kann, wie in Fig. 15 gezeigt, zur Optimierung des DNA-Sequenzierungssystems syn-
thetisiert werden. Das Set von ET-Farbstoffen (FAM-CI,FAM, FAM-CI,R6G, FAM-CI,TAM, FAM-CI,ROX) unter
Verwendung von FAM als einem Donor und Dichloro (FAM, R6G, TAM, ROX) als Akzeptoren wurde in der Li-
teratur beschrieben (Lee et al., 1997) und stellt ein Set von im Handel erhaltlichen DNA-Sequenzierungsrea-
genzien dar. Es wurde bewiesen, dass diese ET-Farbstoff-Sets eine verstarkte Fluoreszenzintensitat produzie-
ren und dass die an der 5'-Position von T und C und der 7'-Position von G und A mit diesen ET-Farbstoffen
markierten Nukleotide exzellente Substrate von DNA-Polymerase sind. Alternativ dazu kann ein ET-Farb-
stoff-Set unter Verwendung von Cyanin (Cy2) als einem Donor und CI,FAM, CI,R6G, CI,TAM oder CI,ROX als
Energieakzeptoren konstruiert werden. Da Cy2 im Vergleich zu den Rhodamin- und Fluoresceinderivaten Gber
eine hdhere molare Absorbanz verfiigt, produziert ein ET-System unter Verwendung von Cy2 als einem Donor
viel starkere Fluoreszenzsignale als das System, das FAM als einen Donor verwendet (Hung et al., 1996).
Eig. 16 zeigt ein Syntheseschema flr ein mit ET-Farbstoff markiertes Nukleotidanalogon mit Cy2 als einem Do-
nor und Cl,FAM als einem Akzeptor unter Verwendung einer dhnlichen Kopplungschemie wie die fur die Syn-
these eines Energietransfersystems unter Verwendung von FAM als Donor (Lee et al., 1997). Die Kopplung
von CI,FAM (I) mit dem Spacer 4-Aminomethylbenzoesaure (Il) ergibt Ill, welches dann in NHS-Ester IV um-
gewandelt wird. Die Kopplung von IV mit Amino-Cy2 und die anschlieRende Umwandlung der resultierenden
Verbindung in einen NHS-Ester ergibt V, welches sich anschlieRend an ein Amino-Photolinker-Nukleotid VI
koppelt und so das mit ET-Farbstoff markierte Nukleotid VII ergibt.

6. Bewertung der Sequenzierung durch Synthese unter Verwendung der Nukleotidanaloga 5 ,0-A-r.istofts

3‘—HO_C_Farbstoff2’ 3'-HO_G_Farbstoff3’ 3'-H0'T'Farbstoff4

[0102] Die Vorlaufer von vier Beispielen von Masse-Tags sind in Eig. 17 gezeigt. Bei den Vorlaufern handelt
es sich um: (a) Acetophenon; (b) 3-Fluoracetophenon; (c) 3,4-Difluoracetophenon; und (d) 3,4-Dimethoxyace-
tophenon. Bei der Nitrierung und Reduktion werden aus den vier Vorlaufern vier photoaktive Tags hergestellt
und dazu verwendet, fir die Identitat eines jeden der vier Nukleotide (A, C, G, T) zu kodieren. Fur die vier Mas-
se-Tag-Vorlaufer (a, b, ¢, d) werden saubere APCI-Massenspektren erhalten, wie in Fig. 18 gezeigt. Der Spit-
zenwert mit einem Verhaltnis von Masse zu Ladung (m/z) von 121 ist a, von 139 ist b, von 157 ist ¢ und von
181 ist d. Dieses Ergebnis zeigt, dass diese vier Masse-Tags extrem stabil sind und in einem APCI-Massen-
spektrometer ohne Nebensignaleffekte zwischen den Masse-Tags sehr hohe Auflésungsdaten liefern. In den
nachfolgend gezeigten Beispielen Ubertragt sich jedes der eindeutigen m/z-Verhaltnisse eines jeden Mas-
se-Tags auf die Identitat des Nukleotids [Tag-1 (m/z, 150) = A; Tag-2 (m/z, 168) = C; Tag-3 (m/z, 186) = G;
Tag-4 (m/z, 210) = T].

[0103] Es kénnen unterschiedliche Kombinationen von Masse-Tags und Nukleotiden verwendet werden, wie
durch das allgemeine Schema angedeutet: ;. ,,-A-1.41, 3.10"Crrag2 310" C1agas 3-r0™ -1agas WODEI Tag1, Tag2, Tag3
und Tag4 vier unterschiedliche eindeutige spaltbare Masse-Tags sind. In Fig. 19 sind vier spezifische Beispiele
von Nukleotidanaloga gezeigt. In Fig. 19 ist "R" H, wenn die 3'-OH-Gruppe nicht geschutzt ist. Wie zuvor be-
sprochen, wurde der photospaltbare 2-Nitrobenzylrest dazu verwendet, Biotin zur effizienten Entfernung mit-
tels Bestrahlung durch UV-Licht (~350 nm) an DNA und Protein zu knipfen (Olejnik et al., 1995, 1999). Es wer-
den vier verschiedene 2-Nitrobenzylgruppen mit unterschiedlichem Molekulargewicht als Masse-Tags verwen-
det, um die wie in Fig. 19 gezeigten mit Masse-Tags markierten Nukleotide zu bilden: 2-Nitro-a-methyl-Benzyl
(Tag-1) kodiert fur A; 2-Nitro-a-Methyl-3-Fluorbenzyl (Tag-2) kodiert fiir C; 2-Nitro-a-methyl-3,4-Difluorbenzyl
(Tag-3) kodiert fur G; 2-Nitro-a-Methyl-3,4-Dimethoxybenzyl (Tag-4) kodiert fir T.

[0104] Als ein reprasentatives Beispiel ist die Synthese des NHS-Esters eines Masse-Tags (Tag-3) in Fig. 20

gezeigt. Es wird ein ahnliches Schema verwendet, um die anderen Masse-Tags zu konstruieren. Die Synthese
von 5.4,0-G-r,qs Unter Verwendung wohl etablierter Verfahren (Prober et al, 1987; Lee et al., 1992 und Hobbs et
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al., 1991)istin Fig. 21 gezeigt. Es wird zunachst 7-Propargylamino-dGTP prapariert, indem man 7-I-dGTP mit
N-Trifluoracetylpropargylamin reagiert, welches dann mit dem NHS-Tag-3 gekoppelt wird, um ; ,5-G-r,3 Zur
produzieren. Bei den Nukleotidanaloga mit einem freien 3'-OH handelt es sich um gute Substrate fir die Poly-
merase.

[0105] Der Ansatz der Sequenzierung durch Synthese kann mit Masse-Tags unter Verwendung eines Sche-
mas getestet werden, das dem in Fig. 9 gezeigten Schema flir Farbstoffe ahnlich ist. Es wird ein DNA-Temp-
late, welches einen Abschnitt der Nukleotidsequenz enthalt, die nach der Primingstelle keine sich wiederho-
lenden Sequenzen aufweist, synthetisiert und in einem Glaskanal immobilisiert. Es werden ;. ,o-A-r,;; und
DNA-Polymerase zu dem selbstgeprimten DNA-Rest hinzugegeben, um den Einbau des Nukleotids in die
3'-Stelle der DNA zu gestatten. Es wird dann den Schritten aus Fig. 2B gefolgt (die chemische Abspaltung ist
hier nicht erforderlich, da das 3'-OH frei ist), um den Masse-Tag aus Tag-1 (m/z = 150) zu detektieren. Als
nachstes wird ;.,,,-C-r,4, hinzugegeben und nach der Abspaltung von Tag-2 (m/z = 168) wird das resultierende
Massenspektrum gemessen. Als nachstes werden wiederum ;. ,o-G-r,55 Und 5,40~ T-1,4, hinzugegeben und es
werden die Massenspektren der Abspaltungsprodukte Tag-3 (m/z = 186) und Tag-4 (m/z = 210) gemessen.
Beispiele fir die erwarteten Photospaltungsprodukte sind in Fig. 22 gezeigt. Der Photospaltungsmechanismus
ist der gleiche, wie zuvor fir den Fall beschrieben, in dem es sich bei den eindeutigen Markierungen um Farb-
stoffe handelt. Die Lichtabsorption (300-360 nm) durch den aromatischen 2-Nitrobenzylrest bewirkt die Reduk-
tion der 2-Nitrogruppe zu einer Nitrosogruppe und eine Insertion von Sauerstoff in die Kohlenwasserstoffver-
bindung, die sich an der 2-Position befindet, gefolgt von der Abspaltung und Decarboxylierung (Pillai, 1980).

[0106] Die Synthese der Nukleotidanaloga 5 qo-A-ra1: 3-r0"Crag2s 3-r0™CTagas 3-r0™ I-Taga K@NN ZUr weiteren Un-
tersuchung des Systems fortgefiihrt werden wie zuvor fiir den Fall besprochen, in dem es sich bei den eindeu-
tigen Markierungen um Farbstoffe handelt. Hier ist das 3'-OH geschditzt in allen vier Nukleotidanaloga, welche
dann mit DNA-Polymerase vermischt und zur Bewertung des Sequenzierungssystems unter Verwendung ei-
nes Schemas, das dem Schema aus Eig. 9 dhnlich ist, verwendet werden kdnnen. Die MOM-(-CH,OCH,) oder
die Allyl-(-CH,CH=CH,)-Gruppe wird verwendet, um die 3'-OH-Gruppe unter Verwendung wohl etablierter Syn-
theseverfahren zu schitzen (Fig. 13) (Fuji et al, 1975; Metzker et al., 1994). Diese Gruppen kénnen mit hoher
Ausbeute chemisch entfernt werden, wie in Eig. 14 gezeigt (Ireland et al., 1986; Kamal et al., 1999). Die che-
mische Abspaltung der MOM- und Allylgruppen ist relativ schonend und spezifisch, um den DNA-Templaterest
nicht abzubauen.

7. Bewertung des kompletten Systems der Sequenzierung durch Synthese mittels der Sequenzierung von
p53-Genen

[0107] Das Tumorsuppressorgen p53 kann als Modellsystem zur Bewertung des DNA-Sequenzierungssys-
tems verwendet werden. Das p53-Gen ist eines der am haufigsten mutierten Gene bei Krebs im Menschen
(O'Connor et al., 1997). Es wird zunachst ein Basenpaar-DNA-Template (nachfolgend gezeigt) synthetisiert,
das am 5'-Ende eine Azidogruppe sowie einen Abschnitt der Sequenzen aus Exon 7 und Exon 8 des p53-Gens
enthalt:

5-N,-TTCCTGCATGGGCGGCATGAACCCGAGGCCCATCCTCACCATCATCAC
ACTGGAAGACTCCAGTGGTAATCTACTGGGACGGAACAGCTTTGAGGTGCA

TT-3' (SEQ ID NR: 2).

[0108] Dieses Template wird ausgewahlt, um die Verwendung des Sequenzierungssystems zur Detektion von
geclusterten Hot-Spot-Single-Basenmutationen zu erforschen. Die potentiell mutierten Basen sind in dem syn-
thetischen Template unterstrichen (A, G, C und T). Das synthetische Template wird auf einem Sequenzierung-
schip oder in Glaskanalen immobilisiert, dann wird der Schleifenprimer wie in Fig. 6 beschrieben an das im-
mobilisierte Template ligiert und nachfolgend werden die Schritte aus Fig. 2 befolgt, um die Sequenzierung zu
bewerten. Es kédnnen mittels PCR erzeugte DNA-Templates zur weiteren Validierung des DNA-Sequenzie-
rungssystems verwendet werden. Die Sequenzierungstemplates kdnnen mittels PCR unter Verwendung von
flankierenden Primern (eines der Paare ist am 5'-Ende mit einer Azidogruppe markiert) in der Intronregion, die
an jeder p53-Exon-Grenze gelegen ist, aus einem Pool genomischer DNA (Boehringer, Indianapolis, IN, USA)
wie von Fu et al., (1998) beschrieben erzeugt und dann zur Bewertung der Sequenzierung auf dem DNA-Chip
immobilisiert werden
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<211» 11

<212> DNA

<213> Klinstliche Seguenz

<220»
<223> Beschreibung der kiinstlichen 'Sequenz: Template

<400> 1
acgtacgacyg t 11

<210> 2

<2113 101

%212> DNA

<213> Kiingtliche Sequenz

<2203
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: ‘Template

<400> 2
ttectgeatyg ggcggeatga acccgaggee catectcace atcatcacac tggaagactc 60
cagtggtaat ctactgggat ggaacagett tgaggtgcat. t 101

Patentanspriiche

1. Verfahren zum Sequenzieren einer Nukleinsaure durch sequentielles Bestimmen der Identitat von Nuk-
leotidanaloga nachdem die Nukleotidanaloga in einen wachsenden Strang von DNA eingebaut sind, in einer
Polymerasereaktion, die die folgenden Schritte umfasst:

(i) Anheften eines 5' Endes der Nukleinsaure an eine feste Oberflache;

(ii) Anheften eines Primers an die an die feste Oberflache angeheftete Nukleinsaure;

(iii) Zugeben einer Polymerase und eines oder mehrerer verschiedener Nukleotidanaloga zu der Nukleinsaure
um dadurch ein Nukleotidanalogon in den wachsenden Strang von DNA einzubauen, wobei das eingebaute
Nukleotidanalogon die Polymerasereaktion beendet, und wobei jedes verschiedene Nukleotidanalogon um-
fasst (a) eine Base ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Adenin, Guanin, Cytosin, Thymin, und Uracil,
und ihrer Analoga; (b) eine eindeutige Markierung anheftet Gber einen spaltbaren Linker an die Base oder an
ein Analogon der Base; (c) eine Desoxyribose; und (d) eine spaltbare chemische Gruppe um eine -OH-Gruppe
an einer 3'-Position der Desoxyribose zu schitzen, wobei die spaltbare chemische Gruppe -CH,OCH, oder
-CH,CH=CH, ist;

25/59



DE 601 27 162 T2 2008.04.24

(iv) Waschen der festen Oberflache, um nicht-eingebaute Nukleotidanaloga zu entfernen;

(v) Bestimmen der Identitat der eindeutigen Markierung, angehangt an das Nukleotidanalogon, das in den
wachsenden Strang von DNA eingebaut worden ist, um dadurch das eingebaute Nukleotidanalogon zu iden-
tifizieren;

(vi) Zugeben einer oder mehrere chemischer Verbindungen, um dauerhaft jede nicht-reagierte -OH-Gruppe auf
dem Primer, angehangt an die Nukleinsaure oder auf einem Primer-Extension-Strang, gebildet durch Zugabe
eines oder mehrerer Nukleotide oder Nukleotidanaloga zu dem Primer zu schiitzen;

(vii) Spalten des spaltbaren Linkers zwischen dem Nukleotidanalogon, das in den wachsenden Strang von
DNA eingebaut worden ist, und der eindeutigen Markierung;

(viii) Spalten der spaltbaren chemischen Gruppe, die die -OH-Gruppe an der 3'-Position der Desoxyribose
schutzt, um die -OH-Gruppe zu entschitzen, und Waschen der festen Oberflache um gespaltene Verbindun-
gen zu entfernen; und

(ix) Wiederholen der Schritte (iii) bis (viii), um fir jede Wiederholung, die Identitat des neu eingebauten Nukle-
otidanalogons in den wachsenden Strang von DNA zu bestimmen;

wobei in dem Fall, dass es sich bei der eindeutigen Markierung um einen Farbstoff handelt, die Reihenfolge
der Schritte (v) bis einschlieBlich (vii) folgendermalen lautet: (v), (vi) und (vii); und

wobei in dem Fall, dass es sich bei der eindeutigen Markierung um einen Masse-Tag handelt, die Reihenfolge
der Schritte (v) bis einschlieBlich (vii) folgendermalen lautet: (vi), (vii) und (v).

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die feste Oberflache Glas, Silikon oder Gold ist.

3. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die feste Oberflache ein Magnetkugelchen, ein Chip, ein Kanal in ei-
nem Chip oder ein pordser Kanal in einem Chip ist.

4. Verfahren nach Anspruch 1, wobei der Schritt des Anheftens der Nukleinsaure an die feste Oberflache
umfasst:
(i) Beschichten der festen Oberflache mit einem Phosphinrest,
(ii) Anheften einer Azidogruppe an das 5'-Ende der Nukleinsaure, und
(iii) Immobilisieren des 5'-Endes der Nukleinsaure auf der festen Oberflache durch Wechselwirkung zwischen
dem Phosphinrest auf der festen Oberflache und der Azidogruppe am 5'-Ende der Nukleinsaure.

5. Verfahren nach Anspruch 4, wobei der Schritt des Beschichtens der festen Oberflache mit dem Phos-
phinrest umfasst:
(i) Beschichten der Oberflache mit einem priméaren Amin, und
(ii) Kovalentes Binden eines N-Hydroxysuccinimidylesters von Triarylphosphin mit dem primaren Amin.

6. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Nukleinsaure, die an die feste Oberflache angeheftet wird, eine
einzelstrangige DNA ist.

7. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Nukleinsaure, die in Schritt (i) an die feste Oberflache angeheftet
wird, eine doppelstrangige DNA ist, wobei nur ein Strang direkt an die feste Oberflache angeheftet wird, und
wobei der Strang, der nicht direkt an die feste Oberflache angeheftet wird, vor dem Ubergang zu Schritt (ii)
durch Denaturieren entfernt wird.

8. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Nukleinsaure, die an die feste Oberflache angeheftet wird, eine
RNA ist, und die Polymerase in Schritt (iii) reverse Transkriptase ist.

9. Verfahren nach Anspruch 1, wobei der Primer an ein 3'-Ende der Nukleinsaure in Schritt (ii) angeheftet
wird, und wobei der angeheftete Primer eine stabile Schleife und eine -OH-Gruppe an einer 3'-Position einer
Desoxyribose umfasst, fahig zum Selbstprimen in der Polymerasereaktion.

10. Verfahren nach Anspruch 1, wobei der Schritt des Anheftens des Primers an die Nukleinsaure Hybri-
disieren des Primers an die Nukleinsaure oder Ligieren des Primers an die Nukleinsdure umfasst.

11. Verfahren nach Anspruch 1, wobei eines oder mehrere von vier verschiedenen Nukleotidanaloga in
Schritt (iii) zugegeben wird, wobei jedes verschiedene Nukleotidanalogon eine verschiedene Base umfasst,
ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Thymin oder Uracil oder einem Analogon von Thymin oder Uracil,
Adenin oder einem Analogon von Adenin, Cytosin oder einem Analogon von Cytosin, und Guanin oder einem
Analogon von Guanin, und wobei jedes der vier verschiedenen Nukleotidanaloga eine eindeutige Markierung
umfasst.
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12. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die spaltbare chemische Gruppe, die die -OH-Gruppe an der 3'-Po-
sition der Desoxyribose in dem Nukleotidanalogon schutzt -CH,CH=CH, ist.

13. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die eindeutige Markierung, die an das Nukleotidanalogon angehef-
tet ist, ein fluoreszierender Rest oder ein fluoreszierender Halbleiterkristall ist.

14. Verfahren nach Anspruch 13, wobei der fluoreszierende Rest ausgewahlt ist aus der Gruppe beste-
hend aus 5-Carboxyfluorescein, 6-Carboxyrhodamin-6G, N,N,N',N'-Tetramethyl-6-carboxyrhodamin, und
6-Carboxy-X-rhodamin.

15. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die eindeutige Markierung, die an das Nukleotidanalogon angehef-
tet ist, ein Fluoreszenzenergietransfer-Tag ist, die einen Energietransferdonor und einen Energietransferak-
zeptor umfasst.

16. Verfahren nach Anspruch 15, wobei der Energietransferdonor 5-Carboxyfluorescein oder Cyanin ist,
und wobei der Energietransferakzeptor ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus Dichlorcarboxyfluores-
cein, Dichlor-6-carboxyrhodamin-6G, Dichlor-N,N,N',N'-tetramethyl-6-carboxyrhodamin, und Dichlor-6-carbo-
xy-X-rhodamin.

17. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die eindeutige Markierung, die an das Nukleotidanalogon angehef-
tet ist, ein Masse-Tag ist, die Uber ein Massenspektrometer detektiert und unterschieden werden kann.

18. Verfahren nach Anspruch 17, wobei das Masse-Tag ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus ei-
ner 2-Nitro-a-methyl-benzyl-Gruppe, einer 2-Nitro-a-methyl-3-fluorbenzyl-Gruppe, einer 2-Nitro-a-me-
thyl-3,4-difluorbenzyl-Gruppe, und einer 2-Nitro-a-methyl-3,4-dimethoxybenzyl-Gruppe.

19. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die eindeutige Markierung Uber einen spaltbaren Linker an eine
5-Position von Cytosin oder Thymin oder an eine 7-Position von Deazaadenin oder Deazaguanin angeheftet
ist.

20. Verfahren nach Anspruch 1, wobei der spaltbare Linker zwischen der eindeutigen Markierung und dem
Nukleotidanalogon gespaltet wird durch ein Mittel ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus einem oder meh-
reren physikalischen Mitteln, einem chemischen Mittel, einem physikalisch-chemischen Mittel, Hitze und Licht.

21. Verfahren nach Anspruch 20, wobei der spaltbare Linker ein photospaltbarer Linker ist, der einen 2-Ni-
trobenzylrest umfasst.

22. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die spaltbare chemische Gruppe, verwendet um die -OH-Gruppe
an der 3'-Position der Desoxyribose zu schitzen, gespaltet wird durch ein Mittel ausgewahlt aus der Gruppe
bestehend aus einem oder mehreren physikalischen Mitteln, einem chemischen Mittel, eines physikalisch-che-
mischen Mittel, Hitze und Licht.

23. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die in Schritt (vi) zugegebenen chemischen Verbindungen zum per-
manenten Schiitzen jeder nicht-reagierten -OH-Gruppe auf dem Primer, angeheftet an die Nukleinsdure oder
auf dem Primer-Extensionstrang, eine Polymerase und ein oder mehrere verschiedene Didesoxynukleotide
oder Analoga von Didesoxynukleotiden sind.

24. Verfahren nach Anspruch 23, wobei die verschiedenen Didesoxynukleotide ausgewahlt sind aus der
Gruppe bestehend aus 2',3'-Didesoxyadenosin-5'-triphosphat, 2',3'-Didesoxyguanosin-5'-triphosphat, 2',3'-Di-
desoxycytidin-5'-triphosphat, 2',3'-Didesoxythymidin-5'-triphosphat, 2',3'-Didesoxyuridin-5'-triphosphat, und
ihre Analoga.

25. Verfahren nach Anspruch 1, wobei eine Polymerase und ein oder mehrere von vier verschiedenen Di-
desoxynukleotiden in Schritt (vi) zugegeben werden, und wobei jedes verschiedene Didesoxynukleotid ausge-
wahlt ist aus der Gruppe bestehend aus 2',3'-Didesoxyadenosin-5'-triphosphat oder einem Analogon von
2',3'-Didesoxyadenosin-5'-triphosphat; 2',3'-Didesoxyguanosin-5'-triphosphat oder einem Analogon von
2',3'-Didesoxyguanosin-5'-triphosphat; 2',3'-Didesoxycytidin-5'-triphosphat oder einem Analogon von 2',3'-Di-
desoxycytidin-5'-triphosphat; und 2',3'-Didesoxythymidin-5'-triphosphat oder 2',3'-Didesoxyuridin-5'-triphos-
phat oder einem Analogon von 2',3'-Didesoxythymidin-5'-triphosphat oder einem Analogon von 2',3'-Didesoxy-
uridin-5'-triphosphat.
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26. Verfahren nach Anspruch 17, wobei das Masse-Tag detektiert wird unter Verwendung eines parallelen
Massenspektrometriesystems, das eine Vielzahl von Atmospheric Pressure Chemical lonization—-Massen-
spektrometern umfasst zur parallelen Analyse einer Vielzahl von Proben, die Masse-Tags umfassen.

27. Ein Verfahren zum gleichzeitigen Sequenzieren einer Vielzahl von verschiedenen Nukleinsduren, wel-
ches das gleichzeitige Anwenden des Verfahrens nach Anspruch 1 auf die Vielzahl von verschiedenen Nukle-
insduren umfasst.

28. Verwendung des Verfahrens nach Anspruch 1 oder 27 zum Nachweis von Einzelnukleotidpolymorphis-
men, genetische Mutationsanalyse, serielle Analyse von Genexpression, Genexpressionsanalyse, ldentifikati-
on in der Forensik, Assoziationsstudien genetischer Krankheiten, DNA-Sequenzierung, genomische Sequen-
zierung, Translationsanalyse oder Transkriptionsanalyse.

29. Ein Verfahren zum Anheften einer Nukleinsdure an eine feste Oberflache, welches umfasst:
(i) Beschichten der festen Oberflache mit einem Phosphinrest,
(ii) Anheften einer Azidogruppe an ein 5'-Ende der Nukleinsaure, und
(iii) Immobilisieren des 5'-Endes der Nukleinsaure auf der festen Oberflache durch Wechselwirkung zwischen
dem Phosphinrest auf der festen Oberflache und der Azidogruppe am 5'-Ende der Nukleinsaure.

30. Verfahren nach Anspruch 29, wobei der Schritt des Beschichtens der festen Oberflache mit dem Phos-
phinrest umfasst:
(i) Beschichten der Oberflache mit einem primaren Amin, und
(ii) Kovalentes Binden eines N-Hydroxysuccinimidylesters von Triarylphosphin mit dem primaren Amin.

31. Verfahren nach Anspruch 29, wobei die feste Oberflache Glas, Silikon oder Gold ist.

32. Verfahren nach Anspruch 29, wobei die feste Oberflache ein Magnetktigelchen, ein Chip, ein Kanal in
einem Chip oder ein pordser Kanal in einem Chip ist.

33. Verfahren nach Anspruch 29, wobei die Nukleinsaure, die an die feste Oberflache angeheftet wird, eine
einzelstrangige DNA, eine doppelstrangige DNA oder eine RNA ist.

34. Verfahren nach Anspruch 33, wobei die Nukleinsaure eine doppelstrangige DNA ist und nur ein Strang
an die feste Oberflache angeheftet ist.

35. Verfahren nach Anspruch 34, wobei der Strang der doppelstrangigen DNA, der nicht an die feste Ober-
flache angeheftet ist, durch Denaturieren entfernt wird.

36. Verwendung des Verfahrens nach Anspruch 29 zum Anheften einer Nukleinsaure an eine feste Ober-
flache fur Genexpressionsanalyse, Microarray-basierte Genexpressionsanalyse, Mutationsnachweis, Transla-
tionsanalyse, oder Transkriptionsanalyse dieser Nukleinsaure.

37. Ein Nukleotidanalogon welches umfasst:
(a) eine Base ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Adenin oder einem Analogon von Adenin, Cytosin
oder einem Analogon von Cytosin, Guanin oder einem Analogon von Guanin, Thymin oder einem Analogon
von Thymin, und Uracil oder einem Analogon von Uracil;
(b) eine eindeutige Markierung angeheftet tiber einen spaltbaren Linker an die Base oder an ein Analogon der
Base;
(c) eine Desoxyribose; und
(d) eine spaltbare chemische Gruppe, um eine -OH-Gruppe an einer 3'-Position der Desoxyribose zu schitzen,
wobei die spaltbare chemische Gruppe -CH,0CH, oder -CH,CH=CH, ist.

38. Nukleotidanalogon nach Anspruch 37, wobei die spaltbare chemische Gruppe, welche die -OH-Gruppe
an der 3'-Position der Desoxyribose in dem Nukleotidanalogon schiitzt -CH,CH=CH, ist.

39. Nukleotidanalogon nach Anspruch 37, wobei die eindeutige Markierung ein fluoreszierender Rest oder
ein fluoreszierender Halbleiterkristall ist.

40. Nukleotidanalogon nach Anspruch 39, wobei der fluoreszierende Rest ausgewahlt ist aus der Gruppe
bestehend aus 5-Carboxyfluorescein, 6-Carboxyrhodamin-6G, N,N,N',N'-Tetramethyl-6-carboxyrhodamin,
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und 6-Carboxy-X-rhodamin.

41. Nukleotidanalogon nach Anspruch 37, wobei die eindeutige Markierung ein Fluoreszenzenergietrans-
fer-Tag ist, die einen Energietransferdonor und einen Energietransferakzeptor umfasst.

42. Nukleotidanalogon nach Anspruch 41, wobei der Energietransferdonor 5-Carboxyfluorescein oder Cy-
anin ist, und wobei der Energietransferakzeptor ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus Dichlorcarbo-
xyfluorescein, Dichlor-6-carboxyrhodamin-6G, Dichlor-N,N,N',N'-tetramethyl-6-carboxyrhodamin, und Di-
chlor-6-carboxy-X-rhodamin.

43. Nukleotidanalogon nach Anspruch 37, wobei die eindeutige Markierung ein Masse-Tag ist, das durch
ein Massenspektrometer detektiert und unterschieden werden kann.

44. Nukleotidanalogon nach Anspruch 43, wobei das Masse-Tag ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend
aus einer 2-Nitro-a-methyl-benzyl-Gruppe, einer 2-Nitro-a-methyl-3-fluorbenzyl-Gruppe, einer 2-Nitro-a-me-
thyl-3,4-difluorbenzyl-Gruppe, und einer 2-Nitro-a-methyl-3,4-dimethoxybenzyl-Gruppe.

45. Nukleotidanalogon nach Anspruch 37, wobei die eindeutige Markierung Uber einen spaltbaren Linker
an eine 5-Position von Cytosin oder Thymin oder an eine 7-Position von Deazaadenin oder Deazaguanin an-
geheftet ist.

46. Nukleotidanalogon nach Anspruch 37, wobei der Linker zwischen der eindeutigen Markierung und dem
Nukleotidanalogon spaltbar ist durch ein Mittel ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus einem oder mehre-
ren physikalischen Mitteln, einem chemischen Mittel, einem physikalisch-chemischen Mittel, Hitze und Licht.

47. Nukleotidanalogon nach Anspruch 46, wobei der spaltbare Linker ein photospaltbarer Linker ist, der
einen 2-Nitrobenzylrest umfasst.

48. Nukleotidanalogon nach Anspruch 37, wobei die spaltbare chemische Gruppe, verwendet um die
-OH-Gruppe an der 3'-Position der Desoxyribose zu schutzen, spaltbar ist durch ein Mittel ausgewahlt aus der
Gruppe bestehend aus einem oder mehreren physikalischen Mitteln, einem chemischen Mittel, einem physi-
kalisch-chemischen Mittel, Hitze und Licht.

49. Nukleotidanalgon nach Anspruch 37, wobei das Nukleotidanalogon ausgwahlt ist aus der Gruppe be-
stehend aus:

29/59



DE 601 27 162 T2 2008.04.24

i
E oﬂ _g Farbstoff,
i ’

Wiy
o o © © mﬂ‘ Farbstoff,
o
& o &
oR

" R
g-o-g-o- “z"'l. Farbstoff, + und
V= )
e o o
OoR
g D O}' o'éﬂh
‘0'3'06. -':"0“5"0 Farbstoff,
o o | ;

wobei Farbstoff,, Farbstoff,, Farbstoff, und Farbstoff, vier verschiedene Farbstoffmarkierungen sind; und
wobei R -CH,O0CHj, oder -CH,CH=CH, ist.

50. Nukleotidanalogon nach Anspruch 49, wobei das Nukleotidanalogon ausgewahlt ist aus der Gruppe
bestehend aus:
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0~ .
o o
und

& o O
OR
wobei R -CH,0OCH, oder -CH,CH=CH, ist.

51. Nukleotidanalogon nach Anspruch 37, wobei das Nukleotidanalogon ausgewahlt ist aus der Gruppe
bestehend aus:
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wobei Tag,, Tag,, Tag,, und Tag, vier verschiedene Masse-Tag-Markierungen sind; und
wobei R -CH,0OCH, oder -CH,CH=CH, ist.

52. Nukleotidanalogon nach Anspruch 51, wobei das Nukleotidanalogon ausgewahlt ist aus der Gruppe
bestehend aus:
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wobei R -CH,0CH, oder -CH,CH=CH, ist.

53. Verwendung des Nukleotidanalogons nach Anspruch 36 zum Nachweis von Einzelnukleotidpolymor-
phismen, zur genetischen Mutationsanalyse, serielle Analyse von Genexpression, Genexpressionsanalyse,

Identifizierung in der Forensik, Assoziationsstudien genetischer Krankheiten, DNA-Sequenzierung, genomi-
sche Sequenzierung, Translationsanalyse oder Transkriptionsanalyse.

Es folgen 26 Blatt Zeichnungen
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