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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft das Gebiet der Technologie rekombinanter DNA. Insbesondere be-
trifft die Erfindung ein Ligase/Polymerase-vermitteltes Verfahren zur Bestimmung der Identitat eines Nucleo-
tids, das an einer bestimmten Stelle vorliegt, wie z. B. einer polymorphen Einzelnucleotidstelle, im Genom ei-
nes Tieres. Die Erfindung betrifft ferner die Verwendung solcher Bestimmungen zur Analyse der Identitat, der
Vorfahren oder der genetischen Merkmale.

I. Die Bestimmung des Nucleotids, das an einer polymorphen Stelle vorliegt

[0002] Die Genome von Viren, Bakterien, Pflanzen und Tieren unterliegen im Verlauf ihrer fortgesetzten Evo-
lution natlrlicherweise spontanen Mutationen (J. F. Gusella, Ann. Rev. Biochem. 55, 831-854 (1986)). Da sol-
che Mutationen nicht sofort durch alle Mitglieder einer Art Gbertragen werden, erzeugt der Evolutionsvorgang
polymorphe Allele, die in den Populationen der Art koexistieren. In manchen Fallen befindet sich eine solche
Koexistenz in einem stabilen oder quasi-stabilen Gleichgewicht. In anderen Fallen verleiht die Mutation der Art
einen Uberlebens- oder Evolutionsvorteil und sie kann schlieRlich (d. h. im Zeitrahmen der Evolution) in die
DNA jedes Mitglieds dieser Art eingebaut werden.

[0003] Es wurden verschiedene Polymorphismusklassen identifiziert. Polymorphismen des variablen Nucle-
otidtyps (,VNTR's") ergeben sich z. B. aus spontanen Tandemwiederholungen von wiederholten Di- oder Tri-
nucleotidmotiven von Nucleotiden (J. L. Weber, US-PS 5,075,217; J. A. L. Armour et al.,, FEBS Lett. 307,
113-115 (1992); L. Jones et al., Eur. J. Haematol. 39, 144-147 (1987), G. T. Hom et al., PCT-Anmeldung
WQ091/14003; A. J. Jeffreys, Europaische Patentanmeldung 370 719; A. J. Jeffreys, US-PS 5,175,082); A. J.
Jeffreys et al., Amer. J. Hum. Genet. 39, 11-24 (1986); A. J. Jeffreys et al., Nature 316, 76-79 (1985); I. C. Gray
et al., Proc. R. Acad. Soc. Lond. 243, 241-253 (1991); S. S. Moore et al., Genomics 10, 654-660 (1991); A. J.
Jeffreys et al., Anim. Genet. 18, 1-15 (1987); J. Hillel et al., Anim. Genet. 20, 145-155 (1989); J. Hillel et al.,
Genet. 124, 783-789 (1990)). Wenn eine solche Variation die Langen der Fragmente verandert, die durch eine
Spaltung mittels Restriktionsendnuklease erzeugt werden, dann werden die Variationen als Restriktionsfrag-
mentlangenpolymorphismen (,RFLP's") bezeichnet. RFLP's wurden weit verbreitet bei Analysen der mensch-
lichen Genetik und bei tiergenetischen Analysen verwendet (J. Glassberg, GB-Patentanmeldung 2 135 774;
M. H. Skolnick et al., Cytogen. Cell Genet. 32, 58-67 (1982); D. Botstein et al., Ann. J. Hum. Genet. 32,
314-331 (1980); S. G. Fischer et al. (PCT-Anmeldung WQO90/13668); M. Uhlen, PCT-Anmeldung
WO090/11369)).

[0004] Die meisten Polymorphismen stammen vom Ersetzen lediglich eines einzelnen Nucleotids der ur-
springlich vorhandenen Gensequenz. In seltenen Fallen kann eine solche Substitution eine bestimmte Rest-
riktionsstelle erzeugen oder zerstéren und folglich einen RFLP-Polymorphismus umfassen. In vielen Fallen
kann jedoch die Substitution eines Nucleotids in solchen Einzelnucleotidpolymorphismen nicht durch Restrik-
tionsfragmentanalyse bestimmt werden. In manchen Fallen umfassen solche Polymorphismen Mutationen, die
bei einer genetischen Erkrankung die bestimmenden Charakteristika sind. Tatsachlich kénnen solche Mutati-
onen ein einzelnes Nucleotid in einem Protein-kodierenden Gen in einer Weise beeinflussen, dass die Krank-
heit verursacht wird (d. h. Hdmophilie, Sichelzellenanamie, usw.). Trotz der zentralen Bedeutung solcher Po-
lymorphismen in der modernen Genetik wurden nur wenige Verfahren entwickelt, die einen gleichzeitigen Ver-
gleich der Allele von zwei Individuen bei vielen derartigen Polymorphismen parallel ermdglichen.

II. Die Merkmale der Einzelnucleotidpolymorphismen der vorliegenden Erfindung und die Vorteile ihrer Verwen-
dung in der genetischen Analyse

[0005] Ein ,Polymorphismus" ist eine Variation in der DNA-Sequenz einiger Mitglieder einer Art. Ein Polymor-
phismus wird deshalb dahingehend als ,allelisch" bezeichnet, dass aufgrund des Polymorphismus einige Mit-
glieder einer Art die unmutierte Sequenz (d. h. das urspriingliche ,Alle)") aufweisen, wohingegen andere Mit-
glieder eine mutierte Sequenz (d. h. das variante oder mutante ,Allel") aufweisen kénnen. Im einfachsten Fall
kann nur eine mutierte Sequenz vorliegen, wobei der Polymorphismus dann diallelisch genannt wird. Im Fall
diallelischer diploider Organismen sind drei Genotypen mdglich. Sie kbnnen homozygot fir ein Allel, homozy-
got fur das andere Allel oder heterozygot sein. Im Fall diallelischer haploider Organismen kénnen sie ein Allel
oder das andere aufweisen, wobei folglich zwei Genotypen moglich sind. Diallelische Polymorphismen sind die
bevorzugten Polymorphismen der vorliegenden Erfindung. Das Auftreten alternativer Mutationen kann zu tri-
allelischen, usw., Polymorphismen flhren. Ein Allel kann durch das Nucleotid/die Nucleotide bezeichnet wer-
den, das bzw. welche die Mutation umfassen. Die vorliegende Erfindung betrifft eine spezielle Klasse alleli-
scher Polymorphismen und deren Verwendung bei der Genotypisierung einer Pflanze oder eines Tiers. Solche
allelischen Polymorphismen werden hier als ,Einzelnucleotidpolymorphismen" oder ,SNP's" bezeichnet. ,Ein-
zelnucleotidpolymorphismen" werden durch ihre charakteristischen Merkmale definiert. Ein zentrales Merkmal
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eines solchen Polymorphismus besteht darin, dass er eine polymorphe Stelle , X" enthalt, die insbesondere
durch ein einzelnes Nucleotid besetzt ist, bei dem es sich um die Stelle der Variation des Polymorphismus han-
delt (P. Goelet und M. Knapp, US-Patentanmeldung Nr. 08/145,145, die unter Bezugnahme in diese Beschrei-
bung einbezogen wird).

[0006] SNP's haben gegeniiber RFLP's und VNTR's mehrere wichtige Vorteile. Erstens sind SNP's stabiler
als andere Polymorphismusklassen. lhre Spontanmutationsrate betragt etwa 10~° (A. Kornberg, DNA Replica-
tion, W. H. Freeman & Co., San Francisco, 1980) und ist etwa 1000-mal weniger haufig als diejenige von VN-
TR's. Polymorphismen des VNTR-Typs sind in signifikanter Weise durch hohe Mutationsraten gekennzeichnet.
[0007] Zweitens treten SNP's mit einer hdheren Frequenz und mit einer hdheren Einheitlichkeit auf als RFLP's
und VNTR's. Die Charakterisierung von VNTR's und RFLP's hangt sehr stark von dem Verfahren ab, das zum
Nachweis des Polymorphismus verwendet wird. Im Gegensatz dazu kdnnen neue Polymorphismen durch Se-
quenzieren zufalliger genomischer oder cDNA-Molekiile identifiziert werden, da die SNP's aus einer Sequenz-
variation resultieren. VNTR's und RFLP's kénnen auch als Teilsatz von SNP's betrachtet werden, da eine Va-
riation in der Region eines VNTR oder RFLP zu einer Anderung einer einzelnen Base in der Region fiihren
kann. SNP's kénnen sich auch aus Deletionen, Punktmutationen und Insertionen ergeben. Jegliche Einzelba-
senveranderung, mit welcher Ursache auch immer, kann eine SNP sein. Je groRer die Frequenz von SNP's
ist, desto leichter kdnnen sie identifiziert werden als die anderen Polymorphismusklassen. Die gréRere Einheit-
lichkeit ihrer Verteilung erlaubt die Identifizierung von SNP's ,ndher" an einem interessierenden Merkmal. Der
kombinierte Effekt dieser beiden Merkmale macht die SNP's extrem wertvoll. Beispielsweise dann, wenn ein
bestimmtes Merkmal (z. B. eine Veranlagung fiir Krebs) eine Mutation an einer bestimmten Stelle wiedergibt,
dann kann ein beliebiger Polymorphismus, der mit der bestimmten Stelle verbunden ist, zur Vorhersage der
Wahrscheinlichkeit verwendet werden, dass ein Individuum dieses Merkmal zeigen wird.

[0008] SNP's kénnen durch die Verwendung eines beliebigen Verfahrens aus einer Vielzahl von Verfahren
charakterisiert werden. Solche Verfahren umfassen das direkte oder indirekte Sequenzieren der Stelle, die
Verwendung von Restriktionsenzymen, wenn die jeweiligen Allele der Stelle eine Restriktionsstelle erzeugen
oder zerstdren, die Verwendung allelspezifischer Hybridisierungssonden, die Verwendung von Antikdrpern, die
fur die Proteine spezifisch sind, die von den verschiedenen Allelen des Polymorphismus kodiert werden, oder
eine andere biochemische Interpretation. Es gibt jedoch noch keinen Test, der sowohl sehr genau als auch
leicht durchzufiihren ist.

lll. Verfahren zur Analyse polymorpher Stellen
A. DNA-Sequenzierung

[0009] Das offensichtlichste Verfahren zur Charakterisierung eines Polymorphismus umfasst das direkte
DNA-Sequenzieren der genetischen Stelle, die den Polymorphismus flankiert und umfasst. Eine derartige Ana-
lyse kann unter Verwendung entweder des ,Didesoxyvermittelten Kettenabbruchverfahrens", das auch als
~sanger-Verfahren" bekannt ist (F. Sanger et al., J. Molec. Biol. 94, 441 (1975)), oder des ,chemischen Abbau-
verfahrens" durchgefiihrt werden, das auch als ,Maxam-Gilbert-Verfahren" bekannt ist (A. M. Maxam et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 74, 560 (1977)). In Kombination mit genomischen sequenzspezifischen Amplifi-
kationstechnologien, wie z. B. der Polymerasekettenreaktion (K. Mullis et al., Cold Spring Harbor Symp. Quant.
Biol. 51, 263-273 (1986); H. Erlich et al., Europaische Patentanmeldung 50 424; Europaische Patentanmel-
dung 84 796, Europaische Patentanmeldung 258 017, Europaische Patentanmeldung 237 362; K. Mullis, Eu-
ropaische Patentanmeldung 201 184; K. Mullis et al., US-PS 4,683,202; H. Erlich, US-PS 4,582,788; und R.
Saiki et al., US-PS 4,683,194)), die zur Erleichterung der Gewinnung der gewiinschten Polynucleotide verwen-
det werden kdnnen, sind Direktsequenzierverfahren technisch anspruchsvoll, relativ teuer und weisen niedrige
Durchsétze auf. Als Folge davon bestand ein Bedarf fir Techniken, welche die wiederholte und parallele Ana-
lyse von SNP's vereinfachen.

B. Exonucleasebestandigkeit

[0010] C. R. Mundy (US-PS 4,656,127) diskutiert alternative Verfahren zur Bestimmung der Identitat eines
Nucleotids, das an einer bestimmten polymorphen Stelle vorliegt. In dem Verfahren von Mundy wird ein spezi-
alisiertes Exonuclease-bestandiges Nucleotidderivat eingesetzt. Ein Primer, der zu der allelischen Sequenz
komplementar ist, die sich unmittelbar 3' zu der polymorphen Stelle befindet, wird an ein Zielmolekul hybridi-
sieren gelassen, das von einem bestimmten Tier oder Menschen erhalten worden ist. Wenn die polymorphe
Stelle auf dem Zielmolekil ein Nucleotid enthalt, das zu dem bestimmten Exonuclease-bestandigen Nucleo-
tidderivat komplementar ist, dann wird dieses Derivat durch eine Polymerase am Ende des hybridisierten Pri-
mers eingebaut. Ein solcher Einbau macht den Primer gegentiber einer Exonuclease bestandig und erlaubt
daher dessen Nachweis. Da die Identitdt des Exonuclease-bestéandigen Derivats der Probe bekannt ist, zeigt
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die Erkenntnis, dass der Primer gegentiber Exonucleasen besténdig geworden ist, dass das Nucleotid, das in
der polymorphen Stelle des Zielmolekils vorhanden ist, zu dem in der Reaktion verwendeten Nucleotidderivat
komplementar war. Das Mundy-Verfahren hat den Vorteil, dass es keine Bestimmung grof3er Mengen an
Fremdsequenzdaten erfordert. Es weist die Nachteile auf, dass es die amplifizierten Zielsequenzen und unmo-
difizierten Primer zerstort und dass es gegenuber der Geschwindigkeit des Polymeraseeinbaus des verwen-
deten spezifischen Exonucleasebestandigen Nucleotids extrem empfindlich ist.

C. Mikrosequenzierverfahren

[0011] Kirzlich wurden verschiedene Primer-gefiihrte Nucleotideinbauverfahren zum Testen polymorpher
Stellen in DNA beschrieben (J. S. Komher et al., Nucl. Acids Res. 17, 7779-7784 (1989); B. P. Sokolov, Nucl.
Acids Res. 18, 3671 (1990); A. C. Syvanen et al., Genomics 8, 684-692 (1990); M. N. Kuppuswamy et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. (USA) 88, 1143-1147 (1991); T. R. Prezant et al., Hum. Mutat. 1, 159-164 (1992); L. Ugozzoli
etal., GATA 9, 107- 112 (1992); P. Nyren et al., Anal. Biochem. 208, 171-175 (1993)). Diese Verfahren unter-
scheiden sich von der genetischen Bit™-Analyse (,GBA™", die nachstehend ausflhrlich diskutiert wird) darin,
dass sie alle auf dem Einbau markierter Desoxynucleotide beruhen, um zwischen Basen an einer polymorphen
Stelle zu unterscheiden. In einem solchen Format kdnnen Polymorphismen, die in Durchlaufen mit dem glei-
chen Nucleotid auftreten, zu Signalen flhren, die zur Lange des Durchlaufs proportional sind, da das Signal
zur Anzahl der eingebauten Desoxynucleotide proportional ist (A.-C. Syvanen et al., Amer. J. Hum. Genet. 52,
46-59 (1993)). Ein solcher Bereich ortsspezifischer Signale kénnte im Vergleich mit der einfachen ternaren (2
.0, 1: 1 oder 0 : 2) Klasse von Signalen, die mit dem GBA™-Verfahren erzeugt werden, insbesondere fiir He-
terozygoten komplexer zu unterpretieren sein. Dartiber hinaus kann fir einige Stellen der Einbau eines fal-
schen Desoxynucleotids selbst in Gegenwart des korrekten Didesoxynucleotids stattfinden (J. S. Komher et
al., Nucl. Acids Res. 17, 7779-7784 (1989)). Solche Desoxynucleotid-Fehleinbauereignisse kénnen aufgrund
der Km der DNA-Polymerase fir das fehlgepaarte Desoxysubstrat bei manchen Sequenzzusammenhangen
mit der relativ schlechten Km selbst eines korrekt basengepaarten Didesoxysubstrats vergleichbar sein (A.
Kornberg et al, in: DNA Replication, Zweite Auflage (1992), W. H. Freeman and Company, New York; S. Tabor
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 86, 4076—4080 (1989)). Dieser Effekt wirde zu dem Hintergrundrauschen
bei der Ermittlung der polymorphen Stelle beitragen.

D. Verlangerung in Lésung unter Verwendung von ddNTP's

[0012] D. Cohen et al. (FR-PS 2,650,840; PCT-Anmeldung W091/02087) diskutieren ein Verfahren auf Lo6-
sungsbasis zur Bestimmung der Identitat des Nucleotids einer polymorphen Stelle. Wie bei dem Mundy-Ver-
fahren der US-PS 4,656,127 wird ein Primer verwendet, der zu allelischen Sequenzen unmittelbar 3' zu einer
polymorphen Stelle komplementar ist. Das Verfahren bestimmt die Identitat des Nucleotids dieser Stelle unter
Verwendung markierter Didesoxynucleotidderivate, die, wenn sie zu dem Nucleotid der polymorphen Stelle
komplementar sind, am Ende des Primers eingebaut werden.

[0013] Das Cohen-Verfahren hat den signifikanten Nachteil, dass es sich um ein Verlangerungsverfahren auf
Lésungsbasis handelt, bei dem markierte Didesoxynucleosidtriphosphate verwendet werden. Das
Ziel-DNA-Templat wird gewohnlich durch eine DNA-Amplifizierungsreaktion wie z. B. PCR hergestellt, bei dem
eine hohe Konzentration an Desoxynucleosidtriphosphaten verwendet wird, den natlrlichen Substraten der
DNA-Polymerasen. Diese Monomere werden bei der nachfolgenden Verlangerungsreaktion mit den Dideso-
xynucleosidtriphosphaten konkurrieren. Daher ist nach der PCR ein zuséatzlicher Reinigungsschritt erforderlich,
um das DNA-Templat von den nicht-eingebauten dNTP's zu trennen. Da es sich um ein Verfahren auf Lésungs-
basis handelt, sind die nicht-eingebauten dNTP's schwer zu entfernen und das Verfahren ist fir ein Testen mit
hohem Durchsatz nicht geeignet.

E. Festphasenverlangerung unter Verwendung von ddNTP's

[0014] Ein alternatives Verfahren, das als genetische Bitanalyse™ (Genetic Bit Analysis™) oder GBA™ be-
kannt ist, wurde von P. Goelet et al. beschrieben (PCT-Anmeldung 92/15712). In einer bevorzugten Ausfih-
rungsform werden in dem Verfahren von P. Goelet et al. Gemische markierter Terminatoren und ein Primer ver-
wendet, der zu der Sequenz 3' zu einer polymorphen Stelle komplementar ist. Der markierte Terminator, der
eingebaut wird, wird somit durch das Nucleotid, das in der polymorphen Stelle des zu bewertenden Zielmole-
kils vorhanden ist, bestimmt und ist zu diesem komplementar. Im Gegensatz zu dem Verfahren von Cohen et
al. (FR-PS 2,650,840; PCT-Anmeldung W091/02087) ist das Verfahren von P. Goelet et al. vorzugsweise ein
Test in heterogener Phase, in welcher der Primer oder das Zielmolekdl an einer Festphase immobilisiert ist. Es
kann deshalb einfacher durchgeflihrt werden und ist genauer als das von Cohen diskutierte Verfahren.
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F: Oligonucleotid-Ligationstest

[0015] Ein weiteres Festphasenverfahren, bei dem eine andere Enzymologie verwendet wird, ist der ,Oligo-
nucleotid-Ligationstest" (OLA) (U. Landegren et al., Science 241, 1077-1080 (1988)). Bei der OLA-Vorschrift
werden zwei Oligonucleotide verwendet, die so gestaltet sind, dass sie an angrenzende Sequenzen eines ein-
zelnen Strangs eines Ziels hybridisieren kdnnen. Eines der Oligonucleotide ist biotinyliert und das andere ist
nachweisbar markiert. Wenn die genau komplementare Sequenz in einem Zielmolekul gefunden wird, dann
werden die Oligonucleotide derart hybridisieren, dass ihre Endgruppen aneinanderstof3en, und ein Ligations-
substrat erzeugen. Die Ligation ermdglicht es dann, dass das markierte Oligonucleotid unter Verwendung von
Avidin oder eines anderen Biotinliganden gewonnen werden kann. OLA kann Punktmutationen nachweisen.
D. A. Nickerson et al. haben einen Nucleinsdurenachweistest beschrieben, der Merkmale von PCR und OLA
kombiniert (D. A. Nickerson et al, Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 87, 8923-8927 (1990)). In diesem Verfahren
wird eine PCR verwendet, um die exponentielle Amplifizierung der Ziel-DNA zu erreichen, die dann unter Ver-
wendung von OLA nachgewiesen wird. Tests wie z. B. OLA erfordern, dass jedes Kandidaten-dNTP eines Po-
lymorphismus unter Verwendung eines separaten Satzes von Oligonucleotiden fir jedes dNTP separat unter-
sucht werden kann. Der Hauptnachteil von OLA besteht darin, dass die Ligation kein stark unterscheidendes
Verfahren ist und unspezifische Signale ein signifikantes Problem sein kénnen.

G. Zusatzliche Verfahren

[0016] Die EP-A-0 246 864 stellt ein Verfahren zur Unterscheidung einer spezifischen Basensequenz von ei-
ner varianten Basensequenz bereit, welches das Hybridisieren angrenzender Segmente einer Ziel-Basense-
quenz mit einer nachweisbaren ersten Nucleotidsonde und mit einer zweiten Nucleotidsonde zur Bildung eines
Hybrids, wobei die Nucleotidsequenz der ersten und der zweiten Sonde derart ist, dass sie, wo sie mit einer
komplementaren Zielsequenz eine gespaltene Sonde bilden, anschlielRend verbunden werden kénnen, Ver-
binden jedes erhaltenen Hybrids und Nachweisen jedes erhaltenen Hybrids umfasst. Es sind auch Hybridisie-
rungssonden und Kits zur Verwendung in einem solchen Verfahren beschrieben.

[0017] Die W092/15712 stellt ein Verfahren zur Nucleinsdure-Typisierung durch Polymeraseverlangerung
von Oligonucleotiden unter Verwendung von Terminatorgemischen bereit. Die W092/15712 betrifft auch ein
Verfahren zur Bestimmung der Identitat einer Nucleotidbase an einer spezifischen Position in einer interessie-
renden Nucleinsaure, das in einem Verfahren zur Bestimmung der Gegenwart oder Abwesenheit einer be-
stimmten Nucleotidsequenz in einer Nucleinsaureprobe geeignet ist.

IV. Schlussfolgerungen

[0018] Die meisten der vorstehend beschriebenen Verfahren erfordern den Einbau eines Nucleotidderivats
am 3'-Ende eines Primermolekiils durch eine Polymerase. Es ware erwlinscht, ein selektiveres Verfahren zur
Unterscheidung von Einzelnucleotidpolymorphismen zu entwickeln. Die vorliegende Erfindung erfillt dieses
Bedurfnis durch die Bereitstellung eines Ligase/Polymerase-vermittelten Verfahrens zur Bestimmung der Iden-
titat des Nucleotids, das an einer polymorphen Stelle vorliegt. Die Zugabe einer Ligase zu dem Verfahren be-
deutet, dass zwei Ereignisse erforderlich sind, um ein Signal, eine Verlangerung und eine Ligation zu erzeu-
gen. Dies verleiht der vorliegenden Erfindung eine héhere Spezifitat und ein niedrigeres ,Rauschen" als Ver-
fahren, bei denen entweder eine Verlangerung oder eine Ligation allein verwendet wird. Anders als bei dem
Oligonucleotidligationstest wird der Unterscheidungsschritt der Verlangerung in der vorliegenden Erfindung
durch Polymerase vermittelt und Polymerasen sind bezlglich ihrer Aktivitat spezifischer als Ligasen. Anders
als die Tests auf Polymerasebasis erhdht dieses Verfahren die Spezifitdt des Polymeraseschritts dadurch,
dass dieser mit einem zweiten Hybridisierungs- und Ligationsschritt fir ein Signal kombiniert wird, das an die
Festphase gebunden werden soll.
[0019] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Ligase/Polymerase-vermitteltes Verfahren zur Bestimmung der
Identitat des Nucleotids, das an einer polymorphen Stelle eines Organismus (entweder eines Mikroorganis-
mus, einer Pflanze, eines nicht-menschlichen Tiers oder eines Menschen) vorliegt. Die Erfindung betrifft ferner
Verfahren zur Verwendung dieser Informationen bei der genetischen Analyse.
[0020] Insbesondere stellt die Erfindung ein Verfahren zur Bestimmung der Identitat eines Nucleotids bereit,
das an einer vorausgewahlten Einzelnucleotid-Langstelle in einem einzelstrangigen Ziel-Nucleinsduremolekiil
vorliegt, wobei in dem Verfahren ein Satz von Oligonucleotiden eingesetzt wird, der aus zwei Oligonucleotiden
besteht, die an das Ziel hybridisierbar sind und wobei das Verfahren die Schritte umfasst:
A) Immobilisieren eines ersten Oligonucleotids des Satzes von Oligonucleotiden, wobei das erste Oligonu-
cleotid ein Primer-Oligonucleotid oder ein Linker-Oligonucleotid ist, an einem Trager, wobei das erste Oli-
gonucleotid eine Nucleotidsequenz aufweist, die zu der einer ersten Region des Zielmolekils komplemen-
tar ist und an die erste Region des Zielmolekils derart hybridisieren kann, dass eine Endgruppe des hybri-
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disierten ersten Oligonucleotids unmittelbar an die vorausgewahlte Stelle angrenzt,

B) Inkubieren des immobilisierten ersten Oligonucleotids in Gegenwart des Zielmolekils und ferner in Ge-
genwart eines markierten oder unmarkierten zweiten Oligonucleotids des Satzes von Oligonucleotiden, wo-
bei das zweite Oligonucleotid ein Primer-Oligonucleotid ist, wenn das erste Oligonucleotid ein Linker-Oligo-
nucleotid ist, oder ein Linker-Oligonucleotid ist, wenn das erste Oligonucleotid ein Primer-Oligonucleotid ist,
wobei das zweite Oligonucleotid eine Sequenz aufweist, die zu der einer zweiten Region des Zielmolekiils
komplementar ist und an die zweite Region des Zielmolekils hybridisieren kann, wobei die erste und die
zweite Region durch die vorausgewahlte Stelle voneinander getrennt sind, wobei die Inkubation unter Be-
dingungen stattfindet, die ausreichend sind, um die Hybridisierung des ersten und des zweiten Oligonucle-
otids an das Zielmolekiil zur Bildung eines hybridisierten Produkts zu erméglichen, bei dem das erste und
das zweite Oligonucleotid durch einen Zwischenraum eines einzelnen Nucleotids voneinander getrennt
sind, wobei der Zwischenraum der vorausgewahlten Stelle gegentiberliegt,

C) weiter Inkubieren des hybridisierten Produkts in Gegenwart einer Polymerase, einer Ligase und eines
Nucleosidtriphosphatgemischs, das eine Nucleosidtriphosphatverbindung enthalt, die zu dem Nucleotid der
vorausgewahlten Stelle komplementéar ist und nachweisbar markiert ist, wenn das zweite Oligonucleotid un-
markiert ist, wobei das Gemisch aus einer Desoxynucleosidtriphosphatverbindung und drei Didesoxynuc-
leosidtriphosphatverbindungen zusammengesetzt ist, so dass ungeachtet der Identitat des Nucleotids der
vorausgewabhlten Stelle eine templatabhangige, Polymerase-vermittelte Verlangerungsreaktion stattfinden
wird, die dazu fihrt, dass eine Nucleosidtriphosphatverbindung des Nucleosidtriphosphatgemischs, die zu
dem Nucleotid der vorausgewahlten Stelle komplementar ist, unabhangig davon, ob das erste oder das
zweite Oligonucleotid das Primer-Oligonucleotid ist, an der 3'-Endgruppe eingebaut wird, wobei die Inkuba-
tion unter Bedingungen stattfindet, die ausreichend sind, so dass der templatabhangige, Polymerase-ver-
mittelte Einbau stattfindet, und dadurch der Zwischenraum zwischen den hybridisierten Oligonucleotiden
geflllt und ein AnstofRen der Oligonucleotide verursacht wird,

D) Ligierenlassen der anstofenden ersten und zweiten hybridisierten Oligonucleotide durch die Ligase,

E) weiter Inkubieren des immobilisierten ersten Oligonucleotids unter Bedingungen, die ausreichend sind,
so dass jegliches nicht-kovalent gebundene Ziel oder zweite Oligonucleotid davon getrennt wird, und

F) Bestimmen, ob das immobilisierte erste Oligonucleotid von Schritt E markiert worden ist, wobei die Ge-
genwart eines immobilisierten markierten Oligonucleotids zeigt, dass die Identitdt des Nucleotids der vor-
ausgewahlten Stelle zu dem Desoxynucleosidtriphosphat des Desoxynucleosidtriphosphatgemischs kom-
plementar ist.

[0021] Die Erfindung umfasst ferner die Ausfiihrungsformen des vorstehend genannten Verfahrens, bei de-
nen das erste und das zweite Oligonucleotid und das Zielmolekul DNA-Molekile, RNA-Molekiile, Peptidnuc-
leinsduren und andere modifizierte DNA-Molekdle sind.

[0022] Die Erfindung umfasst ferner die Ausfuhrungsformen der vorstehend genannten Verfahren, bei denen
in Schritt A die 3'-Endgruppe des ersten Oligonucleotids (des ,Linkers") an dem Trager immobilisiert ist, und
bei denen in Schritt C die Bedingungen den Einbau des Nucleosidtriphosphats an der 3'-Endgruppe des zwei-
ten hybridisierten Oligonucleotids (des ,Primers") ermdglichen, oder bei denen in Schritt A die 5-Endgruppe
des ersten Oligonucleotids an dem Trager immobilisiert ist, und bei denen in Schritt C die Bedingungen den
Einbau des Nucleosidtriphosphats an der 3'-Endgruppe des ersten hybridisierten Oligonucleotids (Primer) er-
mdglichen. Nach dem Einbau werden der Primer und die Linker-Oligonucleotide zusammenligiert und die Iden-
titat des polymorphen Nucleotids wird aus dem Signal bestimmt, das mit der Festphase zusammenhangt.
[0023] Das Nucleosidtriphosphat ist nachweisbar markiert (wie z. B. mit einem Hapten, einem Enzymmarker,
einem Fluoreszenzmarker, einem Radioisotopenmarker oder einem Chemilumineszenzmarker).

[0024] Die Erfindung betrifft auch die Ausfihrungsform der vorstehend genannten Verfahren, bei welcher das
zweite Oligonucleotid nachweisbar markiert ist, und bei welcher im Schritt F die Identitdt des Nucleotids der
vorausgewahlten Stelle durch Nachweisen des Markers des immobilisierten markierten zweiten Oligonucleo-
tids bestimmt wird.

[0025] In einer anderen Ausfiihrungsform kénnen die Schritte A bis D in Lé6sung durchgefiihrt werden und die
ligierten Oligonucleotide sind zum Nachweis an einer Festphase gebunden.

[0026] In einer anderen Ausflihrungsform kénnen die Schritte A bis D und der Nachweis der ligierten Oligo-
nucleotide in Ldsung durchgefiuhrt werden.

[0027] Die Erfindung umfasst die Verwendung der vorstehend beschriebenen Verfahren zum Analysieren ei-
nes Polymorphismus eines beliebigen diploiden Organismus, einschlieRlich eines Tiers, das aus der Gruppe
bestehend aus einem Pferd, einem Schaf, einem Rind, einem Hund, einer Katze, einer Pflanze und einem
Menschen ausgewahlt ist, sowie haploider Organismen, einschlief3lich Bakterien, Pilzen und Viren.

[0028] Fig. 1ist ein Diagramm eines Ligase-vermittelten GBA™-Verfahrens unter Verwendung eines markier-
ten dNTP's. In (1) wird ein 5'-phosphoryliertes Linkeroligonucleotid an die Oberflache eines Mikrowells gebun-
den. In (2) wird Templat-DNA an den Linker hybridisieren gelassen. In (3) hybridisiert ein Primer-Oligonucleotid
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an das immobilisierte Templat. In (4) wird in Gegenwart von DNA-Polymerase, Ligase, eines markierten
dNTP's und eines unmarkierten bzw. unmarkierter dNTP('s) ein markiertes dNTP eingebaut und der Linker und
der Primer werden ligiert. In (5) wird der Well mit Alkali gewaschen, um jegliche unligierte DNA zu entfernen.
In (6) wird die markierte Base unter Verwendung eines Enzym-konjugierten Antikorpers und eines Substrats
nachgewiesen.

[0029] Fig. 2 ist ein Diagramm eines Ligase-vermittelten GBA™-Verfahrens unter Verwendung eines markier-
ten Primers. In (1) wird ein 5'-phosphoryliertes Linker-Oligonucleotid mittels seines 3'-Endes an die Oberflache
eines Mikrowells gebunden. In (2) wird Templat-DNA an den Linker hybridisieren gelassen. In (3) wird ein bio-
tinyliertes Primer-Oligonucleotid an den immobilisierten Linker hybridisieren gelassen. In (4) wird in Gegenwart
von DNA-Polymerase, Ligase, eines markierten dNTP's und drei unmarkierte ddNTP's das dNTP eingebaut
und der Linker und der Primer werden ligiert. In (5) wird der Well mit Alkali gewaschen, um jegliche unligierte
DNA zu entfernen. In (6) wird die markierte Base unter Verwendung eines Enzym-konjugierten Antikdrpers und
eines Substrats nachgewiesen.

[0030] Fig. 3ist ein Diagramm eines Ligase-vermittelten GBA™-Verfahrens unter Verwendung eines markier-
ten Linkers. In (1) wird ein Primeroligonucleotid mittels seines 5'-Endes an die Oberflache eines Mikrowells ge-
bunden. In (2) wird Templat-DNA an den Linker hybridisieren gelassen. In (3) hybridisiert ein 5'-phosphorylier-
ter 3'-biotinylierter Linker an das immobilisierte Templat. In (4) wird in Gegenwart von DNA-Polymerase, Liga-
se, eines markierten dNTP's und drei ddNTP's das dNTP eingebaut und der Linker und der Primer werden li-
giert. In (5) wird der Well mit Alkali gewaschen, um jegliche unligierte DNA zu entfernen. In (6) wird die mar-
kierte Base unter Verwendung eines Enzym-konjugierten Antikérpers und eines Substrats nachgewiesen.
[0031] Fig. 4 ist ein Diagramm eines Ligase-vermittelten GBA™-Verfahrens in Losung. In (1) wird ein 5'-phos-
phoryliertes, 3'-fluoresceiniertes Linkeroligonucleotid mit Templat-DNA und einem Primer-Oligonucleotid inku-
biert. In (2) werden die drei DNA-Molekile in Losung hybridisieren gelassen. In (3) wird in Gegenwart von
DNA-Polymerase, Ligase, eines markierten dNTP's und eines unmarkierten bzw. unmarkierter dNTP('s) das
dNTP eingebaut und der Linker und der Primer werden ligiert. In (4) werden die ligierten Oligonucleotide an
einer Festphase gebunden und der Well wird zum Entfernen unligierter DNA gewaschen. In (5) wird die mar-
kierte Base unter Verwendung eines Enzym-konjugierten Antikérpers und eines Substrats nachgewiesen.

I. Der erfindungsgemale Ligase/Polymerase-vermittelte Test
A. Probenherstellung

[0032] Nucleinsaureproben kdnnen von einem Individuum der Art, die analysiert werden soll, entweder durch
sinvasive" oder ,nicht-invasive" Probenahmemittel erhalten werden. Ein Probenahmemittel wird als ,invasiv"
bezeichnet, wenn es die Gewinnung von Nucleinsduren von innerhalb der Haut oder von Organen eines Tiers
umfasst (einschlieRlich insbesondere einer Maus, einem Menschen, einem Schaf, einem Pferd, einem Rind,
einem Schwein, einem Hund oder einer Katze). Beispiele flur invasive Verfahren umfassen die Blutgewinnung,
die Samengewinnung, eine Nadelbiopsie, eine Pleuralaspiration, usw. Beispiele solcher Verfahren werden von
C. H.Kim et al. (J. Virol. 66, 3879-3882 (1992)); B. Biswas et al. (Annals NY Acad. Sci. 590, 582-583 (1990));
B. Biswas et al. (J. Clin. Microbiol. 29, 2228-2233 (1991)) diskutiert.

[0033] Im Gegensatz dazu ist ein ,nicht-invasives" Probenahmemittel ein Probenahmemittel, mit dem die Nu-
cleinsauremolekule von einer internen oder externen Oberflache des Tiers gewonnen werden. Beispiele fur
solche ,nicht-invasiven" Probenahmemittel umfassen ,Ausstreichen", Gewinnen von Tranen, Speichel, Urin,
Fakalmaterial, Schweild oder Hautatmung, usw. Der Ausdruck ,Ausstrich" bezeichnet das In-Kontakt-Bringen
eines Applikators/einer Sammeleinrichtung (,, Tupfer"), der ein Adsorptionsmaterial enthalt oder umfasst, mit ei-
ner Oberflache in einer Weise, die ausreichend ist, Oberflachenbruchstiicke und/oder tote oder abgestreifte
Zellen oder Zellbruchstiicke zu gewinnen. Eine solche Gewinnung kann durch Abtupfen nasaler, oraler, rekta-
ler, vaginaler oder auraler Offnungen, durch Kontaktieren der Haut oder von Tréanengéngen, durch Gewinnen
von Haarfollikeln, usw. erfolgen.

B. Amplifizierung von Zielsequenzen

[0034] Der Nachweis polymorpher Stellen in einer DNA-Probe kann durch die Verwendung von DNA-Ampli-
fizierungsverfahren erleichtert werden. Solche Verfahren erhdhen insbesondere die Konzentration von Se-
quenzen, welche die polymorphe Stelle Gberspannen oder welche die Stelle und Sequenzen umfassen, die
sich entweder distal oder proximal zu der Stelle befinden. Solche amplifizierten Molekdile kdnnen leicht mittels
Gelelektrophorese oder einem anderen Mittel nachgewiesen werden.

[0035] Bei dem am meisten bevorzugten Verfahren zum Erreichen einer solchen Amplifizierung wird eine
PCR unter Verwendung von Primerpaaren eingesetzt, die an die proximalen Sequenzen hybridisieren kénnen,
die einen Polymorphismus in seiner doppelstrangigen Form definieren.
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C. Herstellung einer einzelstrangigen DNA

[0036] Die erfindungsgemafen Verfahren erfordern nicht, dass die Zielnucleinsaure nur einen seiner zwei na-
turlichen Strange enthalt. Folglich kénnen die erfindungsgemalen Verfahren entweder mit einzelstrangiger
DNA, die z. B. durch Alkalibehandlung erhalten worden ist, oder mit nativer DNA durchgefiihrt werden. Die Ge-
genwart des nicht verwendeten Strangs (nicht-Templat-Strang) beeinflusst die Reaktion nicht.

[0037] Gegebenenfalls kann ein beliebiges Verfahren von verschiedenen Verfahren verwendet werden, um
einen der beiden natirlichen Strangen des Ziel-DNA-Molekiils aus der Reaktion zu entfernen. Einzelstrangige
DNA-Molekile kénnen unter Verwendung der einzelstrangigen DNA-Bakteriophage M13 (J. Messing et al.,
Meth. Enzymol. 101, 20 (1983); vgl. auch J. Sambrook et al. (in: Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY (1989)) erzeugt werden.

[0038] Zur Erzeugung einzelstrangiger DNA-Molekile kdnnen mehrere alternative Verfahren verwendet wer-
den. U. Gyllensten et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 85, 7652—-7656 (1988) und M. Mihovilovic et al. (BioTech-
niques 7 (1), 14 (1989)) beschreiben ein Verfahren, das als ,asymmetrische PCR" bezeichnet wird, bei dem
das Standard-,PCR"-Verfahren unter Verwendung von Primern durchgefiihrt wird, die in verschiedenen mola-
ren Konzentrationen vorliegen. R. G. Higuchi et al. (Nucleic Acids Res. 17, 5865 (1985)) beschreiben ein zu-
satzliches Verfahren zur Erzeugung einzelstrangiger Amplifikationsprodukte. Das Verfahren umfasst die Phos-
phorylierung der 5'-Endgruppe eines Strangs eines doppelstrangigen Amplifikationsprodukts und dann das be-
vorzugte Abbauenlassen des phosphorylierten Strangs durch eine 5'-3'-Exonuclease (wie z. B. Exonuclease).
[0039] Andere Verfahren haben auch die nucleasebestandigen Eigenschaften von Phosphorothioat-Deriva-
ten genutzt, um einzelstrangige DNA-Molekile zu erzeugen (Benkovic et al., US-PS 4,521,509, 4. Juni 1985);
J. R. Sayers et al. (Nucl. Acids Res. 16, 791-802 (1988); F. Eckstein et al., Biochemistry 15, 1685-1691 (1976);
J. Ott et al., Biochemistry 26, 8237-8241 (1987)).

[0040] Insbesondere werden solche einzelstrangigen Molekile unter Verwendung der Verfahren der
W0O94/16090 beschrieben. In diesen Verfahren werden nucleasebestandige Nucleotidderivate eingesetzt und
solche Derivate werden durch chemische Synthese oder durch enzymatische Mittel anstelle von nattirlich vor-
kommenden Nucleotiden in Primermolekiile oder deren Verlangerungsprodukte eingebaut.

[0041] Geeignete Nucleotidderivate umfassen Derivate, in denen eines der beiden nicht-verbriickenden Sau-
erstoffatome des Phosphatrests eines Nucleotids durch eine Schwefelenthaltende Gruppe (insbesondere ein
Phosphorothioat), eine Alkylgruppe (insbesondere eine Methyl- oder Ethyl-Alkylgruppe), eine Stickstoff-enthal-
tende Gruppe (insbesondere ein Amin), und/oder eine Selen-enthaltende Gruppe ersetzt worden ist. Phospho-
rothioat-Desoxyribonucleotid- oder -Ribonucleotidderivate (z. B. ein Nucleosid-5'-O-1-thiotriphosphat) sind die
am meisten bevorzugten Nucleotidderivate. Zur Erzeugung solcher Phosphorothioatderivate kann ein beliebi-
ges Verfahren aus verschiedenen chemischen Verfahren verwendet werden (vgl. z. B. G. Zon et al., Anti-Canc.
Drug Des. 6, 539-568 (1991); S. G. Kim et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 179, 1614-1619 (1991); H.
Vu et al., Tetrahedron Lett. 32, 3005-3008 (1991); J. W. Taylor et al., Nucl. Acids Res. 13, 8749-8764 (1985);
F. Eckstein et al., Biochemistry 15, 1685-1691 (1976); J. Ott et al., Biochemistry 26, 8237-8241 (1987); J. Lud-
wig et al., J. Org. Chem. 54, 631-635 (1989), die alle unter Bezugnahme in diese Beschreibung einbezogen
sind).

[0042] Es ist wichtig, dass das ausgewahlte Nucleotidderivat zur primervermittelten in-vitro-Verlangerung ge-
eignetist und der Region des Nucleinsduremolekiils, in das es eingebaut wird, eine Nucleasebestandigkeit ver-
leiht. In der am meisten bevorzugten Ausfiihrungsform muss es eine Bestandigkeit gegentiber Exonucleasen
verleihen, die doppelstrangige DNA vom 5'-Ende her angreifen (5' —» 3')-Exonucleasen. Beispiele solcher Exo-
nucleasen umfassen Bakteriophage T7-Gen 6-Exonuclease (,T7-Exonuclease") und die Bakteriophage Lamb-
da-Exonuclease (,Exonuclease"). Sowohl die T7-Exonuclease als auch die Exonuclease werden in einem si-
gnifikanten MaR durch die Gegenwart von Phosphorothioatbindungen gehemmt, so dass der selektive Abbau
eines der Strange ermdoglicht wird. Fur dieses Verfahren kann jedoch eine beliebige doppelstrangspezifische
5' - 3'-Exonuclease verwendet werden, mit der MaRgabe, dass deren Aktivitat durch die Gegenwart der Bin-
dungen der nucleasebestandigen Nucleotidderivate beeinflusst wird. Das bevorzugte Enzym bei der Verwen-
dung von Phosphorothioatderivaten ist die T7-Gen 6-Exonuclease, die eine maximale enzymatische Aktivitat
in dem gleichen Puffer zeigt, der fur viele DNA-abhangige Polymerasepuffer, einschliel3lich Tag-Polymerase
verwendet wird. Die 5' - 3'-Exonuclease-bestandigen Eigenschaften von Phosphorothioatderivat-enthalten-
den DNA-Molekulen werden z. B. in T. A. Kunkel diskutiert (in: Nucleic Acids and Molecular Biology, Band 2,
124-135 (Hrsg. F. Eckstein et al.), Springer-Verlag, Berlin (1988)). Die 3' - 5'-Exonuclease-bestandigen Eigen-
schaften von Phosphorothioatnucleotid-enthaltenden Nucleinsduremolekdilen sind z. B. in S. D. Putney et al.
(Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 78, 7350-7354 (1981)) und A. P. Gupta et al. (Nucl. Acids Res. 12, 5897-5911
(1984)) beschrieben.
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D. Immobilisierungsverfahren

[0043] Zur Immobilisierung des Linkers oder des Primeroligonucleotids kann ein beliebiges Verfahren aus ei-
ner Vielzahl verschiedener Verfahren verwendet werden. Eines der am gebrauchlichsten verwendeten Verfah-
ren zum Erreichen einer solchen Immobilisierung von Oligonucleotidprimern fiir eine anschlieRende Verwen-
dung in Tests auf Hybridisierungsbasis besteht aus dem nicht-kovalenten Beschichten dieser Festphasen mit
Streptavidin oder Avidin und der anschlieRenden Immobilisierung biotinylierter Oligonucleotide (K. Holmstrom
et al., Anal. Biochem. 209, 278-283 (1993)). Ein weiteres neueres Verfahren (J. A. Running et al., Bio-Techni-
ques 8, 276-277 (1990); C. R. Newton et al., Nucl. Acids Res. 21, 1155-1162 (1993)) erfordert das Vorbe-
schichten der Polystyrol- oder Glasfestphasen mit poly-L-Lys oder poly-L-Lys, Phe und anschlielfend das ko-
valente Binden entweder Amino- oder Sulfhydrylmodifizierter Oligonucleotide unter Verwendung bifunktionel-
ler Vernetzungsmittel. Beide Verfahren haben den Nachteil, dass sie die Verwendung modifizierter Oligonuc-
leotide sowie eine Vorbehandlung der Festphase erfordern.

[0044] In einem anderen verdffentlichten Verfahren (S. Kawai et al., Anal. Biochem. 209, 63-69 (1993)) wur-
den kurze Oligonucleotidsonden zur Bildung von Multimeren zusammenligiert und diese wurden in einen Pha-
gemidvektor ligiert. Nach der in-vitro-Amplifizierung und Isolierung der einzelstrangigen Form dieser Phagemi-
de wurden sie auf Polystyrolplatten immobilisiert und durch UV-Bestrahlung bei 254 nm fixiert. Die auf diese
Weise immobilisierten Sonden wurden dann zum Einfangen und Nachweisen eines biotinylierten PCR-Pro-
dukts verwendet.

[0045] Ein Verfahren zur direkten kovalenten Bindung kurzer 5'-phosphorylierter Primer an chemisch modifi-
zierte Polystyrolplatten (,Covalink"-Platten, Nunc) wurde ebenfalls verdffentlicht (S. R. Rasmussen et al., Anal.
Biochem. 198, 138-142 (1991)). Die kovalente Bindung zwischen dem modifizierten Oligonucleotid und der
Festphasenoberflache wird durch Kondensieren mit einem wasserldslichen Carbodiimid eingefihrt. Von die-
sem Verfahren wird behauptet, dass es eine vorwiegende 5'-Bindung der Oligonucleotide tber ihre 5'-Phos-
phatreste sicherstellt. Es erfordert jedoch die Verwendung speziell hergestellter teurer Platten.

[0046] Insbesondere wird die Immobilisierung der erfindungsgemafien Oligonucleotide unter Verwendung ei-
nes Verfahrens erreicht, das direkt ohne das Erfordernis einer Vorbehandlung k&uflicher Polystyrol-Mikrowell-
platten (ELISA-Platten) oder Mikroskop-Glastrager direkt eingesetzt werden kann. Da 96-Well-Polystyrolplat-
ten in ELISA-Tests verbreitet verwendet werden, bestand ein signifikantes Interesse zur Entwicklung von Ver-
fahren fur die Immobilisierung kurzer Oligonucleotidprimer an den Wells dieser Platten fir anschlieRende Hy-
bridisierungstests. Ebenfalls von Interesse ist ein Verfahren zur Immobilisierung an Mikroskop-Glastragern, da
die letztgenannten Trager in dem so genannten immunenzymatischen Tragertest (SIA) verwendet werden (E.
C. de Macario et al., BioTechniques 3, 138-145 (1985)).

[0047] Der Trager kann aus Glas, Kunststoff, Papier, usw., bestehen. Der Trager kann in Form von Kiigel-
chen, als Eintauchstab, Reagenzglas oder in vielen anderen Formen vorliegen. In einer bevorzugten Ausfih-
rungsform ist der Trager eine Mikrotiterplatte mit einer Mehrzahl von Wells. Die in diagnostischen Laboratorien
und in der Gewebekultivierung verwendeten herkdmmlichen 96-Well-Mikrotiterplatten sind ein bevorzugter
Trager. Die Verwendung eines solchen Tragers ermdglicht die gleichzeitige Bestimmung einer groRen Anzahl
von Proben und Kontrollen und erleichtert somit die Analyse. Zur Bereitstellung von Reagenzien fiir solche Mi-
krotiterplatten kdnnen automatisierte Abgabesysteme verwendet werden. Entsprechend kénnen zur Analyse
der polymorphen Stellen spektrophotometrische Verfahren eingesetzt werden und eine solche Analyse kann
unter Verwendung automatisierter Spektrophotometer durchgefiihrt werden.

[0048] Erfindungsgemalf kann fur die Immobilisierung eine beliebige Polystyrolplatte einer Vielzahl kauflicher
Polystyrolplatten direkt verwendet werden, mit der Maf3gabe, dass sie eine hydrophile Oberflache aufweisen.
Beispiele fiir geeignete Platten umfassen die Imulon 4-Platten (Dynatech) und die Maxisorp-Platten (Nunc).
[0049] Die Immobilisierung der Oligonucleotide an den Platten wird einfach durch Inkubieren in Gegenwart
eines geeigneten Salzes durchgefiihrt. In Abwesenheit eines Salzes findet keine Immobilisierung statt, d. h.
wenn das Oligonucleotid in einer Wasserldésung vorliegt. Beispiele fiir geeignete Salze sind: 50 bis 250 mM
NaCl; 30 bis 100 mM 1-Ethyl-3-(3'-dimethylaminopropyl)carbodiimid-hydrochlorid (EDC), pH 6,8; 50 bis 100
mM Octyldimethylamin-hydrochlorid, pH 7,0; 50 bis 250 mM Tetramethylammoniumchlorid. Die Immobilisie-
rung wird durch Inkubieren durchgefiihrt, vorzugsweise 3 bis 24 Stunden bei Raumtemperatur. Nach einer sol-
chen Inkubation werden die Platten gewaschen, vorzugsweise mit einer Lésung von 10 mM Tris-HCI, pH 7,5,
die 150 mM NaCl und 0,05 Vol.-% Tween 20 (TNTw) enthalt. Der letztgenannte Bestandteil spielt die wichtige
Rolle des Blockierens aller freien Oligonucleotid-Bindungsstellen, die nach wie vor auf der Polystyroloberflache
vorliegen, so dass kein unspezifisches Binden von Oligonucleotiden wahrend der anschlieRenden Hybridisie-
rungsschritte stattfinden kann. Unter Verwendung radioaktiv markierter Oligonucleotide wurde die Menge an
immobilisierten Oligonucleotiden pro Well zu mindestens 500 fmol bestimmt. Die Oligonucleotide werden an
der Oberflache der Platte mit ausreichender Stabilitat immobilisiert und kénnen nur durch langere Inkubationen
mit 0,5 M NaOH-L&sungen bei erhéhten Temperaturen entfernt werden. Durch Waschen der Platte mit Wasser,
TNTw (Tween 20), PBS, 1,5 M NaCl oder anderen ahnlichen Lésungen wird kein Oligonucleotid entfernt.

9/31



DE 695 31 542 T2 2004.06.24

[0050] Dieses Bindungsverfahren ist extrem einfach, funktioniert mit jedem Oligonucleotid und bewahrt das
Vermogen des Oligonucleotids, an seine komplementare Sequenz zu hybridisieren. Zusatzlich zu den Mikroti-
terplatten kdnnen die Oligonucleotide auf Miniaturtormaten wie z. B. Mikroskoptrager und Siliziumchips immo-
bilisiert werden. Die Oligonucleotide kénnen auf diese Formate unter Verwendung von Technologien wie z. B.
Tintenstrahldrucken oder Photolithographie auch in spezifischen Mustern aufgebracht werden. Die Erfassung
der Muster in diesen Miniaturtormaten kann durch optische Techniken unter Verwendung von fluoreszierend
markierten Nucleotiden oder Oligonucleotiden und Geraten wie z. B. Fluoreszenzmikroskopen erreicht wer-
den.

E. Reaktionskomponenten und -bedingungen

[0051] In der am meisten bevorzugten Ausfiihrungsform umfasst die vorliegende Erfindung einen Test mit he-
terogener Phase, bei dem ein Oligonucleotid an einem Trager immobilisiert ist. Es kdnnen drei bevorzugte Va-
riationen oder Formate eingesetzt werden, die alle gleich gut arbeiten. Dabei handelt es sich um: a) Die Ver-
wendung eines markierten dNTP mit einem unmarkierten Linker-Oligonucleotid und einem unmarkierten Pri-
mer-Oligonucleotid (Fig. 1); b) die Verwendung eines markierten Primer-Oligonucleotids mit einem unmarkier-
ten Linker-Oligonucleotid und keinen markierten dNTP's (Fig. 2); c) die Verwendung eines markierten Lin-
ker-Oligonucleotids mit einem unmarkierten Primer-Oligonucleotid und keinen markierten dNTP's (Fig. 3). Die
Reihenfolge der Oligonucleotide kann variiert werden, jedoch ist die Verlangerungsrichtung immer 3' nach 5',
wie es durch die Polymerase bestimmt wird. Die Hybridisierung, Verlangerung und Ligation kénnen auch in L6-
sung und mit den auf einer Festphase zum Nachweis gebundenen ligierten Oligonucleotiden durchgefiihrt wer-
den ( Fig. 4).

[0052] Dasimmobilisierte Oligonucleotid weist eine Lange auf, die ausreichend ist, so dass das Molekdl stabil
und spezifisch an ein komplementares Molekl hybridisiert. Der Ausdruck ,stabile" Hybridisierung, wie er hier
verwendet wird, bezieht sich auf eine Hybridisierung, die eine T,, aufweist, die héher ist als die Temperatur, bei
welcher der Ermittlungstest durchgefiihrt wird (im Allgemeinen 20 bis 40°C). Der Begriff ,spezifische" Hybridi-
sierung gibt an, dass die Lange und/oder die Sequenzkomplexitat der an der Hybridisierung beteiligten Oligo-
nucleotide ausreichend ist bzw. sind, um eine unerwilinschte falsche Hybridisierung auszuschlie3en, die z. B.
zwischen Sequenzen auftreten kann, die nur partiell komplementar sind. Die Hybridisierung wird gewdhnlich
15 bis 30 min bei Raumtemperatur in einer Losung durchgefihrt, die 1,5 M NaCl und 10 mM EDTA enthalt.
Alternativ kdnnen andere Hybridisierungsbedingungen eingesetzt werden. Die Sequenz des immobilisierten
Oligonucleotids wird so ausgewahlt, dass sie an die Invariante Sequenz hybridisieren wird, welche die poly-
morphe Stelle des Polymorphismus flankiert, der ermittelt werden soll.

[0053] In der bevorzugten Ausfihrungsform ist das immobilisierte Oligonucleotid der Linker, der mit seinem
3'-Ende an dem Trager gebunden ist. Das Linker-Oligonucleotid in dieser Ausflihrungsform wirkt zum Verbin-
den (nach der Verlangerung und der Ligation) des eingebauten Nucleotids und des Primer-Oligonucleotids an
die Festphase.

[0054] Die Reaktion wird dann in Gegenwart sowohl der Zielsequenz (welche den Polymorphismus enthalt)
als auch eines zweiten Oligonucleotids durchgefiihrt, dessen Sequenz derart ausgewahlt ist, dass dann, wenn
das immobilisierte Oligonucleotid und das zweite Oligonucleotid beide an das gleiche Zielmolekul hybridisiert
sind, die 3'-Endgruppe des Primer-Oligonucleotids und die 5'-Endgruppe des Linker-Oligonucleotids durch ei-
nen ,Zwischenraum" einer einzelnen Base getrennt sind, die genau gegeniber der variablen Nucleotidstelle X
des Polymorphismus angeordnet ist.

[0055] Ein markiertes 2'-Desoxynucleosid-5'-triphosphat von DNA wird der Reaktion zusammen mit drei un-
markierten ddNTP's zugesetzt. Dies ermdglicht es, dass alle drei Primermolekiile in der Reaktion verlangert
und ligiert werden. Die unmarkierten Nucleosidtriphosphate sind Didesoxynucleosidtriphosphate, so dass der
Einbau von mehr als eines einzelnen Nucleotids in die Endgruppe des Primers verhindert und auch potentiell
eine Strangverschiebung verhindert wird. Dies unterscheidet sich von GBA™, da GBA™ wahrend der Verlan-
gerung ddNTP anstelle von dNTP in den Primer einbaut.

[0056] In der Reaktion liegt eine Polymerase vor und die Reaktionsbedingungen werden so aufrechterhalten,
dass die 3'-Endgruppe des Primer-Oligonucleotids um ein einzelnes Nucleotid verlangert wird (d. h. das Nuc-
leotid gegentber der variablen Stelle des Polymorphismus).

[0057] Die gewlinschte Primerverlangerung wird nur stattfinden, wenn das zweite Oligonucleotid richtig an
das Zielmolekul hybridisiert hat. Die Verlangerung des hybridisierten Primer-Oligonucleotids ,fullt" den Zwi-
schenraum und ermdglicht daher, dass der Linker und die Primer-Oligonucleotide aneinander ligiert werden.
[0058] Die Gegenwart einer Ligase in der Reaktion verbindet die angrenzenden Oligonucleotide. Es kdnnen
verschiedene Ligasen verwendet werden, einschliel3lich T4-DNA-Ligase, E. coli-DNA-Ligase, thermostabile
DNA-Ligase und RNA-Ligase. Nach der Ligation wird das Reaktionsgefall gewaschen oder in sonstiger Weise
behandelt, so dass die Entfernung jeglicher Nucleinsaure, die nicht an den Trager gebunden ist, bewirkt wird.
Es sollte beachtet werden, dass ein ligierbares Substrat nur dann gebildet wird, wenn das Zielmolekiil tatsach-
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lich sowohl an das erste als auch an das zweite Oligonucleotid hybridisiert worden ist, und wenn das zweite
Oligonucleotid durch die Polymerase in geeigneter Weise verlangert worden ist. Eine solche Ligation fuhrt zur
Immobilisierung des vorher nicht gebundenen Primer-Oligonucleotids. Folglich wird das Primer-Oligonucleotid
mit einem markierten Nucleotid verlangert und es ergibt sich eine Immobilisierung des Markers.

[0059] Es ist signifikant, dass eine solche Immobilisierung von dem Einbau des komplementaren Nucleosids
gegeniber der polymorphen Stelle X abhangt. Folglich zeigt die Immobilisierung des Markers, dass das der
Reaktion zugesetzte Nucleosidtriphosphat zu dem variablen Nucleosidtriphosphat der polymorphen Stelle
komplementéar war. In der bevorzugten Ausfiihrungsform bildet sich dann, wenn nur das Linker-Oligonucleotid
an ein bestimmtes Zielmolekul hybridisiert hat, kein ligierbares Substrat, und der Marker (des Nucleotids) wird
nicht immobilisiert. Entsprechend wird in der bevorzugten Ausfihrungsform dann, wenn nur das Primer-Oligo-
nucleotid an das Zielmolekul hybridisiert hat, keine Immobilisierung stattfinden, und das markierte Molekul wird
beim Waschen verloren gehen.

[0060] In einer zweiten Ausfiihrungsform ist das immobilisierte Oligonucleotid der Linker und mit seinem
3'-Ende an den Trager gebunden. Die Reaktion wird wie vorstehend beschrieben durchgefiihrt, jedoch befindet
sich der Marker am 5'-Ende des Primer-Oligonucleotids ( Fig. 2).

[0061] In einer dritten Ausfliihrungsform ist das immobilisierte Oligonucleotid der Primer und mit seinem 5'-En-
de an den Trager gebunden. Die Reaktion wird wie vorstehend beschrieben durchgefiihrt, jedoch befindet sich
der Marker am 3'-Ende des Linker-Oligonucleotids ( Fig. 3).

[0062] In einer vierten Ausflihrungsform kénnen die Hybridisierung, die Verlangerung und die Ligation in L6-
sung und mit den zum Nachweis an einer Festphase gebundenen ligierten Oligonucleotiden durchgefiihrt wer-
den (Fig. 4).

[0063] In einer flnften Ausfihrungsform kénnen die Hybridisierung, die Verlangerung und die Ligation in L6-
sung durchgefiihrt werden und die ligierten Oligonucleotide kénnen in Losung nachgewiesen werden.

[0064] Entsprechend den erfindungsgemalien Verfahren kénnen beliebige der herkdmmlich verwendeten
Radioisotopen-, Enzym-, Fluoreszenz- oder Chemilumineszenzmarker eingesetzt werden. Anstelle solcher
Marker kdnnen Haptenmarker wie z. B. Biotin oder andere Marker wie z. B. Liganden, Antigene, usw., verwen-
det werden. Geeignete Marker sind z. B. von Kourilsky et al. (US-PS 4,581,333), Albarella et al. (EP 144 914),
Sheldon Ill et al. (US-PS 4,582,789), Albarella et al. (US-PS 4,563,417) und Miyoshi et al. (EP 119 448) be-
schrieben worden.

[0065] In einer bevorzugten Ausflihrungsform wird die Reaktion ein einzelnes markiertes Nucleosidtriphos-
phat und drei unmarkierte Nucleosidtriphosphate enthalten. Wenn das markierte Nucleosid zu dem Nucleotid
der vorausgewahlten Stelle komplementar ist, dann wird dies gemaf den vorstehend genannten Verfahren zur
Immobilisierung des zweiten Primer-Oligonucleotids fuhren. Folglich wird die Identitat des Nucleotids der vor-
ausgewahlten Stelle durch Nachweisen der Retention des Markers auf dem Trager nach dem Waschen be-
stimmt.

[0066] Das endungsgemale Ligase/Polymerase-vermittelte Polymorphismus-Ermittlungsverfahren ist eine
Verbesserung des vorstehend diskutierten GBA™-Verfahrens. Etwa 15 bis 20 % der GBA™-Primer bewirken
den Einbau bestimmter ddNTP's selbst in der Abwesenheit eines Templats (Templat-unabhangiges Rau-
schen). Dieses Templat-unabhangige Rauschen ist auf die Gegenwart von selbstkomplementaren Sequenzen
innerhalb der Primermolekile zuriickzufihren, die durch die Polymerase verlangert werden kénnen. Diese
Templatunabhéngige Verlangerung wird in der Gegenwart eines Templats vermindert und kann auf zwei ver-
schiedene Arten minimiert werden. Erstens kann die Base, die als Templat wirkt und fiir den Einbau eines spe-
zifischen ddNTP's verantwortlich ist, durch eine andere Base ersetzt werden, so dass die Templat-unabhangi-
ge Verlangerung durch eine Base bewirkt wird, welche die Typisierung der Polymorphismen nicht stort. Dies
ist mit diallelischen Stellen mdglich. Zweitens kann die spezielle Base innerhalb des Primers durch einen
1,3-Propandiol-Linker mit einer Anti-Base-Wirkung ersetzt werden, der verhindert, dass die Polymerase durch
eine beliebige Base verlangert wird. Obwohl GBA™ genaue Ergebnisse liefert, ware ein Verfahren erwiinscht,
das in einem geringeren Ausmal} einem Templatunabhangigen Einbau unterliegen wirde.

[0067] GBA™ kann auch ein Templat-abhangiges Rauschen aufweisen, bei dem es sich um den Einbau eines
Nucleotids in den GBA™-Primer handelt, das zu dem Nucleotid der polymorphen Stelle nicht komplementar
ist. Ein Templat-abhangiges Rauschen kann durch mehrere Faktoren verursacht werden. Erstens kann der
GBA™-Primer unspezifisch hybridisieren, wodurch der Einbau eines markierten ddNTP an einer irrelevanten
Position bewirkt wird. Zweitens kann der GBA™-Primer richtig hybridisieren, jedoch kann sein 3'-Ende wah-
rend des Polymeraseverlangerungsschritts um einige Basen entlang des Templats gleiten und erneut den Ein-
bau einer irrelevanten Base bewirken. Drittens ist es selbst dann, wenn die vorstehend genannten Ursachen
ausgeschlossen werden, maglich, dass die Polymerase eine relativ hohe Fehleinbaurate aufweist. Es wird er-
wartet, dass diese Rate mit den unnattirlich markierten ddNTP's, die in dem Verlangerungsschritt verwendet
werden, hoher ist als bei den naturlichen dNTP-Substraten.
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Il. Verwendung einer Ligase/Polymerase-vermittelten Ermittlung von SNP's in der genetischen Analyse
A. Allgemeine Erwagungen zur Verwendung von Einzelnucleotidpolymorphismen in der genetischen Analyse

[0068] Die Eignung der polymorphen Stellen der vorliegenden Erfindung ist auf die Fahigkeit zurtickzuflhren,
solche Stellen zur Vorhersage der statistischen Wahrscheinlichkeit zu verwenden, dass zwei Individuen die
gleichen Allele fiir einen gegebenen Polymorphismus aufweisen.

[0069] Eine solche statistische Analyse kann fiir einen beliebigen Zweck einer Vielzahl von Zwecken einge-
setzt werden. Wenn ein bestimmtes Tier im Vorhinein getestet worden ist, dann kann ein solcher Test als ,Fin-
gerabdruck" verwendet werden, mit dem bestimmt werden kann, ob ein bestimmtes Tier genau dieses Tier ist
oder nicht. Wenn ein mutmalRlicher E'ternteil oder beide Elternteile eines Individuums getestet worden sind,
kdnnen die erfindungsgemafRen Verfahren zur Bestimmung der Wahrscheinlichkeit verwendet werden, dass
ein bestimmtes Tier der Nachkomme eines solchen Elternteils oder der beiden Elternteile ist oder nicht. Folg-
lich kbnnen der Nachweis und die Analyse von SNP's zum Ausschluss der Vaterschaft eines mannlichen Indi-
viduums flr ein bestimmtes Individuum (wie z. B. die Vaterschaft eines Hengstes flir ein bestimmtes Fohlen)
oder zur Bewertung der Wahrscheinlichkeit verwendet werden, dass ein bestimmtes Individuum der Nachkom-
me eines ausgewahlten weiblichen Individuums ist (z. B. ein bestimmtes Fohlen und eine ausgewabhlte Stute).
[0070] Die Polymorphismen, die in einem Satz von Individuen der gleichen Art (wie z. B. Menschen, Pferde,
usw.) oder nahe verwandter Arten nachgewiesen worden sind, kdnnen analysiert werden, um zu bestimmen,
ob die Gegenwart oder die Abwesenheit eines bestimmten Polymorphismus mit einem bestimmten Merkmal
korreliert.

[0071] Zur Durchfiihrung einer solchen Polymorphismusanalyse wird die Gegenwart oder Abwesenheit eines
Satzes von Polymorphismen (d. h. eine ,polymorphe Gruppierung") fiir einen Satz der Individuen bestimmt,
von denen einige ein bestimmtes Merkmal und einige sich gegenseitig ausschliellende Eigenschaften aufwei-
sen (beispielsweise bezlglich Pferden briichige Knochen gegen nicht-briichige Knochen; Altersblindheit ge-
gen fehlende Blindheit; Veranlagung fir Asthma oder kardiovaskulare Erkrankungen gegen eine diesbezuglich
fehlende Veranlagung). Die Allele jedes Polymorphismus des Satzes werden dann untersucht, um zu bestim-
men, ob die Gegenwart oder Abwesenheit eines bestimmten Allels mit dem bestimmten interessierenden
Merkmal verbunden ist. Jegliche derartige Korrelation definiert eine genetische Karte der Art des Individuums.
Allele, die beziiglich eines Merkmals nicht statistisch segregieren, kénnen zur Vorhersage der Wahrscheinlich-
keit verwendet werden, dass ein bestimmtes Tier diese Eigenschaft exprimieren wird. Beispielsweise dann,
wenn ein bestimmtes polymorphes Allel in nur 20% der Mitglieder einer Art vorliegt, die einen kardiovaskularen
Zustand aufweisen, dann wirde ein bestimmtes Mitglied dieser Art, das dieses Allel enthalt, eine 20%ige
Wahrscheinlichkeit aufweisen, einen solchen kardiovaskularen Zustand zu zeigen. Wie es bereits erwahnt wor-
den ist, wird das Vorhersagevermogen der Analyse durch das Ausmaf der Verbindung zwischen einem be-
stimmten polymorphen Allel und einer bestimmten Eigenschaft erhdht. Entsprechend kann das Vorhersage-
vermogen der Analyse durch gleichzeitiges Analysieren der Allele mehrfach polymorpher Stellen und eines be-
stimmten Merkmals erhéht werden. Wenn in dem vorstehenden Beispiel gefunden wird, dass ein zweites po-
lymorphes Allel auch in 20% der Mitglieder vorliegt, die den kardiovaskularen Zustand zeigen, jedoch alle be-
werteten Mitglieder, die einen solchen kardiovaskularen Zustand zeigen, eine bestimmte Kombination von Al-
lelen flr diesen ersten und zweiten Polymorphismus aufweisen, dann hatte ein bestimmtes Mitglied, das beide
Allele enthalt, eine sehr hohe Wahrscheinlichkeit, dass es den kardiovaskularen Zustand aufweist.

[0072] Durch den Nachweis mehrfach polymorpher Stellen kann die Frequenz definiert werden, mit der sol-
che Stellen in einer Population unabhangig segregieren. Wenn beispielsweise zwei polymorphe Stellen statis-
tisch segregieren, dann befinden sie sich entweder auf getrennten Chromosomen oder sie sind auf dem glei-
chen Chromosom voneinander beabstandet. Umgekehrt sind zwei polymorphe Stellen, die mit einer signifikan-
ten Frequenz gemeinsam vererbt werden, auf dem gleichen Chromosom miteinander verbunden. Eine Analy-
se der Frequenz der Segregation ermdglicht somit die Erstellung einer genetischen Karte von Markern.
[0073] Die vorliegende Erfindung erleichtert den Aufbau einer genetischen Karte einer Zielspezies. Folglich
kann eine bestimmte Gruppierung von Polymorphismen mit einem bestimmten Merkmal korreliert werden, um
die Veranlagung eines bestimmten Tiers (oder einer bestimmten Pflanze) fiir eine solche genetische Erkran-
kung, einen solchen genetischen Zustand oder ein solches genetisches Merkmal vorherzusagen. Der Begriff
-Merkmal", wie er hier verwendet wird, soll ,genetische Erkrankung", ,Zustand" oder ,Eigenschaft" umfassen.
Der Ausdruck ,genetische Erkrankung" bezeichnet einen physiologischen Zustand, der durch eine Mutation
verursacht worden ist, und zwar unabhangig davon, ob der Zustand nachgewiesen werden kann oder symp-
tomlos ist. Ein ,Zustand" bezeichnet eine Veranlagung fur eine Eigenschaft (wie z. B. Asthma, schwache Kno-
chen, Blindheit, Geschwiire, Krebs, Herzerkrankungen oder kardiovaskulare Erkrankungen, Skelett-Mus-
kel-Defekte, usw.). Eine ,Eigenschaft" ist ein Merkmal, das einem Tier oder einer Pflanze einen wirtschaftlichen
Wert verleiht. Beispiele fur Eigenschaften umfassen Langlebigkeit, Schnelligkeit, Ausdauer, Geschwindigkeit
der Alterung, Fruchtbarkeit, usw.
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[0074] Die Auflésung einer genetischen Karte ist proportional zu der Anzahl von Markern, die sie enthalt. Da
die erfindungsgemalfien Verfahren zur Isolierung einer groRen Anzahl von polymorphen Stellen verwendet
werden kénnen, kénnen sie zur Erzeugung einer Karte mit einem gewilnschten Auflésungsgrad verwendet
werden.

[0075] Die Sequenzierung der polymorphen Stellen erhéht deren Nutzen bei der Genkartierung sehr stark.
Solche Sequenzen kénnen verwendet werden, um Oligonucleotidprimer und -sonden zu gestalten, die verwen-
det werden kénnen, um entlang des Chromosoms zu ,wandern" und dadurch neue Markerstellen zu identifi-
zieren (W. Bender et al., J. Supra. Molec. Struc. 10 (Erganzung) 32 (1979); A. C. Chinault et al., Gene 5,
111-126 (1979); L. Clarke et al., Nature 287, 504-509 (1980)).

[0076] Die Aufldsung der Karte kann durch Kombinieren von Polymorphismusanalysen mit Daten Uber den
Phanotyp anderer Merkmale der Pflanze oder des Tiers weiter erhéht werden, deren bzw. dessen Genom kar-
tiert wird. Wenn folglich ein bestimmter Polymorphismus mit brauner Haarfarbe segregiert, dann liegt dieser
Polymorphismus an einer Stelle in der Nahe des Gens oder der Gene, die flir die Haarfarbe verantwortlich sind.
Entsprechend kénnen biochemische Daten verwendet werden, um die Auflésung der genetischen Karte zu er-
héhen. In dieser Ausfihrungsform wird eine biochemische Bestimmung (wie z. B. des Serotyps, der Isoform,
usw.) studiert, um zu bestimmen, ob sie zusammen mit einer beliebigen polymorphen Stelle segregiert. Solche
Karten kénnen zur Identifizierung neuer Gensequenzen verwendet werden, um beispielsweise die fur eine Er-
krankung kausalen Mutationen zu identifizieren.

[0077] Tatsachlich ermdglicht die Identifizierung der SNP's der vorliegenden Erfindung die Verwendung kom-
plementarer Oligonucleotide als Primer in der PCR oder anderen Reaktionen zur Isolierung und Sequenzie-
rung neuer Gensequenzen, die sich auf jeder Seite des SNP befinden. Die Erfindung umfasst solche neuen
Gensequenzen. Die Genomsequenzen, die durch die Verwendung solcher Primer klonal isoliert werden kon-
nen, kénnen in RNA transkribiert und als Protein exprimiert werden. Die vorliegende Erfindung umfasst auch
ein solches Protein sowie Antikorper und andere bindende Molekiile, die an ein solches Protein binden kénnen.
[0078] Zusatzlich zur Identifizierung der SNP's makroskopischer Pflanzen und Tiere sollte das vorliegende
Verfahren auch zur Genotypisierung von Mikroorganismen geeignet sein. Ein Beispiel ware die Typisierung
des menschlichen Immunschwachevirus Typ 1 (HIV-1) und HIV-2. Die schnelle Typisierung von HIV infizierter
Patienten kénnte eine wichtige Rolle bei der Entwicklung und Uberwachung potenzieller Impfstoffe spielen, da
bestimmte Impfstoffe nur gegen spezifische HIV-Stdmme wirksam sein kénnen. Die HIV-Typisierung kann
auch bei der Uberwachung therapeutischer Versuche und bei der Einteilung bestimmter Patienten fiir eine po-
tenzielle Behandlung wichtig sein. Ein weiteres Beispiel eines Virus, der eine schnelle Typisierung erfordert, ist
der Hepatitis C-Virus (HCV), um seine Quelle zu ermitteln, den Verlauf von HCV-Erkrankungen vorauszusagen
und eine geeignete Behandlung zu bestimmen. Ein Beispiel einer bakteriellen Genotypisierung ist die Typisie-
rung von Mycobakterium tuberculosis-Stammen flr epidemiologische Studien, um sie von Mycobacterium bo-
vis zu unterscheiden und Mehrfach-Arzneistoff-resistente Stdmme schnell nachzuweisen.

[0079] Die Erfindung wird nachstehend bezliglich einer ihrer Ausfihrungsformen veranschaulicht, und zwar
der Pferdegenetik und der mit Pferden zusammenhangenden Genetik. Da die fundamentalen Prinzipien der
Genetik ungeachtet der Art gelten, ist diese Veranschaulichung auch auf beliebige andere Arten, einschlief3lich
den Menschen, anwendbar. Der Fachmann muss deshalb nur die Verfahren der vorliegenden Erfindung direkt
zur Analyse von SNP's in einer beliebigen anderen Art anwenden und dadurch die endungsgemafe geneti-
sche Analyse durchfihren.

[0080] Nachdem die Erfindung allgemein beschrieben worden ist, wird die Erfindung durch Bezugnahme auf
die folgenden Beispiele der Isolierung und Analyse von Pferdepolymorphismen besser verstandlich, die ledig-
lich der Veranschaulichung dienen und nicht beschrankend aufzufassen sind.

Beispiel 1
Analyse eines Pferdepolymorphismus unter Verwendung markierter dNTP's und unmarkierter ddNTP's

[0081] Zur Ermittlung eines Pferde-Einzelnucleotidpolymorphismus wurden die folgenden Oligonucleotide
verwendet (p bezeichnet eine Phosphatgruppe):

#1654 SEQIDNO:1 5p-GTGGAGATCACAGACTGAAATATTG-p
#1112 SEQIDNO:2 AGTATAATAATCACAGTATGTTAGC
#1214 SEQIDNO:3 ACCTTCAAAACTCAACTCAGCTCTT

#1215 SEQIDNO4 TI'I'ACCAATGAGAAGGACATCTAAG

13/31



DE 695 31 542 T2 2004.06.24

[0082] Die Oligonucleotide #1654 und #1112 wurden in dem Festphasen-Verlangerungs/Ligationstest ver-
wendet. Die Oligonucleotide #1214 und #1215 waren die PCR-Primer, die zur Amplifizierung des gewilinschten
Fragments der genomischen Pferde-DNA verwendet wurden. Der PCR-Primer #1214 wurde an seinem 5'-En-
de durch die Einflihrung von vier Phosphorothioatbindungen modifiziert. Dies diente zum Schutz eines der
Strange des doppelstrangigen PCR-Produkts vor einer Hydrolyse durch T7-Gen 6-Exonuclease. Die Phospho-
rothioatbindungen befinden sich zwischen den unterstrichenen Resten der Sequenz.

PCR-Amplifizierung

[0083] Genomische Pferde-DNA war die DNA-Quelle in der PCR-Amplifizierungsreaktion. Die Reaktion wur-
de in einem Gesamtvolumen von 50 pl durchgefiihrt. Die Endkonzentration der PCR-Primer war 0,5 uM. Nach
einem anfanglichen zweiminutigen Denaturierungsschritt bei 95°C wurden 35 Zyklen durchgefuhrt, die jeweils
aus einer Denaturierung (1 min bei 95°C), einer Hybridisierung (2 min bei 60°C) und einer Verlangerung (3 min
bei 72°C) bestanden. Tag-DNA-Polymerase wurde von Perkin-Elmer bezogen und in einer Konzentration von
0,025 u/pl verwendet. Die Endzusammensetzung des PCR-Puffers war: 1,5 mM MgCl,, 50 mM KCI, 10 mM
Tris-HCI, pH 8,3 und 200 ug/ml BSA.

Herstellung einzelstrangiger PCR-Produkte

[0084] Um einen der Strange des doppelstrangigen PCR-Produkts vor einer Exonucleasehydrolyse zu schit-
zen, wurden wahrend der Synthese am 5'-Ende eines der PCR-Primer (#1214) vier Phosphorothioatbindungen
eingeflhrt. Zur Erzeugung eines einzelstrangigen PCR-Produkts wurde der PCR-Reaktion nach der PCR-Am-
plifizierung T7-Gen 6-Exonuclease bis zu einer Endkonzentration von 2 Einheiten/pl zugesetzt. Die Inkubation
wurde 1 Stunde bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die T7-Gen 6-Exonuclease stammte von USB und wurde
in einem vom Hersteller empfohlenen Puffer verdinnt.

Hybridisierung einzelstrangiger PCR-Fragmente an Oligonucleotide die in Mikrotiterplatten immobilisiert sind

[0085] Nach der Exonucleasebehandlung wurde dem Reaktionsgemisch ein gleiches Volumen an 3 M NaCl,
20 mM EDTA zugesetzt und 20 pl-Aliquots der resultierenden Lésung wurden in einzelne Wells Gberfihrt, die
das immobilisierte Oligonucleotid #1654 enthielten. Der Hybridisierungslésung wurden 1,5 pmol des Oligonu-
cleotidprimers #1112 zugesetzt. Die Hybridisierung wurde 30 min bei Raumtemperatur durchgefiihrt, worauf
mit TNTw gewaschen wurde.

Verlangerungs/Ligationsreaktion

[0086] Das Verlangerungs/Ligationsgemisch hatte die folgende Zusammensetzung: 20 mM Tris-HCI, pH 7,5;
10 mM MgCl,; 256 mM NaCl; 1 mM ATP; 0,65 Einheiten/Well Sequenase und 0,4 Einheiten/Well T4-DNA-Liga-
se. Daruber hinaus enthielten einige der Wells 30 uM Biotin-14-dCTP (von GIBCO-BRL bezogen) und jeweils
30 uM der anderen ddNTP's. Andere Wells enthielten 30 uM Biotin-dCTP (GIBCO-BRL) und jeweils 30 uM der
anderen ddNTP's. Die Verlangerungs/Ligationsreaktion wurde dann 15 min bei Raumtemperatur ablaufen ge-
lassen und anschlieBend wurden die Wells mit 0,1 N NaOH gewaschen, um alle Molekile zu entfernen, die
nicht kovalent an das immobilisierte Oligonucleotid gebunden waren. Die Wells wurden anschlieend mit einer
1 : 1200-Verdinnung von Antibiotin-Meerrettichperoxidase-Konjugat (Vector-Laboratories) in TNTw, das 1%
BSA enthielt, 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Platte wurde sechsmal mit TNTw gewaschen und an-
schlieRend wurde eine Losung von 0,1 M Zitratpuffer, pH 4,5, zugesetzt, die 1 mg/ml o-Phenylendiamin (OPD)
und 0,012% H,0, enthielt. Die Platte wurde sofort in einem Plattenlesegerat ausgelesen und die Farbentwick-
lung wurde 2 min bei 450 nm verfolgt. Die Ergebnisse (ausgedriickt als mOD/min), die fir drei verschiedene
Pferde erhalten wurden, sind in der Tabelle 1 zusammengefasst.

Tabelle 1
Pferd Nr. A-Signal C-Signal T-Signal
1534 04 382,1 1,7
866 0,3 302,0 96,8
527 0,2 0,9 161,9
keine DNA 0,3 0,5 0,3
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[0087] Die Ergebnisse in der Tabelle 1 zeigen, dass flir diese polymorphe Stelle das Pferd #1534 ein C-Ho-
mozygot, das Pferd #866 ein CT-Heterozygot und das Pferd #527 ein T-Homozygot ist.

Beispiel 2

Ligase/Polymerase-vermittelte genetische Bit™-Analyse eines Einzelnucleotidpolymorphismus unter Verwen-
dung unmarkierter dNTP's, ddNTP's und eines markierten Oligonucleotid-Linkermolekuls

[0088] Es wurden folgende Oligonucleotide verwendet (FI bezeichnet einen Fluoresceinrest):

#1401 SEQIDNO:5 5-TTCTCCCAGTGGCACAGTAAAATT-Fl-

#713- 1' SEQ ID NO:6 5‘-GCT|'CTACATI'CATT'ITCTI'GTI’CT

#1376 SEQ D N07 5'-AAI T IACTGTGCCACTGGGAGAAQA
GAACAAGAAAATGAATGTAGAAGC

[0089] In diesem Experiment wurde das Oligonucleotid #1376 als synthetisches Templat verwendet, das so-
wohl an den Oligonucleotid-Primer #713-1 als auch an das markierte Linkermolekul #1401 hybridisieren soll.
Die unterstrichene Base in der Sequenz von #1376 dient als Einzelnucleotidpolymorphismus-Modell.

[0090] Der Oligonucleotid-Primer #713-1 wurde in den Wells einer 96-Well-Polystyrolplatte (Immulon 4, Dy-
natech) immobilisiert. Er wurde an das synthetische Templatmolekil #1376 in Gegenwart des markierten Oli-
gonucleotids #1401 hybridisiert. Es wurden die folgenden Mengen an #1376 verwendet: 250 und 500 fmol pro
Well. Das Oligonucleotid #1401 wurde im Uberschuss (1,5 pmol pro Well) verwendet. Die Hybridisierung wurde
so durchgefihrt, wie es vorstehend im Beispiel 1 beschrieben worden ist. Die Platte wurde gewaschen und die
Verlangerungs/Ligationsreaktion wurde wie vorstehend beschrieben durchgefihrt, jedoch ausschlief3lich in
Gegenwart unmarkierter Nucleotide, und zwar alle bei einer Konzentration von 30 yM. Die folgenden vier Nu-
cleotidgemische wurden verwendet: dATP plus ddGTP, ddCTP und ddTTP; dCTP plus ddATP, ddGTP und
ddTTP; dGTP plus ddATP, ddCTP und ddTTP; und dTTP plus ddATP, ddGTP und ddCTP. Nach der Verlange-
rungs/Ligationsreaktion wurde die Platte mit 0,1 N NaOH gewaschen, um alle Molekiile zu entfernen, die nicht
kovalent an das immobilisierte Oligonucleotid gebunden sind. Die Gegenwart von Fluorescein in den Wells
wurde dann unter Verwendung eines Antifluorescein-Meerrettichperoxidase-Konjugats (DuPont) bei einer Ver-
dinnung von 1 : 500 in TNTw, das 1% BSA enthielt, 30 min bei Raumtemperatur nachgewiesen. Der Enzym-
nachweis wurde so durchgefiihrt, wie es im Beispiel 1 beschrieben ist. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 2
zusammengefasst.

Tabelle 2
Templat A-Signal C-Signal G-Signal T-Signal
250 fmol 25,0 26,5 185,3 23,5
500 fmol 50,0 43,5 380,6 42,6

[0091] Als Kontrolle wurde eine entsprechende Reaktion durchgefiihrt, jedoch wurde die Polymerase im Ver-
langerungsgemisch weggelassen. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 3 angegeben.

Tabelle 3
Templat A-Signal C-Signal G-Signal T-Signal
250 fmol 33,5 30,8 35,8 32,5
500 fmol 55,5 60,6 60,3 55,1

[0092] Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass es sich bei der polymorphen Base um C handelte.
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Beispiel 3
Analyse eines Pferde-Polymorphismus unter Verwendung eines markierten dNTP's und unmarkierter dNTP's

[0093] Zur Ermittlung eines bestimmten Pferde-Polymorphismus wurden zwei Oligonucleotide synthetisiert.
Die Molekile hatten die Sequenzen:

#1357 SEQIDNO:8 5‘-PCTCCCAGTGGCACAGTAAAATTGGTP
(,Linker")

# 713 SEQIDNO:S 5'-T'I'CTACA'ITCATI'ITCTTGTTCTGT
(,Primer®)

[0094] Das Oligonucleotid #1357 war sowohl an seiner 3'-Endgruppe als auch an seiner 5'-Endgruppe phos-
phoryliert. Das Oligonucleotid #713 wies keine endstandigen Phosphatgruppen auf.

[0095] Das Oligonucleotid #1357 wurde an die Wells einer 96-Well-Polystyrolplatte unter Verwendung von
N-Ethyl-N'-(3-dimethylamino)propylcarbodiimid-hydrochlorid (EDC) gebunden. Nach dem Waschen zum Ent-
fernen von nicht-gebundenem Material wurden etwa 250 fmol einer amplifizierten 55 bp-Pferdegenomsequenz
zugesetzt. Die Pferdesequenz wurde mittels PCR aus genomischer Pferde-DNA erzeugt. Das amplifizierte
Produkt enthielt die folgende Sequenz:

SEQ ID NO:10 5-ACCAATTI TACTGTGCCACTGGGA
GAACAGAACAAGAAAATGAATGT
TAGAAGCAT

[0096] Die Hybridisierung wurde 30 min bei Raumtemperaturin 1,5 M NaCl, 10 mM EDTA durchgefiihrt. Wah-
rend des Hybridisierungsschritts war auch 1 pmol des zweiten Oligonucleotids (#713) anwesend. Beide Oligo-
nucleotide (#713 und #1357) hybridisieren an das PCR-Produkt, wobei zwischen dem 3'-Ende von #713 und
dem 5'-Ende von #1357 ein Zwischenraum von genau einer Base erhalten wurde, die sich gegeniber dem
Rest A26 in der SEQ ID NO: 10 befindet.

[0097] Nach dem Hybridisierungsschritt wurde die Platte gewaschen und die Wells, die den Hybridisierungs-
komplex enthielten, wurden mit dem Verlangerungs-Ligations-Gemisch mit der folgenden Zusammensetzung
inkubiert: 20 mM Tris-HCI, pH 7,5; 10 mM MgCl,; 25 mM NaCl; 10 mM DTT; 1 mM ATP; 0,65 Einheiten (pro
Well) Sequenase™; 0,4 Einheiten (pro Well) T4-DNA-Ligase.

[0098] Darlber hinaus enthielten einige der Wells 30 uM Biotin-14-dATP (von GIBCO-BRL bezogen) und je-
weils 30 pM jedes der drei anderen dNTP's. Andere Wells enthielten 30 uM Biotin-21-dUTP (von Clontech be-
zogen) und 30 pM der drei anderen dNTP's. Die Verlangerungs-Ligations-Reaktion wurde 15 min bei Raum-
temperatur ablaufen gelassen. Die Wells wurden mit 1 N NaOH gewaschen und dann mit einer Verdinnung
eines Antibiotin-Meerrettichperoxidase-Konjugats inkubiert. Nach dem Waschen wurde die Gegenwart des En-
zyms unter Verwendung von H,O, und o-Phenylendiamin-hydrochlorid und eines Mikroplattenlesegerats im Ki-
netikmodus nachgewiesen. Wells, die biotinyliertes dTTP enthielten, ergaben Werte von 168 mOD/min. Wells,
die biotinyliertes dATP enthielten, ergaben Werte von 7,8 mOD/min. Folglich ist der Zwischenraum zwischen
den beiden Oligonucleotiden mit einem markierten T gefiillt worden, wodurch die Base des gegeniberliegen-
den Strangs als A identifiziert worden ist.

[0099] Wahrend die Erfindung im Zusammenhang mit speziellen Ausfihrungsformen beschrieben worden ist,
sollte beachtet werden, dass sie weiter modifiziert werden kann und dass diese Anmeldung jegliche Variatio-
nen, Anwendungen oder Anpassungen der Erfindung umfassen soll, die allgemein den Prinzipien der Erfin-
dung entsprechen und Abweichungen von der vorliegenden Offenbarung umfassen, die in die bekannte oder
gewohnliche Praxis innerhalb des Fachgebiets fallen, zu dem die Erfindung gehért, und die auf die wesentli-
chen Merkmale angewandt werden kdnnen, die vorstehend erldutert worden sind und die sich aus den beige-
fugten Anspriichen ergeben.
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SEQUENZPROTOKOLL

(1) ALLGEMEINE ANGABEN
() ANMELDER: ORCHID BIOSCIENCES, INC.

(i) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: LIGASE/POLYMERASE-VERMITTELTE
GENETISCHE BITANALYSE VON EINZELNUCLEOTID-POLYMORPHISMEN UND DEREN
VERWENDUNG IN DER GENETISCHEN ANALYSE

(i) ANZAHL DER SEQUENZEN: 10
(v) COMPUTERLESBARE FASSUNG:
(A) DATENTRAGER: Diskette
(B) COMPUTER: IBM-PC-kompatibel
(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: Patentin 1.0, Version 1.25
(2) ANGABEN zZU SEQ ID NO:1:
(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 25 Basenpaare
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(i) MOLEKULART: DNA (genomisch)
(i) HYPOTHETISCH: NEIN

(iv) ANTISENSE: NEIN

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT:
(A) ORGANISMUS: Equus caballus

(xiy SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:1:
GTGGAGATCA CAGACTGAAA TATTG 25

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO:2:
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(i)

(if)

(iii)

(iv)

(vi)

(xi)
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SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 25 Basenpaare
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
MOLEKULART: DNA (genomisch)
HYPOTHETISCH: NEIN

ANTISENSE: NEIN

URSPRUNGLICHE HERKUNFT:
(A) ORGANISMUS: Equus caballus

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:2:

AGTATAATAA TCACAGTATG TTAGC

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO:3:

(i)

(ii)

(i)

(iv)

(vi)

(xi)

SEQUENZKENNZEICHEN:

(A) LANGE: 25 Basenpaare

(B) ART: Nucleinsdure

(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
MOLEKULART: DNA (genomisch)
HYPOTHETISCH: NEIN

ANTISENSE: NEIN

URSPRUNGLICHE HERKUNFT:
(A) ORGANISMUS: Equus caballus

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:3:
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ACCTTCAAAA CTCAACTCAG CTCTT

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO:4:

(i)

(ii)

(i)

(iv)

(vi)

(xi)

SEQUENZKENNZEICHEN:

(A) LANGE: 25 Basenpaare

(B) ART: Nucleinsaure

(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
MOLEKULART: DNA (genomisch)
HYPOTHETISCH: NEIN

ANTISENSE: NEIN

URSPRUNGLICHE HERKUNFT:
(A) ORGANISMUS: Equus caballus

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:4:

TTTACCAATG AGAAGGACAT CTAAG

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO:5:

(i)

(if)

(iif)

(iv)

(vi)

SEQUENZKENNZEICHEN:

(A) LANGE: 25 Basenpaare

(B) ART: Nucleinsaure

(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
MOLEKULART: DNA (genomisch)
HYPOTHETISCH: NEIN

ANTISENSE: NEIN

URSPRUNGLICHE HERKUNFT:
(A) ORGANISMUS: Equus caballus
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:5:
TTCTCCCAGT GGCACAGTAA AATTG
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO:6:
(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 25 Basenpaare
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(i) MOLEKULART: DNA (genomisch)
(i) HYPOTHETISCH: NEIN

(iv) ANTISENSE: NEIN

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT:
(A) ORGANISMUS: Equus caballus

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:6:
GCTTCTACAT TCATTTTCTT GTTCT
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO:7:
() SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 50 Basenpaare
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(i) MOLEKULART: DNA (genomisch)

(i) HYPOTHETISCH: NEIN

(iv) ANTISENSE: NEIN
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(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT:
(A) ORGANISMUS: Equus caballus

(xi)y SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:7:
AATTTTACTG TGCCACTGGG AGAACAGAAC AAGAAAATGA ATGTAGAAGC 50
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO:8:
(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 25 Basenpaare
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(i) MOLEKULART: DNA (genomisch)
(iif) HYPOTHETISCH: NEIN

(iv) ANTISENSE: NEIN

(vi) ' URSPRUNGLICHE HERKUNFT:
(A) ORGANISMUS: Equus caballus

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:8:
CTCCCAGTGG CACAGTAAAA TTGGT 25
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO:9:
(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 25 Basenpaare
(B) ART: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang

(D) TOPOLOGIE: linear

(i) MOLEKULART: DNA (genomisch)
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(iv)

(vi)

(xi)
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HYPOTHETISCH: NEIN

ANTISENSE: NEIN

URSPRUNGLICHE HERKUNFT:
(A) ORGANISMUS: Equus caballus

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:9:

TTCTACATTC ATTTTCTTGT TCTGT

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO:10:

(i)

(ii)

(iii)

(iv)

(vi)

(xi)

ACCAATTTTA CTGTGCCACT GGGAGAACAG AACAAGAAAA TGAATGTTAG
AAGCAT

1. Ein Verfahren zur Bestimmung der Identitat eines Nucleotids, das an einer vorausgewahlten Einzelnuc-
leotid-Langstelle in einem einzelstrangigen Ziel-Nucleinsduremolekil vorliegt, wobei in dem Verfahren ein Satz
von Oligonucleotiden eingesetzt wird, der aus zwei Oligonucleotiden besteht, die an das Ziel hybridisierbar sind

SEQUENZKENNZEICHEN:

(A) LANGE: 56 Basenpaare

(B) ART: Nucleinsaure

(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
MOLEKULART: DNA (genomisch)
HYPOTHETISCH: NEIN

ANTISENSE: NEIN

URSPRUNGLICHE HERKUNFT:
(A) ORGANISMUS: Equus caballus

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:10:

Patentanspriiche

und wobei das Verfahren die Schritte umfasst:

A) Immobilisieren eines ersten Oligonucleotids des Satzes von Oligonucleotiden, wobei das erste Oligonucle-
otid ein Primer-Oligonucleotid oder ein Linker-Oligonucleotid ist, an einem Trager, wobei das erste Oligonuc-
leotid eine Nucleotidsequenz aufweist, die zu der einer ersten Region des Zielmolekuls komplementar ist und
an die erste Region des Zielmolekiils derart hybridisieren kann, dass eine Endgruppe des hybridisierten ersten

Oligonucleotids unmittelbar an die vorausgewahlte Stelle angrenzt,

B) Inkubieren des immobilisierten ersten Oligonucleotids in Gegenwart des Zielmolekuls und ferner in Gegen-
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wart eines markierten oder unmarkierten zweiten Oligonucleotids des Satzes von Oligonucleotiden, wobei das
zweite Oligonucleotid ein Primer-Oligonucleotid ist, wenn das erste Oligonucleotid ein Linker-Oligonucleotid
ist, oder ein Linker-Oligonucleotid ist, wenn das erste Oligonucleotid ein Primer-Oligonucleotid ist, wobei das
zweite Oligonucleotid eine Sequenz aufweist, die zu der einer zweiten Region des Zielmolekuls komplementar
ist und an die zweite Region des Zielmolekdls hybridisieren kann, wobei die erste und die zweite Region durch
die vorausgewahlte Stelle voneinander getrennt sind, wobei die Inkubation unter Bedingungen stattfindet, die
ausreichend sind, um die Hybridisierung des ersten und des zweiten Oligonucleotids an das Zielmolekul zur
Bildung eines hybridisierten Produkts zu ermdglichen, bei dem das erste und das zweite Oligonucleotid durch
einen Zwischenraum eines einzelnen Nucleotids voneinander getrennt sind, wobei der Zwischenraum der vo-
rausgewahlten Stelle gegeniberliegt,

C) weiter Inkubieren des hybridisierten Produkts in Gegenwart einer Polymerase, einer Ligase und eines Nu-
cleosidtriphosphatgemischs, das eine Nucleosidtriphosphatverbindung enthalt, die zu dem Nucleotid der vor-
ausgewahlten Stelle komplementér ist und nachweisbar markiert ist, wenn das zweite Oligonucleotid unmar-
kiert ist, wobei das Gemisch aus einer Desoxynucleosidtriphosphatverbindung und drei Didesoxynucleosidtri-
phosphatverbindungen zusammengesetzt ist, so dass ungeachtet der Identitat des Nucleotids der vorausge-
wahlten Stelle eine templatabhangige, Polymerase-vermittelte Verlangerungsreaktion stattfinden wird, die
dazu fuhrt, dass eine Nucleosidtriphosphatverbindung des Nucleosidtriphosphatgemischs, die zu dem Nucle-
otid der vorausgewahlten Stelle komplementar ist, unabhangig davon, ob das erste oder das zweite Oligonu-
cleotid das Primer-Oligonucleotid ist, an der 3'-Endgruppe eingebaut wird, wobei die Inkubation unter Bedin-
gungen stattfindet, die ausreichend sind, so dass der templatabhangige, Polymerase-vermittelte Einbau statt-
findet, und dadurch der Zwischenraum zwischen den hybridisierten Oligonucleotiden gefillt und ein Anstof3en
der Oligonucleotide verursacht wird,

D) Ligierenlassen der anstoflenden ersten und zweiten hybridisierten Oligonucleotide durch die Ligase,

E) weiter Inkubieren des immobilisierten ersten Oligonucleotids unter Bedingungen, die ausreichend sind, so
dass jegliches nicht-kovalent gebundene Ziel oder zweite Oligonucleotid davon getrennt wird, und

F) Bestimmen, ob das immobilisierte erste Oligonucleotid von Schritt E markiert worden ist, wobei die Gegen-
wart eines immobilisierten markierten Oligonucleotids zeigt, dass die Identitdt des Nucleotids der vorausge-
wahlten Stelle zu dem Desoxynucleosidtriphosphat des Desoxynucleosidtriphosphatgemischs komplementar
ist.

2. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem das erste und das zweite Oligonucleotid und das Zielmolekiil
DNA-Molekiile sind.

3. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem das erste und das zweite Oligonucleotid und das Zielmolekiil
RNA-Molekiile sind.

4. Verfahren nach Anspruch 3, bei dem die Polymerase reverse Transkriptase und die Ligase RNA-Ligase
ist.

5. Verfahren nach Anspruch 2, bei dem in Schritt A das erste Oligonucleotid ein Linker-Oligonucleotid ist
und bei dem die 3'-Endgrupe des ersten Oligonucleotids an dem Trager immobilisiert ist, und bei dem in Schritt
C die Bedingungen den Einbau des Nucleosidtriphosphats an der 3'-Endgruppe des zweiten hybridisierten Oli-
gonucleotids ermdglichen, wobei das zweite Oligonucleotid ein Primer-Oligonucleotid ist.

6. Verfahren nach Anspruch 2, bei dem in Schritt C das Desoxynucleotidtriphosphat nachweisbar markiert
ist.

7. Verfahren nach Anspruch 6, bei dem der nachweisbare Marker ein Enzymmarker, ein Fluoreszenzmar-
ker, ein Radioisotopenmarker oder ein Chemilumineszenzmarker ist.

8. Verfahren nach Anspruch 6, bei dem in Schritt F die Identitat des Nucleotids der vonausgewahlten Stelle
durch Nachweisen des immobilisierten Markers des Nucleotids bestimmt wird.

9. Verfahren nach Anspruch 2, bei dem das zweite Oligonucleotid ein Primer-Oligonucleotid ist und bei
dem in Schritt B das zweite Oligonucleotid nachweisbar markiert ist und alte Nucleosidtriphosphate unmarkiert
sind.

10. Verfahren nach Anspruch 9, bei dem der nachweisbare Marker ein Enzymmarker, ein Fluoreszenzmar-
ker, ein Radioisotopenmarker oder ein Chemilumineszenzmarker ist.
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11. Verfahren nach Anspruch 9, bei dem in Schritt F die Identitat des Nucleotids der vorausgewahlten Stelle
aus dem in Schritt C verwendeten Gemisch aus Desoxynucleotid- und Didesoxynucleotidtriphosphaten abge-
leitet wird.

12. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem das erste Oligonucleotid ein Primer-Oligonucleotid ist und bei dem
in Schritt A die 5'-Endgrupe des ersten Oligonucleotids an dem Trager immobilisiert ist, und bei dem in Schritt
C die Bedingungen den Einbau des Nucleosidtriphosphats an der 3'-Endgruppe des immobilisierten Oligonu-
cleotids ermoglichen.

13. Verfahren nach Anspruch 12, bei dem das zweite Oligonucleotid ein Linker-Oligonucleotid ist und bei
dem das zweite Oligonucleotid an seinem 3'-Ende nachweisbar markiert ist.

14. Verfahren nach Anspruch 13, bei dem in Schritt F die Identitdt des Nucleotids der vorausgewahlten
Stelle aus dem in Schritt C verwendeten Gemisch aus Desoxynucleotid- und Didesoxynucleotidtriphosphaten
abgeleitet wird.

15. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem das Zielmolekil einen Polymorphismus enthalt und die voraus-
gewabhlte Stelle das variable Nucleotid des Polymorphismus enthalt.

16. Verfahren nach Anspruch 15, bei dem das Zielmolekdl von einem Tier erhalten wird, das aus der Grup-
pe bestehend aus einem Pferd, einem Schaf, einem Rind, einem Hund, einer Katze und einem Menschen aus-
gewabhlt ist.

17. Verfahren nach Anspruch 15, bei dem das Zielmolekdl in vitro von einer Nucleinsaure eines Tieres am-
plifiziert wird.

18. Verfahren nach Anspruch 17, bei dem das Tier aus der Gruppe bestehend aus einem Pferd, einem
Schaf, einem Rind, einem Hund, einer Katze und einem Menschen ausgewahlt ist.

19. Verfahren nach Anspruch 15, bei dem das Zielmolekil von einer Pflanze erhalten wird.

20. Verfahren nach Anspruch 15, bei dem das Zielmolekul in vitro von einer Nucleinsaure einer Pflanze am-
plifiziert wird.

21. Verfahren nach Anspruch 15, bei dem das Zielmolekul von einem Virus, einem Bakterium, einer Hefe
oder einem Pilz erhalten wird.

22. Verfahren nach Anspruch 15, bei dem das Zielmolekul in vitro von einer Nucleinsaure eines Virus, eines
Bakteriums, einer Hefe oder eines Pilzes amplifiziert wird.

23. Ein Verfahren zur Bestimmung der Identitat eines Nucleotids, das an einer vorausgewahlten Einzelnu-
cleotid-Langstelle in einem einzelstrangigen Ziel-Nucleinsauremolekil vorliegt, wobei in dem Verfahren ein
Satz von Oligonucleotiden eingesetzt wird, der aus zwei Oligonucleotiden besteht, die an das Ziel hybridisier-
bar sind und wobei das Verfahren die Schritte umfasst:

A) Inkubieren des Zielmolekils in Gegenwart eines ersten Oligonucleotids des Satzes von Oligonucleotiden,
wobei das erste Oligonucleotid ein Primer-Oligonucleotid oder ein Linker-Oligonucleotid ist, wobei das erste
Oligonucleotid einen gebundenen Liganden enthalt, der aus der Gruppe bestehend aus Biotin und Fluorescein
ausgewahlt ist, wobei das erste Oligonucleotid eine Nucleotidsequenz aufweist, die zu der einer ersten Region
des Zielmolekiils komplementar ist und an die erste Region des Zielmolekils derart hybridisieren kann, dass
eine Endgruppe des hybridisierten ersten Oligonucleotids unmittelbar an die vorausgewahlte Stelle angrenzt,
B) weiter Inkubieren des bereitgestellten ersten Oligonucleotids und des Zielmolekiils in Gegenwart eines mar-
kierten oder unmarkierten zweiten Oligonucleotids des Satzes von Oligonucleotiden, wobei das zweite Oligo-
nucleotid ein Primer-Oligonucleotid ist, wenn das erste Oligonucleotid ein Linker-Oligonucleotid ist, oder ein
Linker-Oligonucleotid ist, wenn das erste Oligonucleotid ein Primer-Oligonucleotid ist, wobei das zweite Oligo-
nucleotid eine Sequenz aufweist, die zu der einer zweiten Region des Zielmolekils komplementar ist und an
die zweite Region des Zielmolekils hybridisieren kann, wobei die erste und die zweite Region durch die vor-
ausgewahlte Stelle voneinander getrennt sind, wobei die Inkubation unter Bedingungen stattfindet, die ausrei-
chend sind, um die Hybridisierung des ersten und des zweiten Oligonucleotids an das Zielmolekul zur Bildung
eines hybridisierten Produkts zu ermoglichen, bei dem das erste und das zweite Oligonucleotid durch einen
Zwischenraum eines einzelnen Nucleotids voneinander getrennt sind, wobei der Zwischenraum der vorausge-
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wahlten Stelle gegeniberliegt,

C) weiter Inkubieren des hybridisierten Produkts in Gegenwart einer Polymerase, einer Ligase und eines Nu-
cleosidtriphosphatgemischs, das eine Nucleosidtriphosphatverbindung enthalt, die zu dem Nucleotid der vor-
ausgewahlten Stelle komplementér ist und nachweisbar markiert ist, wenn das zweite Oligonucleotid unmar-
kiert ist, wobei das Gemisch aus einer Desoxynucleosidtriphosphatverbindung und drei Didesoxynucleosidtri-
phosphatverbindungen zusammengesetzt ist, so dass ungeachtet der Identitat des Nucleotids der vorausge-
wahlten Stelle eine templatabhangige, Polymerase-vermittelte Verlangerungsreaktion stattfinden wird, die
dazu fuhrt, dass eine Nucleosidtriphosphatverbindung des Nucleosidtriphosphatgemischs, die zu dem Nucle-
otid der vorausgewahlten Stelle komplementar ist, unabhangig davon, ob das erste oder das zweite Oligonu-
cleotid das Primer-Oligonucleotid ist, an der 3'-Endgruppe eingebaut wird, wobei die Inkubation unter Bedin-
gungen stattfindet, die ausreichend sind, so dass der templatabhangige, Polymerase-vermittelte Einbau statt-
findet, und dadurch der Zwischenraum zwischen den hybridisierten Oligonucleotiden gefillt und ein Anstof3en
der Oligonucleotide verursacht wird,

D) Ligierenlassen der anstoRenden ersten und zweiten hybridisierten Oligonucleotide durch die Ligase, so
dass ein Ligationsprodukt des ersten und des zweiten Oligonucleotids gebildet wird,

E) Einfangen des Ligationsprodukts des ersten und des zweiten Oligonucleotids auf einem Trager unter Ver-
wendung des Liganden und weiter Inkubieren des bereitgestellten ersten Oligonucleotids unter Bedingungen,
die ausreichend sind, so dass jegliches nicht-kovalent gebundene Ziel oder zweite Oligonucleotid von der In-
kubation entfernt wird, und

F) Bestimmen, ob das immobilisierte erste Oligonucleotid von Schritt E markiert worden ist, wobei die Gegen-
wart eines immobilisierten markierten Oligonucleotids zeigt, dass die Identitdt des Nucleotids der vorausge-
wahlten Stelle zu dem Desoxynucleosidtriphosphat des Desoxynucleosidtriphosphatgemischs komplementar
ist.

24. Ein Verfahren zur Bestimmung der Identitat eines Nucleotids, das an einer vorausgewahlten Einzelnu-
cleotid-Langstelle in einem einzelstrangigen Ziel-Nucleinsauremolekiil vorliegt, wobei in dem Verfahren ein
Satz von Oligonucleotiden eingesetzt wird, der aus zwei Oligonucleotiden besteht, die an das Ziel hybridisier-
bar sind und wobei das Verfahren die Schritte umfasst:

A) Inkubieren des Zielmolekils in Gegenwart eines ersten Oligonucleotids des Satzes von Oligonucleotiden,
wobei das erste Oligonucleotid ein Primer-Oligonucleotid oder ein Linker-Oligonucleotid ist, wobei das erste
Oligonucleotid mit einem Liganden markiert ist, der aus der Gruppe bestehend aus Biotin und Fluorescein aus-
gewabhlt ist, wobei das erste Oligonucleotid eine Nucleotidsequenz aufweist, die zu der einer ersten Region des
Zielmolekils komplementar ist und an die erste Region des Zielmolekils derart hybridisieren kann, dass eine
Endgruppe des hybridisierten ersten Oligonucleotids unmittelbar an die vorausgewahlte Stelle angrenzt,

B) weiter Inkubieren des bereitgestellten ersten Oligonucleotids und des Zielmolekiils in Gegenwart eines
zweiten Oligonucleotids des Satzes von Oligonucleotiden, wobei das zweite Oligonucleotid ein Primer-Oligo-
nucleotid ist, wenn das erste Oligonucleotid ein Linker-Oligonucleotid ist, oder ein Linker-Oligonucleotid ist,
wenn das erste Oligonucleotid ein Primer-Oligonucleotid ist, wobei das zweite Oligonucleotid eine Sequenz
aufweist, die zu der einer zweiten Region des Zielmolekils komplementar ist und an die zweite Region des
Zielmolekiils hybridisieren kann, wobei die erste und die zweite Region durch die vorausgewahlte Stelle von-
einander getrennt sind, wobei die Inkubation unter Bedingungen stattfindet, die ausreichend sind, um die Hy-
bridisierung des ersten und des zweiten Oligonucleotids an das Zielmolekil zur Bildung eines hybridisierten
Produkts zu ermoglichen, bei dem das erste und das zweite Oligonucleotid durch einen Zwischenraum eines
einzelnen Nucleotids voneinander getrennt sind, wobei der Zwischenraum der vorausgewahlten Stelle gegen-
Uberliegt,

C) weiter Inkubieren des hybridisierten Produkts in Gegenwart einer Polymerase, einer Ligase und eines Nu-
cleosidtriphosphatgemischs, das eine Nucleosidtriphosphatverbindung enthalt, die zu dem Nucleotid der vor-
ausgewahlten Stelle komplementér ist und nachweisbar markiert ist, wenn das zweite Oligonucleotid unmar-
kiert ist, wobei das Gemisch aus einer Desoxynucleosidtriphosphatverbindung und drei Didesoxynucleosidtri-
phosphatverbindungen zusammengesetzt ist, so dass ungeachtet der Identitat des Nucleotids der vorausge-
wahlten Stelle eine templatabhangige, Polymerase-vermittelte Verlangerungsreaktion stattfinden wird, die
dazu fuhrt, dass eine Nucleosidtriphosphatverbindung des Nucleosidtriphosphatgemischs, die zu dem Nucle-
otid der vorausgewahlten Stelle komplementar ist, unabhangig davon, ob das erste oder das zweite Oligonu-
cleotid das Primer-Oligonucleotid ist, an der 3'-Endgruppe eingebaut wird, wobei die Inkubation unter Bedin-
gungen stattfindet, die ausreichend sind, so dass der templatabhangige, Polymerase-vermittelte Einbau statt-
findet, und dadurch der Zwischenraum zwischen den hybridisierten Oligonucleotiden gefillt und ein Anstof3en
der Oligonucleotide verursacht wird.

D) Ligierenlassen der anstoRenden ersten und zweiten hybridisierten Oligonucleotide durch die Ligase, so
dass ein Ligationsprodukt des ersten und des zweiten Oligonucleotids gebildet wird,

E) weiter Inkubieren des bereitgestellten ersten Oligonucleotids unter Bedingungen, die ausreichend sind, so
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dass jegliches nicht-kovalent gebundene Ziel oder zweite Oligonucleotid davon getrennt wird und die ligierten
Oligonucleotide in Lésung gehalten werden,

F) Bestimmen, ob das erste Oligonucleotid von Schritt E markiert worden ist, wobei die Gegenwart eines mar-
kierten Oligonucleotids zeigt, dass die Identitat des Nucleotids der vorausgewahlten Stelle zu dem Desoxynu-
cleosidtriphosphat des Desoxynucleosidtriphosphatgemischs komplementar ist.

25. Ein Verfahren zur Bestimmung der Identitat eines Nucleotids, das an einer vorausgewahlten Einzelnu-
cleotid-Langstelle in einem einzelstrangigen Ziel-Nucleinsauremolekil vorliegt, wobei in dem Verfahren ein
Satz von Oligonucleotiden eingesetzt wird, der mindestens zwei Mitglieder hat, und zwar ein erstes und ein
zweites Oligonucleotid, die an das Ziel hybridisieren, und wobei das Verfahren die Schritte umfasst:

A) Inkubieren des Zielmolekdls in Gegenwart des Satzes von Oligonucleotiden, wobei das erste Oligonucleotid
des Satzes ein Primer-Oligonucleotid ist, das an eine erste Region des Zielmolekdls so hybridisiert, dass eine
3'-Endgruppe des hybridisierten ersten Oligonucleotids unmittelbar an die vorausgewahlte Stelle angrenzt, und
wobei das zweite Oligonucleotid des Satzes an eine zweite Region des Zielmolekiils so hybridisiert, dass die
5'-Endgruppe des hybridisierten zweiten Oligonucleotids durch eine einzelne Oligonucleotidliicke an der Posi-
tion der vorausgewahlten Stelle von der 3'-Endgruppe des ersten hybridisierten Oligonucleotids getrennt ist,
B) Inkubieren der hybridisierten Molekiile in Gegenwart einer Polymerase und eines Nucleosidtriphosphatge-
mischs, das aus Didesoxynucleosidtriphosphatverbindungen und einer Desoxynucleosidtriphosphatverbin-
dung zusammengesetzt ist, so dass ungeachtet der Identitat des Nucleotids der vorausgewahlten Stelle eine
templatabhangige, Polymerase-vermittelte Verlangerungsreaktion stattfinden wird, die dazu fihrt, dass eine
Nucleosidtriphosphatverbindung des Nucleosidtriphosphatgemischs, die zu dem Nucleotid der vorausgewahl-
ten Stelle komplementar ist, an der 3'-Endgruppe des hybridisierten ersten Oligonucleotids eingebaut wird und
dadurch der Zwischenraum zwischen dem hybridisierten ersten und zweiten Oligonucleotid gefiillt und ein An-
stoRen der Oligonucleotide verursacht wird.

C) Inkubieren der hybridisierten Molekiile in Gegenwart einer Ligase unter Bedingungen, die ausreichend sind,
so dass die Ligase anstoflende hybridisierte erste und zweite Oligonucleotide ligieren kann, so dass ein Liga-
tionsprodukt gebildet wird, wenn die Desoxynucleosidtriphosphatverbindung des Nucleosidtriphosphatge-
mischs an der 3'-Endgruppe des hybridisierten ersten Oligonucleotids eingebaut worden ist, und

D) Bestimmen, ob sich ein Ligationsprodukt gebildet hat.

26. Verfahren nach Anspruch 25, bei dem die Desoxynucleosidtriphosphatverbindung einen ersten Marker
enthalt.

27. Verfahren nach Anspruch 26, bei dem mindestens eines des ersten oder des zweiten Oligonucleotids
einen zweiten Marker enthalt.

28. Verfahren nach Anspruch 25, bei dem mindestens eines des ersten oder des zweiten Oligonucleotids
einen Marker enthalt.

29. Verfahren nach Anspruch 27, das zusatzlich die Schritte des Immobilisierens eingebauter Desoxynuc-
leotidverbindungen auf einem Trager mittels des ersten Markers und Inkubieren des Ligationsprodukts unter
Bedingungen umfasst, die ausreichend sind, von der Inkubation jegliches zweite Oligonucleotid zu entfernen,
das nicht an das erste Oligonucleotid ligiert ist.

30. Verfahren nach Anspruch 27, bei dem der Schritt (D) die Bestimmung umfasst, ob das Ligationsprodukt
immobilisiert worden ist.

31. Verfahren nach Anspruch 26, bei dem der erste Marker aus der Gruppe bestehend aus einem radioak-
tiven Marker, einem Fluoreszenzmarker, einem Biolumineszenzmarker, einem Chemilumineszenzmarker, ei-
nem Nucleinsdauremarker, einem Haptenmarker und einem Enzymmarker ausgewahlt ist.

32. Verfahren nach Anspruch 28, bei dem der Marker aus der Gruppe bestehend aus einem radioaktiven
Marker, einem Fluoreszenzmarker, einem Biolumineszenzmarker, einem Chemilumineszenzmarker, einem
Nucleinsauremarker, einem Haptenmarker und einem Enzymmarker ausgewahlt ist.

33. Verfahren nach Anspruch 30, bei dem der erste Marker aus der Gruppe bestehend aus einem Fluores-
zenzmarker, einem Nucleinsauremarker, einem Haptenmarker und einem Enzymmarker ausgewahlt ist.

34. Verfahren nach Anspruch 27, bei dem der zweite Marker ein nachweisbarer Marker ist, der aus der
Gruppe bestehend aus einem radioaktiven Marker, einem Fluoreszenzmarker, einem Biolumineszenzmarker,
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einem Chemilumineszenzmarker, einem Nucleinsduremarker, einem Haptenmarker und einem Enzymmarker
ausgewahlt ist.

35. Verfahren nach Anspruch 34, bei dem der zweite Marker Biotin ist.

36. Verfahren nach Anspruch 27, bei dem mindestens einer des ersten oder des zweiten Markers ein Flu-
oreszenzmarker ist.

37. Verfahren nach Anspruch 25, bei dem die Ligase eine thermostabile Ligase ist.

Es folgen 4 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

3 Linker

(77777777 7777777

Templat
3 .

S - o e o

3 Primer 5'

//////////////Af

bioti
77T
> E-"' T
[ 7777777777777774
6. / 3a X c
/ bnohn>=E Subsiraj — Farbe
77777777777 A

FIG. 1

28/31

7777777777778

J




DE 695 31 542 T2 2004.06.24

T Linker
////////////// /A

3
A

' . Templat
E 5 ]

2 P Dol

///////////f/////S

4 E———ﬁw—'—‘-*—lmonn
AN //A

X -biotin
3 5
E//////////[/////A

Substrat —>Farbe

)\
; X ulotm

3
///]f///////////x

FIG. 2

29/31




DE

NN

695 31 542 T2 2004.06.24

5' Primer

NN

LD

3 Templat
._'.._.]Il.ll
S

77777777

3'; '
SS RS s i
5 Linker n_gtlm

7777777777 A

3 -
5 XPJ_-L"":‘buotgn

NN DANAN

3
L LA

5 X Jonq;.m

V7 L

Substrat - Farbe
A

———X—biofin

5 3

LD

FIG. 3

30/31




DE 695 31 542 T2 2004.06.24

1 N

5

FITC———————F -
' 3 Linker Primer

5 Templat

S
Fch - T—IJ? | N L5|
3 Primer

- FITO PR
biotin

=<FITC ‘ X 3
biotin -

PPN A 4|

=< FITC— X \
. bioﬁn)--[g5
- Substrat — Farbe

L LA

NN

FIG. 4

31/31



	Titelseite
	Beschreibung
	Patentansprüche
	Anhängende Zeichnungen

