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Verfahren zum Analysieren von Proben mittels einer Hybridisierung

Die vorliegende Erfindung betrifft Verfahren zum Analysieren von Proben mittels Ligan-
denbindungsverfahren, Zielmolekiile, die in solchen Verfahren einsetzbar sind, und Kits
zur Bereitstellung solcher Zielmolekile und/oder Durchfiihrung der eingangs genannten
Verfahren.

Hintergrund der Erfindung

Nukleinsduren liegen normalerweise in Form doppelstrangiger Molekiile vor, die auch
als Heteroduplexe bezeichnet werden und aus zwei Nukleinsauremolekiilen zusam-
mengesetzt sind. Setzt man Duplexe einer Temperaturerh6hung aus, disoziieren sie in
zwei einzelstrangige Nukleinsduremolekule. Bei einer Erniedrigung der Temperatur
kénnen diese zu einem Heteroduplex reassozieren. Die Hinreaktion zu Duplexen be-
zeichnet man als Hybridisierung oder Rehybridisierung. Duplexe werden auch als Hyb-
ride bezeichnet.

Nukleinséuren sind Polymere der Nukleotide Adenin, Cytosin, Guanin, Thymin, Uracil,
Inosin (a, ¢, g, t, u, i), kiinstlicher oder modifizierter Nukleotide, die in dem Polymer wie
Perlen an einer Perlenkette aneinander gereiht sind. Die Abfolge der Nukleotide:in ei-

- nem Nukleinsduremolekdl ist fur das jeweilige Nukleinsduremolekiil spezifisch. Die Bil-

dung von Doppelstrangen erfolgt iiber Wasserstoff-Briickenbindungen, die zum Beispiel
zwischen Einzelnukleotiden a und t, sowie ¢ und g entstehen kénnen, wenn auf einem
Einzelstrang geniigend Nukleotide aufeinander folgen, die auf ein jeweiliges Gegen-
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nukleotid auf einem anderen Einzelstrang — und dort in der entspréchenden Reihenfol-
ge — treffen. In der Natur kommen Nukleinsduren in Form solcher zueinander komple-
mentérer Einzelstréange als Doppelstrang vor.

Haufig steht man vor dem Problem, dass das Vorhandensein einer bestimmten Nuk-
leins&ure in einem Reaktionsgemisch oder einer biologischen Probe (im Folgenden un-
ter dem Begriff ,Reaktionsgemisch” zusammengefasst) nachgewiesen werden soll. Dies
geschieht in der Regel durch den Einsatz von Fangermolekiilen, die einzelstrangige
Nukleinsduren aufweisen, die mit einem einzelstrangigen oder partiell einstrangigien
Nukleinsduremolekl, im Folgenden Zielmolekiil genannt, zu Duplexen hybridiseren,
und der Nachweis des Duplexes erlaubt eine Aussage iber das Vorhandensein des
Zielmolekiils. Da auf Nukleinsduren bestimmte Sequenzen mehrmals vorkommen kén-
nen bzw. mehrmals vorkommen, wird das Féngermolekiil so ausgewahlt, das es vor-
zugsweise mit einer Zielsequenz reagiert, die einen Abschnitt der Gesamtsequenz der
nachzuweisenden Nukleinséure darstellt und fir diese moglichst spezifisch ist. Dabei
versucht man in der Regel eine groBtmdogliche Stringenz der Fanger-Zielsequenz-
Hybride bzw. Duplexe und eine gréRtmogliche Spezifitat bzw. Einzigartigkeit der Zielse-
quenz fur die betreffende Nukleinsaure zu gewahrleisten.

Das Nachweisen von Nukleinsduren mittels Fanger-Zielsequenz-Hybriden ist seit lan-
gem bekannt. Es hat sich aus dem sogenannten Southern-Blot tiber viele Varianten bis
hin zu Oligonukleotid-Chips oder DNA-Mikroarrays entwickélt, bei denen auf wenigen
cm? Tausende von Oligonukleotidsequenzen als Spots raumlich separiert an einer fes-
ten Phase vorgesehen sind und als Féangermolekile fungieren. Viele dieser Spots er-
mdglichen zeitlich parallel eine qualitative und im begrenzten Umfang quantitative Ant-
wort auf An- oder Abwesenheit bestimmter Sequenzen in einem Reaktionsgemisch. Es
gibt darlber hinaus eine Vielzahl von Variationen des Fangerzielsequenzhybridnach-
weisprinzips, die der Fachwelt allgemein bekannt sind. |

Um einen Nachweis eines Fangerzielsequenzhybrides zu ermdglichen, braucht man
hierfiir eine hinreichende Menge nachweisbarer Hybride.

Haufig ist man mit geringen Probenmengen konfrontiert, die mittels einer PCR-Reaktion
in mehreren Zyklen amplifiziet werden missen. Jeder Zyklus einer PCR-Reaktion
gleicht einem Kopiervorgang, wobei die Anzahl der Kopien mit jedem Schritt exponen-
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tiell zunimmt. Jeder Schritt kostet Zeit und Material und je weiter der Kopiervorgang
fortgeschritten ist, desto fehlerhafter konnen die Kopien ausfallen.

Je weniger Zyklen erforderlich sind, um eine nachweisbare Probenmenge zu erzeugen,
desto glinstiger und verlasslicher wird darum das mit einer so aufbereiteten Probe
durchgefiihrte Hybridisierungsexperiment.

Bei der Quantifizierung von Hybriden gibt es erhebliche Unwégbarkeiten. Die maximale
Zahl von Hybriden in einem Sondenpunkt oder Spot eines Mikroarrays kann héchstens
der Zahl der Fangermolekiile in dem Spot entsprechen. Diese ist im allgemeinen be-
kannt. Darlber, wieviele der Fangermolekiile eines Spots in einem Experiment Fanger-
Zielsequenz-Molekiille ausbilden, kann man aber kaum verlassliche Aussagen treffen.
Etliche Faktoren, die die Hybridisierungseffizienz beeinflussen, sind bereits bekannt
(Southern et al., 1999), wie z.B. der Abstand der zum Zielmolekil komplementéren Se-
quenz des Fangeroligonukleotids von der Glasoberflache. Als sterischer Effekt wurde
auch eine Verschlechterung der Effizienz beschrieben, wenn der Duplex zu einem lan-
gen Uberhang des Zielmolekiils in Richtung Glasoberflache fihrt (Peplies et al. 2003).
Die Intensitat der Detektionssignale, anhand derer man das Vorliegen von Hybriden

_nachweist, scheint zwar in etwa proportional zu der Zahl der in einem Sondenpunkt vor-

liegenden Hybride zu sein, aber der Proportionalitatsfaktor ist von Sondenpunkt zu
Sondenpunkt anscheinend schon nicht identisch, wenn in unterschiedlichen Sonden-
punkten verschiedene Hybride vorliegen.

Die EP 0721016 A2 beschreibt ein Verfahren zur Diskriminierung von perfekt komple-
mentéren Hybriden gegeniiber solchen, die sich in einer oder in mehreren Basen unter-
scheiden. Durch enzymatischen Abbau einzelstraniger Polynukleotide nach der Hybridi-
sierungsreaktion wird zwischen perfekt komplementiaren Hybriden und solchen mit
Fehlpaarungen diskriminiert. Nur perfekt komplementare und doppelstrangige Hybride
sind nach dem Abbau noch vorhanden und anhand ihrer Fluoreszenzmarkierung detek-
tierbar. Markierte RNA Zielmolekille konnen durch Standard PCR oder in vitro
Transkription erzeugt werden, wobei zufallig ca. 10% der Us der Zielsequenz Fluores-
cein markiert wird. Ein zweites Verfahren betrifft die Detektion perfekter Hybride durch
Ligation von markierten Oligonukleotiden nachdem eine Hybridisierung mit dem Ziel-
molekil stattgefunden hat. Das Zielmolekill wird nach der Ligation wieder vom Fanger-
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molekil getrennt und abgewaschen. Danach erfolgt die Detektion an den restlichen
Einzelstrangen.

In WO 98/23776 wird ein &hnliches Verfahren beschrieben. Hier sollen Zielmolekile mit
unterschiedlicher Zahl von Wiederholungen mit Fangermolekiilen bekannter Lange
hybridisiert werden. Nach einem Verdau mit Exonuklease bleiben nur perfekte Hybride
Uber, so dass die Anzahl der Wiéderholungen bestimmt werden kann. Wiederum ist nur
der perfekt komplementare Doppelstrang anhand seiner Markierung detektierbar. Das
Zielmolekil wird markiert. Diese Markierung kann wahrend der PCR mit markiertem
Primer oder markierten Nukleotiden oder durch sonstige Methoden eingefiigt werden.
Die Markierung wird an beliebiger Position und vorzugsweise am 5'oder 3'Ende ange-
bracht.

Die WO 98/53103 beschreibt DNA-Arrays mit unterschiedlichen Polynukleotiden inner-

halb einzelner Spots und Kits mit solchen DNA-Arrays, sowie deren Herstellung und

Benutzung. Die Spots auf fester Unterlage gehoren jeweils zu einem bestimmten Gen-
typ (z.B. stark regulierte Gene oder Gene, die mit einem bestimmten Krankheitsstadium
assoziiert sind). Die zu hybridisierenden Zielmolekile kénnen mit allen bekannten Me-
thoden hergestellt werden, wobei der Gebrauch von Primern, die fur die zu untersu-
chenden Gene spezifisch sind, vorgeschlagen wird. Die Zielmolekile werden markiert,
wobei die Markierung sich entweder im genspezifischen Primer oder in den dNTPs be-
finden kann. Die Lange der Fangermolekiile im Array betragt hier typischerweise 120-
800 Basen, wobei dies nur einen Teil der Gesamtlange der zu untersuchenden cDNA
(Zielmolekule) darstellt.

Die WO 01/23600 A2 hingegen beschaftigt sich mit einem Verfahren zur Quantifizierung
von relativer Spezifitdten der Hybridisierungsreaktion anhand von Dissoziationskurven.
Mindestens ein Teil der detektierbar markierten Zielmolekile ist dabei zumindest teil-
weise komplementér zu den Proben. Die Dissoziationskurve einer perfekt komplemen-
taren Sequenz kann z.B. als Referenz herangezogen werden. Die Differenz im Integral
der zu untersuchenden Dissoziationskurve zur Referenzkurve ist eine Funktion der
Spezifitdt und wird als MaB verwendet. Detektierbar markierte Zielmolekile werden da-
bei an die Proben hybridisiert und anschlieBend schrittweise abgewaschen, wobei sich
aus der Signalstarke die Dissoziationskurve ergibt. Die Methode kann mit allen Arten
von markierten Polynukleotiden durchgefiihrt werden.
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Die Veroffentlichung Peplies et al.,, Applied and Environmental Microbiology
(69), 3, p.1397-1407, 2003 beschreibt eine Studie, die systematisch die Anwendbarkeit
von Arrays fiir die Fragestellungen mikrobiologischer Okologie untersucht. Um zu ent-
scheiden, welche Faktoren die spezifische Erkennung von Abschnitten des 16SrRNA
Gens beeinflussen und zu falsch positiven wie falsch negativen Ergebnissen fiihren,
verwenden die Autoren zwanzig verschiedene Fangermolekiile von 15-20 Basen Lange,
von denen bekannt ist, dass sich das 16SrRNA Gen verschiedener Spezies in ihnen
unterscheidet. Die Zielmolekile werden hergestellt, indem das 16SrRNA Gen von sechs
exemplarischen Bakterienstdammen mit Hilfe markierter genspezifischer Primer amplifi-
ziert wird. Die Hybridisierung zwischen den Zielmolekiilen und den korrespondierenden
Fangermolekilen findet dann in verschiedenen Bereichen der am 5° Ende markierten
Zielmolekile statt. Die Markierung weist somit stark variierende Abstande beziglich des
Fangermolekils in den unterschiedlichen Spots auf dem Array auf. Sie soll sich auBer-
halb der Hybridisierungsbereiche (5° Ende Base 8: vgl. Materials and Methods-
preparation of fluorescently labeled target single stranded DNA: ,5 -indocarbocyanine-
labeled forward primer 8f“ und Tabelle 1: ,16S rRNA binding site and length“) befinden.

Die US 5,871,928 A beschreibt Methoden zur Sequenzierung, fingerprinting und Kartie-
rung biologischer Makromolekile. Indem die Position und Sequenz einer Sonde auf ei-
nem Array bekannt ist, kbnnen Sequenzierungen von markierten Zielmolekulen durch-
gefuhrt werden. Dabei werden z. B. Uberlappende Sondennukleotide von funf Basen
Léange verwendet. Das markierte Zielmolekiil bindet an unterschiedliche Sonden und
durch Uberlappung der Sondensequenz kann die Sequenz des Zielmolekiils bestimmt
werden. Die Markierung des Signalmolekils wird durch Standardmethoden erreicht.
Das markierte Zielmolekil kann fragmentiert werden, um das Signal zu verbessern. Der
Signalverbesserungseffekt resultiert aus einer hoheren Konzentration von markierten
hybridisierenden Fragmenten pro Sondensequenz. Ein relativ langes Zielmolekl ist
auch mit einer relativ kleinen Anzahl von Markierungen pro Lénge detektierbar, da auf-
grund der Lange viele Markierungen vorhanden sind.

Die US 6,027,889 A betrifft eine Methode zur Detektion von Nukleinsiduresequenzen
durch Kopplung von Ligase mit PCR Reaktionen. Zwei Zielsequenzen, die nebeneinan-
der an einer zu untersuchenden Sequenz binden und zusétzlich einen Uberhang ent-
halten, werden ligiert. Nach der Ligation werden die Uberhénge zur Hybridisierung eines
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markierten ZIP code primers in einer PCR Reaktion verwendet. Die amplifizierte DNA
kann durch verschiedene Methoden analysiert werden (Gelfiltration, Arrays etc.). Die
Markierung wird mittels PCR eingebracht, wobei ein Primer die Markierung tragt und der
andere Primer mit der hybridisierbaren Sequenz verkniipft ist, so dass Hybridisierung
und Markierung raumlich voneinander getrennt sind. Ligationsreaktion und PCR Reakti-
on kénnen fir unterschiedliche Anwendungen auf verschiedene Weise kombiniert wer-
den.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, ein Verfahren zum Analysieren von
Proben mittels einer Hybridisierung zur Verfiigung zu stellen, mit dem auch sehr geringe
Probenmengen sicherer und deutlicher detektiert werden kénnen als bisher, und bei
dem die detektierten Signale besser in Korrelation zueinander gesetzt werden kénnen
als bei bekannten Verfahren.

Die Aufgabe wird geldst durch ein Verfahren zum Analysieren von Proben mittels eines
Ligandenbindungsverfahrens, bei dem durch Bindung von Zielsequenzen von Zielmole-
ktlen mit Fangersequenzen von Sonden Duplexe oder Komplexe erzeugt und/oder bei
dem so erzeugte Duplexe oder Komplexe analysiert werden, wobei die Zielsequenz ei-
ne Teilsequenz des Zielmolekdls ist und die Duplexe oder Komplexe in raumlicher Ndhe
zu und/oder innerhalb der Zielsequenz eine detektierbare Markierung oder eine An-
haufung von Markierungen aufweisen.

Es hat sich Gberraschenderweise gezeigt, dass die Verwendung von Fangersequenzen,
die komplementar zu Zielsequenzen der Zielmolekiile sind, die in raumlicher Nihe hier-
zu und/oder innerhalb der Zielsequenz eine detektierbare Markierung oder eine An-
h&ufung von Markierungen aufweisen, in erfindungsgemafen Verfahren zu Signalinten-
sitaten fiihren, die gegeniiber Signalintensitaten, wie sie in vergleichbaren Verfahren
unter Verwendung von nicht erfindungsgeméaR ausgewihiten Fangersequenzen erzielt
werden, so dass sich die Markierung nicht in raumlicher Néhe zur Zielsequenz befindet,
erheblich héher sind.

Vorzugsweise ist die detektierbare Markierung oder die Anhiufung von Markierungen
ausschlieBlich in raumlicher N&he zu und/oder innerhalb der Zielsequenz angeordnet.
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Zielmolekile kénnen mit einer einzigen Markierung markiert sein. Grundsatzlich ist es
jedoch auch iblich, Zielmolkiule mit mehreren Markierungen zu versehen. Hier ist die
Anhaufung von Markierungen in raumlicher Nahe zu und/oder innerhalb der Zielse-
quenz vorzusehen.

Als Anhaufung von Markierungen im Sinne der vorliegenden Erfindung wird die vor-
zugsweise groldte Anhaufung von Markierungen auf dem Zielmolekil verstanden, die
sich innerhalb eines Bereiches befindet, der nicht l&nger als die Zielsequenz ist, und
eine spezifische Duplexbildung erlaubt. Grundsétzlich ist es méglich, dass am Zielmole-
kil weitere Markierungen bzw. Anhdufungen von Markierungen vorgesehen sind, die
jedoch nicht immer in Bereichen liegen, die fiir das Zielmolekil spezifisch sind und da-
her nicht als Zielsequenz geeignet sind.

Dadurch, dass die Zielsequenz auf fur das Zielmolekiil spezifische Bereiche beschrankt
ist, ist sie oftmals nicht frei variierbar, weshalb gemaR der Erfindung sowohl zumindest
eine Markierung in der Nahe zu oder innerhalb eines fiir das Zielmolekiil spezifischen
Bereichs vorzusehen ist und die Fangersequenz komplementér zu diesem Bereich zu
bestimmen ist, der dann die Zielsequenz darstellt.

Bei einem erfindungsgeméBen Verfahren werden mehrere Proben gleichzeitig mittels
Ligandenbindung analysiert, wobei alle Zielmolekile zumindest eine detektierbare Mar-
kierung in rdumlicher Nahe zu der oder in der jeweiligen Zielsequenz aufweisen.

Nach einem weiteren erfindungsgeméRen Verfahren weisen alle Zielmolekiile die glei-
che Anzahl von Markierungen auf.

In erfindungsgeméafen Verfahren werden zumindest zehn Proben, vorzugsweise zu-
mindest hundert Proben beziehungsweise zumindest tausend Proben gleichzeitig ana-
lysiert.

In erfindungsgeméRen Verfahren kann die Markierung eine Fluoreszenzmarkierung
sein.

In erfindungsgemafRen Verfahren wird die Fluoreszenzmarkierung mittels eines oder
mehrerer der folgenden Markierungsmittel erzielt: Cy3, Cy5, Fluorescein, Texas-Red,
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Alexa-Fluor-Farbstoffe und/oder andere Fluoreszenzfarbstoffe.

Die Aufgabe wird ferner gelost durch ein Verfahren zur Herstellung von Zielmolekiilen,
die in rdumlicher Nahe zur jeweiligen Zielsequenz oder innerhalb der jeweiligen Zielse-
quenz zumindest eine Markierung aufweisen, wobei die Zielsequenzen Abschnitte bzw.
Teilsequenzen der Zielmolekiile darstellen.

Bei der Erfindung werden Zielmolekile verwendet, welche Zielsequenzen und eine
Markierung in r&umlicher Néhe zur oder innerhalb der jeweiligen Zielsequenz umfassen
bzw. aufweisen.

Diese Zielmolekille sind einsetzbar in den zuvor dargestellten erfindungsgeméRen Ver-
fahren und fuhren zu Fanger-Zielsequenz-Hybriden, die eine héhere Signalintensitat
aufweisen, als eben solche Hybride, die unter zu Hilfenahme von Zielmolekiilen erzeugt
werden, welche Zielsequenzen und eine Markierung zur jeweiligen Zielsequenz aufwei-
sen, die sich nicht in raumlicher Nahe zu dieser befindet.

Die Markierung der Zielmolekiile kann mittels enzymatischer Endmarkierung, reverser
Transkription, indirekter Markierung und/oder ,Sandwich“-Methoden erfolgen.

Die Aufgabe wird ferner geldst durch ein Verfahren zur Erzeugung von Zielmolekiilen
mittels eines PCR-Verfahrens, bei dem zumindest ein mit einem Markierungsmittel ver-
sehener Primer eingesetzt wird.

in dem erfindungsgeméaRen Verfahren kann zumindest ein weiterer mit einem identi-
schen oder einem weiteren Markierungsmittel versehener Primer eingesetzt werden.
Auf diese Weise lassen sich unterschiedliche Signalarten vorsehen, um Ergebnisse in
erfindungsgeméBen Verfahren zu verifizieren, aber auch um die Intensitit von unter-
schiedlichen Spots, in denen unterschiedlich viele Hybride vorliegen, aneinander an zu
gleichen, so dass die Intensitdten im selben GréRenordnungsbereich liegen. Der Spot,
in dem mehr Hybride vorliegen kann beispielsweise das Markierungsmittel mit der ge-
ringeren Signalintensitdt aufweisen. Da sich die Signale aufgrund unterschiedlicher
Markierungsmittel voneinander unterscheiden lassen und der Faktor, um den sich ihre
Signalintensitdten voneinander unterscheiden, bekannt ist, erméglicht ein solches Ver-
fahren eine Quantifizierung und einen besseren Vergleich der Intensitaten in beiden
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Spots. Dies ist insbesondere dann von Vorteil, wenn die Verwendung eines eine héhere
Signalintensitét aufweisenden Markierungsmittels zu einem Séttigungswert bei der De-
tektionsvorrichtung, etwa einem Photomultiplier, fuhren wiirde. Dann wire namliche ei-
ne Quantifizierung aufgrund apparativer Gegebenheiten nicht méglich oder zumindest
erschwert.

Setzt man bei einem PCR-Verfahren Primer ein, die markiert sind, und dNTPs, die iiber
keine Markierung verfiugen, so ist das PCR-Produkt an dem Ende, das durch den Pri-
mer gebildet wird, markiert, und an den ibrigen Stellen nicht markiert. Wahilt man die
Primer so, dass die Zielsequenz des PCR-Produktes sich in raumlicher Nahe zum Pri-
mer befindet, so stellt das PCR-Produkt ein Zielmolekiil dar, das ausschlieBlich in raum-
licher N&he zur Zielsequenz eine Markierung geméaR der Erfindung aufweist. Es ist dies
ein denkbar einfaches und unkompliziertes Verfahren, um zu erfindungsgeméaRen Ziel-
molekillen zu gelangen. Dadurch, dass man definierte Primer mit einer bestimmten
Lange einsetzt, lasst sich eine genauere Aussage dariiber machen, wieviel Markie-
rungsagens in jeweils ein Zielmolekil eingebaut wurde, als wenn eine Mischung aus
markierten und nicht markierten dNTPs zum Erzeugen eines markierten PCR-Produktes
verwendet wird; denn wenn einzelne dNTPs markiert sind, so ist darum nicht immer
klar, wie viele markierte dNTPs in einem PCR-Produkt eingebaut werden, und wie viele
nicht markierte darin eingebaut werden, bzw. die PCR-Produkte unterscheiden sich hin-
sichtlich der Zahl der darin eingebauten markierten Nukleotide. Es ist dies auBerdem
von der jeweils amplifizierten Sequenz abhingig. Ublicherweise ist eine der vier einzu-
bauenden Basen markiert. Taucht diese in einem Amplifikationsprodukt weniger haufig
auf, so enthalt das Amplifikationsprodukt weniger Markierungsmittel als andere Amplifi-
kationsprodukte. Dieser Umstand erschwert in erheblichem MaRe das Treffen quantita-
tiver Aussagen anhand eines Mikroarray-Experimentes. Durch eine entsprechende Pri-
merauswabhl lasst sich sicherstellen, dass die in einem Experiment verwendeten Primer
jeweils in etwa die gleiche Menge Markierungsmittel aufweisen. Diese Mengen variieren
nicht mehr in Abhangigkeit von einer zu amplifizierenden Zielsequenz, sondern hiangen
einzig und allein vom Aufbau und der Gestaltung des jeweils verwendeten Primers ab.
Abgesehen von den erhodhten Signalintensitaten, die die Empfindlichkeit von Mikroar-
rayexperimenten erheblich verbessern, stellen erfindungsgemaRe Verfahren aus den
genannten Griinden auch wesentlich genauere Verfahren als bisher nach dem Stand
der Technik bekannte Verfahren dar.
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Bei einem erfindungsgemaRen Verfahren zur Herstellung von erfindungsgeméaRen
Zielmolekilen, werden Zielmolekile mittels eines PCR-Verfahrens erzeugt, und es wird
dabei zumindest eine Art dNTPs eingesetzt, die mit einem Markierungsmittel versehen
sind, wobei die markierten dNTPs in unmittelbarer Nzhe zur Zielsequenz und/oder in die
Zielsequenz selbst eingebaut werden.

Im Unterschied zum Stand der Technik ist bei einem solchen erfindungsgemaRen Ver-
fahren sichergestellt, dass Markierungsagens in unmittelbarer N&he zur Zielsequenz
tatsdchlich vorkommt. Die Zielsequenz stellt hierbei nur einen Abschnitt bzw. eine Teil-
sequenz des Zielmolekils dar. Das Zielmolekiil weist in der Regel eine Lange auf, die
deutlich langer ist als die der Zielsequenz und insbesondere, da 2-, 3-, 4- oder 5-fache
der Zielsequenz betrégt. Bei derart langen Zielmolekiilen fiihrt eine zuféllige Verteilung
der Markierungen zu wesentlich schlechteren Signalintensititen, als wenn die erfin-
dungsgeméaBe Positionierung der Markierungen vorgesehen wird. Dies zeigen die unten
erlauterten Beispiele sehr eindrucksvoll. In unmittelbarer Nahe zur Zielsequenz bedeutet
in diesem Zusammenhang, dass Markierungsagens an in die Zielsequenz eingebauten
Nukleotiden oder an direkt neben der Zielsequenz eingebauten Nukleotiden gebunden
ist. In unmittelbarer Néhe zur Zielsequenz im Sinne der Erfihdung bedeutet, dass die
Markierung bzw. dass das Markierungsagens nicht weiter als 100 bzw. 60, vorzugswei-
se nicht weiter als 0 - 20 Basen von der Zielsequenz entfernt ist. Signifikante positive
Effekte (Faktoren 2-146) kénnen noch in einem Abstand von 100 Basen detektiert wer-
den. Vorzugsweise ist die Markierungsagens ausschlieRlich in unmittelbarer Nahe zur
Zielsequenz angeordnet.

Weitere erfindungsgemaéBe Verfahren umfassen die Fluoreszenzmarkierung von Nuk-
leinsauren (DNA oder RNA) mittels anderer Methoden, z.B. durch enzymatische End-
markierung (wie z.B. durch terminale Transferase, Polynukleotidkinase, Poly(a)-
Polymerase oder andere Enzyme) oder durch reverse Transkription mit fluoreszenz-
markierten Primern, oder durch indirekte Markierungsverfahren.

Ein weiteres erfindungsgemaRes Verfahren zur Herstellung erfindungsgemaRer Ziel-
molekule, ist ein Verfahren, bei dem Zielmolekule mittels eines PCR-Verfahrens erzeugt
werden, bei dem zumindest eine Art dNTPs eingesetzt werden, die mit einem Markie-
rungsmittel versehen sind, bei dem die markierten dNTPs bzw. eine Anhaufung davon
in unmittelbarer Néhe zur Zielsequenz und/oder in die Zielsequenz selbst eingebaut
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werden, und bei dem ein oder mehrere Primer eingesetzt wird oder eingesetzt werden,
der oder die mit dem gleichen oder weiteren Markierungsmitteln versehen ist oder sind.

Weitere erfindungsgemaRe Verfahren zur Herstellung erfindungsgemafer Zielmolekile
sind Verfahren, in denen Markierungsmittel in unmittelbarer Nahe zur Zielsequenz

-und/oder in die Zielsequenz selbst eingebaut werden.

Hier sind viele Verfahren méglich, z.B. Einbau markierter dNTPs in cDNA durch reverse
Transkription, oder Post-labeling-Protokolle, die den Einbau von Aminoallyl-nNTP in
cDNA nutzen und dann eine chemische Kopplung mit Fluoreszenzfarbstoffen, oder di-
rekte nicht-enzymatische Markierung der RNA mit Fluoreszenzfarbstoffen.

Ein solches Verfahren fiihrt zu erfindungsgemaRen Zielmolekilen, die auch bei sehr
geringen Konzentrationen gebildeter Hybride noch gut nachweisbar sind, da durch den
Einbau von Markierungsmittel in die Zielsequenz vergleichsweise viel Markierungsmittel
eingebaut werden kann. Zumindest bei in normalen Konzentrationen vorliegenden Ziel-
molekilen kann anhand des weiteren Markierungsmittels im verwendeten Primer das
Ergebnis in einem Spot auBerdem verifiziert werden.

Die Aufgabe wird ferner gelost durch die Zielmolekille zum Einsatz in erfindungsgema-
Ben Verfahren, die eine Markierung bzw. eine Anhaufung von Markierungen in raumili-
cher Néhe zur oder innerhalb der jeweiligen Zielsequenz aufweisen, wobei die Zielse-

quenz einen Abschnitt bzw. eine Teilsequenz des Zielmolekiils bildet.

Bevorzugt sind nach erfindungsgemaRen Verfahren bereitgestellte erfindungsgemate
Zielmolekiile.

Die Aufgabe wird schlieBlich durch ein erfindungsgemiRes Verfahren gelost, bei dem
erfindungsgeméRe Zielmolekile zum Einsatz kommen, die auch nach einem erfin-
dungsgeméfen Verfahren zur Herstellung solcher Molekiile hergestelit worden sein
kénnen.

Ein erfindungsgeméRer Satz Fangermolekiile fiir die Durchfithrung erfindungsgemater
Verfahren umfasst: ,

- eine vorbestimmte Anzahl unterschiedlicher Fangermolekile umfassend jeweils unter-
schiedliche Fangersequenzen, die jeweils zum Ausbilden von Ligandenbindungen mit
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Zielsequenzen von erfindungsgemaBen Zielmolekiilen derart ausgebildet sind, dass sie
komplementér zu den jeweiligen Abschnitten der Zielsequenzen sind, die sich in raumli-
cher Nahe zu einer Markierung bzw. einer Anhaufung von Markierungen befinden.

Ein erfindungsgemaRer Satz Fangermolekiile weist zumindest 10, 30, 50, 100, 1.000
beziehungsweise 5.000 unterschiedliche Féangersequenzen auf. Vorzugsweise sind alle
Fangermolekile des Satzes Fangermolekiile derart ausgebildet, dass sie komplementar
zu den jeweiligen Abschnitten der Zielsequenzen sind, die sich in rdumlicher Nadhe zu
einer Markierung bzw. einer Anhaufung von Markierungen befinden.

Bei einem erfindungsgeméfen Satz sind die Féngersequenzen Bestandteile der Son-
den eines DNA-Arrays. ’

Nach einem erfindungsgeméaRen Verfahren werden die Fangermolekiile derart bestimmt
bzw. berechnet, dass sie komplementéar zu den jeweiligen Abschnitten der Zielsequenz
sind, die sich in rdumlicher Nadhe zu einer Markierung bzw. zu einer Anhaufung von
Markierungen befinden. Als Zielsequenz wird hierbei ein Bereich des Zielmolekils be-
stimmt, der fur das Zielmolekl spezifisch ist.

In einer Ausfihrungsform kann das erfindungsgemafRe Verfahren zur ldentifizierung von
No-fixierenden Organismen mittels Sequenzanalyses verwendet werden. No-fixierenden
Organismen enthaiten Nitrogenasen zur Reduktion von Luftstickstoff N, zu Ammonium,
deren kodierende Gene sich zur phylogenetischen Sequenzanalyse eignen. Hierzu
kénnen nun diagnostische Arrays eingesetzt werden, die erfindungsgemafle Fanger-
molekile enthalten, die an Regionen der Nitrogenasegene binden, die spezifisch fir
bestimmte Nitrogenasegruppen sind. Dabei kann die Spezifitit eines Fangeroligonukle-
otids groRere phylogenetische oder sonstige Gruppen umfassen, kleinere Gruppen wie
z.B. Gattungen, Arten oder einzelne Stamme.

Zu einer solchen phylogenetischen Sequenzanalyse eignet sich, beispielsweise das
Enzym Nitrogenase, insbesondere die Untereinheit, die durch das Gen nifH kodiert wird
(Hurek et al., 1997; Hurek et al., 2002). Durch Sequenzanalysen von nifH — inklusive
Gene fur alternative Nitrogenase anfH und vnfH - ist es méglich, Stickstoff-fixierende
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Prokaryonten ohne Kultivierung in Umweltproben in DNA-Praparationen nachzuweisen
und zu identifizieren. Die Untereinheit nifH, beispielsweise, ist wegen des relativ hohen
Konservierungsgrades und den sehr gut ausgereiften Primersystemen zur gleichzeitigen
Amplifikation aller phylogenetisch verschiedenen nifH-Varianten mittels PCR (Tan, Hu-
rek, Reinhold-Hurek 2003) bestens geeignet. Es lassen sich sogar die am aktivsten Ny-
fixierenden Bakterien nachweisen, wenn die Analysen auf mMRNA-Ebene vorgenommen
werden (Hurek et al., 2002). Die Analyse der Diversitat von Nitrogenasegenen laBt sich
im Vergleich zu Sequenzierungen wesentlich verkiirzen, wenn diagnostische Mikroar-
rays eingesetzt werden. Somit umfasst die Erfindung auch den Einsatz eines diagnosti-
schen Mikroarrays, wobei die Fangermolekiile an Regionen von nifH/anfH/vnfH-Genen

binden, die spezifisch fur bestimmte Nitrogenasegengruppen sind.

Geeignete Fangermolekule fur diese erfindungsgemae Sequenzanalyse kann man
erhalten, indem zunachst fur bekannte Gene die nifH-, anfH- oder vnfH-Genbereiche,
die durch die verwendeten PCR-Primer amplifiziert werden, angeordnet werden (A-
lignment), wobei die Proteinsequenz beriicksichtigt wird, d.h. die Basen liegen in einer
Position, die jeweils die entsprechende Aminosdure kodieren. Mithilfe dieses A-
lignments und nach Erstellung eines phylogenetischen Stammbaums daraus kénnen
die Sequenzen als Zielsequenzen selektiert werden, die in einer Zielgen-Gruppe iden-
tisch sind und sich von allen anderen bekannten Sequenzen abgrenzen lassen, wobei

die Abgrenzung durch das Vorliegen von Mismatch-Positionen erfolgt.

Bevorzugt werden die Zielsequenzen so ausgewéhlt, dass mindestens zwei Mismatch-
Positionen vorliegen, wobei eine davon zentral in der Zielsequenz liegen kann, die die
Zielgruppe von Nitrogenasegenen von anderen Nitrogenasegenen abgrenzt, und zu-

mindest eine weitere Mismatch-Position zu einer nicht-Zielsequenz vorliegt.

Ferner ist es vorteilhaft, wenn die Zielsequenzen einen méglichst dhnlichen Tm-Wert,
bevorzugt 60-70°C, besonders bevorzugt 62-69°C, zu den anderen Zielsequenzen auf-

weisen.
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Die hierzu revers komplementidren Sequenzen werden dann als Fangersequenzen fur

die Fangermolekiile ausgewahlt.

Um einen spezifischen Nachweis mit hoher phylogenetischer Auflésung, insbesondere
auf Gattungs- oder Artebene, zu erzielen, kénnen Fangermolekile von bis zu 35mer,
bevorzugt bis zu 30mer, besonders bevorzugt 17-25mer, verwendet werden. Durch die
kurzen Fangermolekille wird die Stringenz der Hybridisierung erhéht, wodurch geringe
Sequenzunterschiede, wie sie unter verschiedenen Arten und/oder Gattungen auftreten,

detektierbar sind.

Beispiele fur geeignete Fangermolekiile (SEQ ID NO: 1-189) fur das oben angefiihrte
Verfahren zur Sequenzanalyse sind in Tabelle 1 angefuhrt. Die Spezifitaten der Fan-
germolekile (SEQ ID NO:1-189) aus der Tabelle 1 sind den Figuren 13 bis 18 zu ent-
nehmen. Die Fangermolekile der SEQ ID NO:1-189 wurden so ausgewahlt, dass sie
moglichst nah am markierten Ende des Zielmolekils binden und dabei die gewlinschte
Spezifitat (Figuren 13 bis 18) aufweisen. Neben den in Tabelle 1 angefuhrten Oligo-
nukleotiden (SEQ ID NO:1-189) sind erfindungsgemal auch Oligonukleotide als Fan-
germolekiile geeignet, die sich in ihrer Lange um ein oder mehrere Nukleotide gegen-
Uber den Oligonukleotiden der SEQ ID NO:1-189 unterscheiden oder die hinsichtlich
ihrer Nukleotidsequenz an ein oder mehreren Positionen gegeniiber den entsprechen-
den Oligonukleotiden der SEQ ID NO:1-189 unterschiedlich sind, sofern sie die selbe
Spezifitdt wie die entsprechenden Oligonukleotide der SEQ ID NO:1-189 aufweisen,
d.h. an die jeweilige, selbe, in den Figuren 13 bis 18 angefiihrte, Nitrogenasegen-

Region binden wie das entsprechende Oligonukleotid aus der Tabelle 1.

Zur Herstellung des erfindungsgemafien Arrays zur Sequenzanalyse werden Nitrogena-

segen-spezifische Fangermolekile auf einer Matrix (Objektrager) immobilisiert.

Genaue Beschreibun‘q der Erfindung
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Die Erfindung wird im Folgenden anhand der Figuren und einiger Ausfiihrungsbeispiele
ndher erlautert. Die Figuren zeigen in:

Figur 1a
Figur 1b
Figur 1c
Figur 1d
Figur 2a
Figur 2b
Figur 2c
Figur 3a
Figur 3b
Figur 3c

Figur 4a

Figur 4b
Figur 4c

Figur 5a
Figur 5b
Figur 5¢

Figur 6a

schematisch eine 362bp-langes Zielsmolekiil gemaR einem der Ausfih-
rungsbeispiele,

eine Tabelle, in der Oligonukleotide aufgelistet sind, wie sie in den Ausfiih-
rungsbeispielen zum Einsatz kommen,

eine Tabelle, in der Oligonukleotide aufgelistet sind, wie sie als Primer fur
die Amplifikation mittels PCR in den Ausfihrungsbeispielen zum Einsatz
kommen,

schematisch das Modellsystem,

Fluoreszenzsignale der Hybridisierung eines Cy5-markierten Antisense-
Stranges mit Sense-Oligonukleotiden,

eine schematische Darstellung der Hybridmolekiile,

eine grafische Darstellung von ermittelten Signalitensitéten,
Fluoreszenzsignale der Hybridisierung eines Cy5-markierten Sense-
Stranges mit Antisense-Oligonukleotiden,

eine schematische Darstellung der zu Figur 3a gehérenden Hybridmole-
kile,

eine grafische Darstellung der Signalintensitaten der Fluoreszenzsignale
aus Figur 3a,

Fluoreszenzsignale einer Hybridisierung eines Cy3-markierten Sense-
Stranges mit Antisense-Nukleotiden,

eine schematische Darstellung der Hybridmolekiile aus Figur 4a,

eine grafische Darstellung der Signalintensitiaten der Fluoreszenzsignale
aus Figur 4a,

Fluoreszenzsignale einer Hybridisierung eines Cy3-markierten Antisense-
Stranges mit Sense-Oligonukleotiden,

eine schematische Darstellung der Hybridmolekile, die zu den Fluores-
zenzsignalen in Figur 5a fihren,

eine grafische Darstellung der Signalintensititen der Fluoreszenzsignale
aus Figur 5a,

Fluoreszenzsignale der Hybridisierung eines Cy3-markierten Sense-
Stranges mit Antisense-Oligonukleotiden,
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Figur 6b

Figur 6¢

Figur 7a

Figur 7b
Figur 8a

Figur 8b

Figur 9a

Figur 9b

Figur 10a

Figur 10b

Figur 11a
Figur 11b

Figur 12a

Figur 12b

Figur 13
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eine schematische Darstellung der Hybridmolekile, die zu Fluoreszenz-
signalen nach Figur 6a flihren,

eine grafische Darstellung der Signalintensitdten der Fluoreszenzsignale
aus Figur 6a,

eine schematische Darstellung von 50mer Oligonukleotiden nach den
Ausfiihrungsbeispielen,

eine Tabelle der 50mer Oligonukleotide aus Figur 7a, ,
Fluoreszenzsignale der Hybridisierung eines Cy3-markierten Sense-
Stranges mit 50mer Antisense-Oligonukleotiden,

eine grafische Darstellung der Signalintensitaten der Fluoreszenzsignale
aus Figur 8a,

Fluoreszenzsignale der Hybridisierung eines Cy3-markierten Antisense-
Stranges mit 50mer Sense-Oligonukleotiden,

eine grafische Darstellung der Signalintensitaten der Fluoreszenzsignale
aus Figur 9a,

Fluoreszenzsignale einer Hybridisierung von mit Fluorescein-12-dUTP
markiertem Sense-Strang mit kurzen Antisense-Oligonukleotiden, wobei
die Strange nicht endmarkiert sind, sondern durch Einbau von Fluorescein-
12-dUTP intern gleichm&Big markiert sind,

grafische Darstellung der Signalintensitaten der Fluoreszenzsignale aus
Figur 10a,

Fluoreszenzsignale der Hybridisierung eines Cy5-endmarkierten Sense-
Stranges mit kurzen Antisense-Oligonukleotiden wie in Fig. 3,

eine grafische Darstellung der Signalintensitaten der Fluoreszenzsignale
aus Figur 11a,

Fluoreszenzsignale der Hybridisierung eines Cy5-endmarkierten, am 5'-
Ende verkirzten Sense-Stranges mit kurzen Antisense-Oligonukleotiden
wie in Fig. 11, und

eine grafische Darstellung der Signalintensitaten der Fluoreszenzsignale
aus Figur 12a.

zeigt die Spezifititen der Fangermolekile aus Tabelle 1, die mit Nitroge-
nasengenen aus Bakterien der alpha- und beta-Untergruppe der Proteo-
bakterien clustern. Die Namen der Fangermolekile sind neben den Stri-
chen gezeigt, die die Sequenzabdeckung verdeutlichen. Die genaue Se-
quenzabdeckung ist durch Symbole unterschiedlicher Formen gezeigt. Die
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Figur 14

Figur 15

Figur 16

Figur 17

Figur 18
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Nitrogenasegene (nifH, anfH, vnfH) aus Datenbanken sind durch ihre Hin-
terlegungsnummer gekennzeichnet.

zeigt die Spezifitdten der Fangermolekile aus Tabelle 1, die mit Nitroge-
nasengenen aus Bakterien der beta- und gamma-Untergruppe der Proteo-
bakterien clustern. Die Namen der Fangermolekiile und die Sequenzabde-
ckung sind wie in Figur 13 dargestelit.

zeigt die Spezifitdten der Fangermolekile aus Tabelle 1, die mit Nitroge-
nasengenen aus Bakterien der omega-Untergruppe der Proteobakterien
clustern. Die Namen der Féangermolekiile und die Sequenzabdeckung sind
wie in Figur 13 dargestellt.

zeigt die Sperzifititen der Fangermolekiile aus Tabelle 1, die mit Nitroge-
nasengenen aus Frankia, Cyanobakterien und &hnlichen Bakterien
clustern. Die Namen der Fangermolekiile und die Sequenzabdeckung sind
wie in Figur 13 dargestellit.

zeigt die Spezifitaten der Féangermolekile aus Tabelle 1, die mit Nitroge-
nasengenen der Cluster |l und IV clustern. Die Namen der Fangermolekiile
und die Sequenzabdeckung sind wie in Figur 13 dargestelit.

zeigt die Spezifititen der Fangermolekile aus Tabelle 1, die mit Nitroge-
nasengenen des Cluster lll clustern. Die Namen der Fangermolekiile und
die Sequenzabdeckung sind wie in Figur 13 dargestelit.

Der Erfindung liegt der tGberraschende Befund zugrunde, dass die Signalausbeute bei
fluoreszenzmarkierten Zielmolekiilen, die in einem Teilabschnitt mit Fangersequenzen
Hybride bzw. Duplexe bilden, héher sind, wenn die Fluoreszenzmarkierung in der Nahe
des gebildeten Hybrides liegt. Unerwarteterweise ist dieser Effekt strang— und damit
sequenzunabhangig.

Uberraschenderweise ist der beobachtete Effekt auch unabhéngig von der chemischen
Natur der Fluoreszenzmarkierung. Der Effekt tritt sowohl bei Verwendung langer (z. B.
50mere), als auch kurzer Fangeroligonukleotide (z. B. 16- 17 mere ) auf. Uberraschen-
derweise ist dieser Effekt auBerdem unabhéngig von der verwendeten Glasmikroarray-
oberflaichen bzw. —beschichtung zur Immobilisierung von Fangeroligonukleotiden.
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Anhand der nun folgenden Ausfiihrungsbeispiele I&sst sich die Erfindung besser erlau-
tern. Die Ausfuhrungsbeispiele machen deutlich, dass die Erfindung zu einer dramati-
schen Verbesserung der Signalausbeute in und der Aussagekraft von Mikroarray-
Hybridisierungsexperimenten fiihrt. '

Figur 1D zeigt schematisch den Aufbau eines mittels eines erfindungsgemaRen Verfah-
rens erzeugten Duplexes oder Hybridkomplexes A: An die Oberfliche B eines DNA-

Arrays, beispielsweise eine Glasoberfldche, ist Uber einen Spacer C, beispielsweise ein

Poly-Adenin-Abschnitt eines Oligonukleotides, eine Fangersequenz bzw. ein Fangeroli-
gonukleotid D gebunden. Daran komplexiert tiber eine Zielsequenz E ist ein Zielmolekiil
F. Wie man es der Figur 1D entnehmen kann, ist die Zielsequenz E lediglich ein Ab-
schnitt bzw. eine Teilsequenz des Zielmolekuls F. Bei derartigen Zielmolekiilen mit ei-
nem am Duplex ausgebildeten Uberhang, kénnen die Markierungen grundsatzlich an
beliebiger Stelle angeordnet sein und auch vom Duplex entfernt positioniert sein. Nur
bei derartigen Duplexen tritt das der Erfindung zugrunde liegende Problem auf, dass die
gemessenen Signalintensitaten, insbesondere bei geringen Probenmengen, derart in-

stabil sind, dass sie quantitativ keine Aussage erlauben.

Eine Position 1 des Hybridkomplexes ist in Figur 1D mit G bezeichnet Es ist dies die
erste Base des Hybridkomplexes A aus Fangersequenz D und Zielsequenz E. An dieser
befindet sich eine Fluoreszenzmarkierung H. Der schematisch dargestellte Hybridkom-
plex stellt also eine Ausfithrungsform der Erfindung dar, bei der die Markierung H inner-
halb der Zielsequenz F des Zielmolekils E eingebaut ist.

Die Erfindung lasst sich anhand der folgenden Ausfiihrungsbeispiele besser erlautern.

Die nun folgenden Ausfiihrungsbeispiele zeigen, dass die Erfindung die Signalintensitzt
bei Mikroarrayexperimenten erheblich verbessert. Gezeigt wird dies anhand bestimmter
Fluoreszenzmarkierungen. Die Ausflihrungsbeispiele demonstrieren, dass es im We-
sentlichen auf die Position des Markierungsagens in Bezug auf das nachzuweisende
Hybrid ankommt. Es ist hierbei vollkommen egal, um was fiir ein Markierungsagens es
sich im Einzelnen handelt. Es kommt einzig und allein auf die Position des Markie-
rungsagens in Bezug auf das nachzuweisende Hybrid bzw. Duplex an, wobei natirlich
Mischeffekte mit anderen Faktoren, die die Hybridisierungeeffizienz beeinflussen kén-
nen (z.B. Lange des Oligonukleotidspacers, sterische Effekte, Effekte der Sekundar-
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struktur), auftreten. Die folgenden Ausfuhrungsbeispiele sind darum lediglich als Erlau-
terungsbeispiele zu verstehen. Insbesondere schranken die folgenden Ausfihrungsbei-
spiele und das eben erlauterte Experiment die Lehre der Erfindung nicht ein im Hinblick
auf nachzuweisende Sequenzen, zu verwendende Markierungen oder dergleichen.

Ausfuhrungsbeispiele:

Die Ausfiuhrungsbeispiele sind Bestandteile eines Beispielexperimentes, das wie folgt
angelegt war:

Das Zielmolekil in dem Beispiel-Experiment ist eine 5-endmarkierte oder durch random
labeling mit Fluorescein-12-dUTP markierte einzelstréngige DNA, und zwar im Frag-
ment des Nitrogenasegens nifH (Hurek et al., 1995) aus dem Bakterium Azoarcus sp.
Stamm BH72. Das Fragment wurde mittels PCR mit den Primern Zehr-nifH aus chro-
mosomaler DNA des Stammes BH72 amplifiziert (Hurek et al., 2002), wobei einer der
Primer mit Cy3/Cy5 markiert war, der andere mit Biotin. Fluoreszenzmarkierte ein-
zelstrangige DNA konnte so aus dem PCR-Produkt isoliert werden. Beim Gebrauch von
mit Fluorescein-12-dUTP fur random labeling wurde lediglich biotinylierter Primer einge-
setzt. Die Primer hatten fur alle Experimente die in Figur 1C aufgelisteten Sequenzen,
Primer Z-nifH-f und Z-nifH-r (Zehr and McReynolds, 1989), bis auf Experimente im Zu-
sammenhang mit Figur 11 (Primer Z-nifH-f-BH72-Cy5 und Z307-nifH-r-BH72-Biotin) und
Figur 12 (Primer Z114-nifH-f-BH72-Cy5 und Z307-nifH-r-BH72-Biotin) folgende Se-
quenzen (Zehr and McReynolds, 1989):

Biotin markierte Strange wurden mittels Streptavidin-beschichteter paramagnetischer
Kugeln (Fa. Roche) abgetrennt (Niemeyer et al, 1999). Die Konzentration der verblei-
benden Einzelstrang-DNA wurde spektralfotometrisch bestimmt. Vor der jeweiligen
Hybridisierung wurde die Einzelstrang-DNA 10 Minuten bei 95 °C denaturiert und dann
mindestens drei Minuten auf Eis inkubiert.

Die in diesem Experiment verwendeten und als Fangermolekile fungierenden Oligo-
nukleotide binden alle an das oben genannte nifH-Genfragement des Stammes BH72.
Die entsprechenden Sequenzen und ihre Charakteristika ergeben sich aus den Tabel-
len 1 in Figur 1b und 2 in Figur 7b. Eine schematische Darstellung eines mdglichen
Duplexes nach Hybridisierung gibt Figur 1D. Oligonukleotide, die entweder &' Amino-
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modifikationen (amino link c6) oder 3' Modifikationen tragen, die zum Teil Poly-A-
Spacer von 6 — 12 Nukleotiden tragen, wurden durch die Firma Thermoelectron, (Ulm,
Deutschland) synthetisiert.

Zur Durchfilhrung der Hybrisierungsexperimente wurden DNA-Mikroarrays auf stan-
dardmikroskopischen Glasobjekttragern der Firma Menzel, Braunschweig, Deutschland,
hergestellt. Chemikalien und Lésungsmittel stammten von der Firma Fluka (Neu-Uim,
Deutschland). Zur Herstellung der Mikroarrays wurden die Glassubstrate gereinigt, sily-
liert, und aktiviert, wie von Bentas et al (2002) beschrieben. Die aktivierten Oberflachen
wurden direkt zur Immobilisierung von entweder 5'- oder 3‘-Amino-modifizierten Fénger-
Oligonukleotiden mittels kovalenter Bindung eingesetzt.

Die Auftragung der Sonden auf die so aktivierten Objekttrageroberfliachen erfolgte mit-
tels eines Piezo-getriebenen Spotter Robodrop (BIAS, Bremen, Deutschland) oder mit-
tels eines MicroGrid || Compact 400 der Firma BioRobotics, Vereinigtes Kénigreich. Die
Konzentration der Oligonukleotide betrug etwa 10 pM pro ml Wasser. Das verwendete
Wasser enthielt 1 % Glyzerin. In jeden Spot des Mikroarrays wurden ca. 250 pl aufge-
tragen, was einen Spotdurchmesser von etwa 200 ym entspricht.

Die Objekttrager wurden Giber Nacht bei Zimmertemperatur in Wasser gesittigter Atmo-
sphére inkubiert, um die kovalente Bindung zu bewerkstelligen. Eine Blockierung der
Mikroarrays erfolgt mittels 6-Amino-1-Hexanol (50mM) und Diisopropylethylamin
(150mM) in Dimethylformit nach Beier et al (1999). AnschlieBend wurden die Objekttra-
ger mit deionisiertem, partikelfreiem Wasser gewaschen, luftgetrocknet und bei 4 °C
unter N2 gelagert. '

Das Hybridisieren der Zielmolekile an die Sonden des Mikroarrays und Waschen er-
folgte in einem Personal Hyb Ofen der Firma Stratagene, Vereinigte Staaten von Ameri-
ka. Die Dauer der Hybridisierung betrug von 1 — 16 Stunden. Soweit nicht anders ange-
geben, erfolgte die Hybridisierung bei Zimmertemperatur mit 50 % Formamid, bei 46 °C
mit 50 % Formamid, und es wurde dabei 10 nM einzelstrangige DNA eingesetzt. Der
verwendete Hybridisierungspuffer enthielt 4 x SET, 10 x Denhardt's. Wahrend der
Hybridisierung wurde der Objekttrager mit einem Deckglas bedeckt. Im Anschluss an
die Hybridisierung erfolgte eine Waschung mit 2 x SET (0,1 % SDS) fiir 5 min und 1 x
SET (0,1 %SDS) fur 10 min bei Zimmertemperatur, oder mit 1 x (0,1 % SDS) fir 5 min
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und 0,1 x SET (0,1 % SDS) fur 10 min bei 46 °C. Die getrockneten Mikroarrays wurden
bei einer Auflésung von 10 um mit einem GenePix 4000 Microarray Scanner der Firma
Axon, Union City, Kalifornien bei gleichbleibender Starke des Lasers und bei gleichblei-
bender Empfindlichkeit des Photomultipliers ausgewertet. Aus diesem Grund lassen
sich die in den jeweiligen Ausfiihrungsbeispielen ermittelten Signalintensitaten verglei-
chen.

Ausfiihrungsbeispiel 1:

Der revers komplementdre Strang bzw. der Antisense-Strang des oben bereits er-
wahnten nifH-Genfragementes vom Stamm BH72 wurde mit den Sense-
Oligonukleotiden (Fangermolekiilen) S307 (6A), S114(6A) und S20 (6A) hybridisiert.
Der Antisense-Strang ist in Figur 1A schematisch dargestellt. Die Cy5-Markierung wurde
in den Strang eingefihrt, in dem ein Cy5-markierter Primer verwendet wurde, um den
Strang zu generieren. In Figur 1A sind schematisch die Bindungsstellen der Sense-
Oligonukleotide an dem Antisense-Strang dargestellt, wobei die jeweilige Entfernung
dieser Bindungsstellen vom 3' bzw. 5-Ende des Antisense-Stranges dargestellt sind.
Der Antisense-Strang stellt das Zielmolekiil dar, und die Sense-Oligonukleotide stellen
die Fanger-Oligonukleotide bzw. die Fangersequenzen dar, die in Form von Sonden auf
einem Mikroarray aufgebracht wurden. Die Hybridisierung dieser Sonden mit dem Ziel-
molekul fuhrt in den jeweiligen Spots auf dem Mikroarray zu unterschiedlichen Signal-
intensitaten, wie sie in Fig. 2A dargestellt sind. Von links nach rechts enthalten diese
Spots paarweise jeweils Fanger-Oligonukleotide, aufweisend die Sequenz S307(6A),
S114(6A), und S20(6A). Das Antisense-Strangzielmolekill ist lediglich am 5'-Ende mar-
kiert. Raumlich am n&chsten zum 5'-Ende befindet sich die Bindungsstelle bzw. Zielse-
quenz S307(6A). An dieser Stelle gebildete Hybride werden in den ersten beiden in Fi-
gur 2A dargestellten Spots nachgewiesen. Die Signalintensitit ist dort am héchsten.
Weiter entfernt von der Markierung ist der Sequenzabschnitt S114(6A), der in den
nachsten beiden Spots in Figur 2A nachgewiesen wird. Das Signal ist dort deutlich
schwacher. Etwas stérker, aber immer noch schwach ist das Signal, das Hybride von
sich geben, in die die Bindungsstelle S20(6A) eingeht.

In Figur 2B sind schematisch dargestellt die Fanger-Oligonukleotide 1, 2 und 3 sowie
das Zielmolekiil 4 in Form von Hybridmolekiilen bestehend aus 1 und 4,2 und 4, und 3
und 4 und die jeweils daraus resultierende Position der Markierung 5 am Zielmolekul 4
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im jeweiligen Hybrid. Das Fanger-Oligonukleotid 1 entspricht dabei S307(6A), das Fan-
germolekil 2-S114(6A), und das Fangermolekiil 3 S20(6A).

In Figur 2C sind die entsprechenden Signalintensitaten grafisch wiedergegeben. Deut-
lich erkennbar ist, dass die Verwendung des Fanger-Oligonukleotides S307(6A) bzw. 1
zu Hybriden fiihrt, bei denen die Markierung in unmittelbarer Nahe zum Hybrid ist, und
dass damit eine gegenuber den anderen dargesteliten Hybride etwa 3 bis 7-fach hohere
Signalintensitét erzielt wird. Erkennbar ist auch, dass eine besonders starke Erniedri-
gung der Signalausbeuten dann vorliegt, wenn das zu hybridisierende Fragment weit
entfernt von dem markierten Primer an die Fanger-Nukleinséure gebunden wird (S114
(6A)).

Ausfihrungsbeispiel 2:

Dieses Ausfilhrungsbeispiel zeigt, dass der im Ausfiihrungsbeispiel 1 beschriebene Ef-
fekt strang- und damit sequenzunabhangig ist. Es wurden Cy5-markierte Gegenstrange
(Sense-Strang) mit den entsprechenden Antisense-Oligonukleotiden hybridisiert. Es
wurde der gleiche Effekt beobachtet wie in Beispiel 1 (vgl. Figur 3A — 3C). In Figur 3A
sind dargestellt von links nach rechts jeweils vier Spots mit identischen Fanger-
Oligonukieotiden, wobei von links nach rechts Spots mit den Fanger-Oligonukleotiden
A20(12A), A20(6A), A20(6A)3', A307, A307(12A), A307(6A), A307(6A)3', und A1 14(6A)
dargestellt sind. In Figur 3B ist schematisch in derselben Reihenfolge dargestellt, wie
das Zielmolekil 7, das eine Markierung 8 an seinem einen Ende aufweist, an das jewei-
lige Oligonukleotid bindet, und die daraus resultierende Anordnung der Markierung in
Bezug auf das gebildete Hybrid 9 ist in Figur 3B erkennbar.

| Wie anhand der grafischen Darstellung der Signalintensitaten in Figur 3C, aber auch

anhand der Helligkeiten der Spots in Figur 3A erkennbar ist, sind die Signalintensitaten
immer dann am héchsten, wenn sich die Markierung in raumlicher Nahe zu dem jeweils
gebildeten Hybrid befindet, und zwar im Vergleich zu den anderen Hybriden um das
Doppelte bis etwas 4 ¥2-fache, im Extremfall sogar weit dariiber hinaus (vgl. die Werte
fur A307(6A)3' in Figur 3C). Die Bezeichnung 6A bzw. 12A (der Fanger-Oligonukleotide)
bezeichnet die Lange des jeweiligen Spacers. Dieses Ausfiihrungsbeispiel zeigt, dass

. der Unterschied der Lénge des Spacers, d.h. des Abstandhalters zwischen der Glas-

oberfléche eines Mikroarrays und dem bindenden Bereich des Finger-Oligonukleotides
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eine vergleichsweise geringe Auswirkung auf die Signalintensitat hat. So ist der Unter-
schied zwischen A20(6A) und A20(12A) nicht besonders ausgepragt, und zwischen

.A307(12A) und A307(6A) besteht so gut wie gar kein Unterschied. Eine leichte Erniedri-

gung des Signals bei A20(6A)3' im Vergleich zu A20(6A) kénnte durch Quenching-
Effekte durch die groRe raumliche Nahe des Fluoreszenzfarbstoffes zur Glasoberflache
hervorgerufen werden.

Es wird in diesem Zusammenhang darauf hingewiesen, dass bei Mikroarrayhybridisie-
rungsexperimenten falsch negative Resultate dadurch entstehen kénnen, dass eine
Markierung sich in einer unginstigen Position befindet, die zu einer niedrigen Signalin-
tensitat fuhrt, wie zum Beispiel im Fall des Fanger-Oligonukleotides A307(6A)3"; &hnli-
che sterische Effekte der Hybridisierung wurden von Peplies et al. (2003) beschrieben.
Dieses Oligonukleotid liefert eine 48-fach niedrigere Signalintensitiat als A20(6A). Die
ungunstigste Position ist weit entfernt von der Zielsequenz.

Ausfluhrungsbeispiel 3:

Dieses Ausfiihrungsbeispiel zeigt, dass der in den vorangegangenen Ausfiihrungsbei-
spielen beobachtete Effekt sich durch gréere Néhe der Markierung zur Zielsequenz
noch verstarken IaBt. Dafiir wurde ein Antisense-Fangeroligonukleotid verwendet, A1
(6A) in Figur 11, das komplementar zu dem Primeroligonukleotid ist, mit dem mittels
PCR die endmarkierte Sonde generiert wurde. Das hat zur Folge, dass die Fluores-
zenzmarkierung bereits am ersten Nukleotid des Heteroduplex positioniert ist, der bei
der Hybridisierung entsteht. In diesem Ausfiihrungsbeispiel ist das Fluoreszenzsignal
gegeniber einem um 20 Nukleotide verschobenen Fangeroligonukleotid, A20 (6A), um
den Faktor 2.3 erhéht. Wie aus Figur 11 A und 11 B ersichtlich, sind fir dazwischen lie-
gende Positionen (A4 (6A) — A14 (6A)) die Signalstarken absteigend schwacher als fiir
A1 (6A). Im Vergleich zu der ungunstigsten Position aus Ausfilhrungsbeispiel 2, A114
(6A), ist nun sogar ein 146-fach starkeres Signal bei der giinstigsten Position A1 (6A) zu
beobachten. Eine noch weiter entfernte, aber immer noch relativ mittige Position A188
(6A) fuhrt zu einer noch niedrigen Signalintensitat (Faktor 357). Das Ausfiihrungsbei-
spiel belegt, daB relativ hohe Signalausbeuten zu erhalten sind, wenn die Markierung
weniger als 64 Nukleotide von der Zielsequenz entfernt sind, die den Heteroduplex bil-
det, hier kommt es in diesem Ausfithrungsbeispiel bereits zu einem 15-fach schwéche-
ren Signal.
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Der positive Positionseffekt wird auch in Figur 12 verdeutlicht. Wird eine verkiirzte mar-
kierte Sonde eingesetzt (hier um 113 Nukleotide, so dass der fiir die PCR eingesetzte
Primer zum Fangernukleotid A114 komplementér ist), zeigt sich ein ahnlicher Positions-
effekt fur andere Fanger-Oligonukieotide. Oligonukleotid A114 (6A), das in Figur 11 bei
mittiger Position nur geringe Signalstéarken lieferte (130 rel. Intensitat), zeigt in Figur 12
als endsténdiges Fanger-Oligonukleotid hohe Signalstirke (11 800 rel. Intensitét). Auch
in diesem Beispiel ist wieder ein starker Abfall der Signalintensitét (Faktor 5,2) zu beo-
bachten, wenn sich die Markierung in gréBerer Entfernung (z.B. 74 Nukleotide fur A188
(A6), Figur 12 A, B) zum gebildeten Hybrid befindet.

Ausfuhrungsbeispiel 4:

Dieses Ausfiihrungsbeispiel zeigt, dass der in den vorangegangenen Ausfiihrungsbei-
spielen beobachtete Effekt unabhangig von der chemischen Natur der Markierung ist.
Die gleichen Experimente wie im Ausfiihrungsbeispiel 2 wurden mit einem Cy3-
markiertem Sense-Strang anstelle eines Cy5-markierten Sense-Stranges durchgefiihrt
und lieferten im Wesentlichen die gleichen Ergebnisse wie in Beispiel 2 beschrieben.
Diese Ergebnisse sind in den Figuren 4A — 4C dargestellt, wobei die Markierungen in
Fig. 4B mit dem Bezugszeichen 10, und das so markierte Zielmolekil mit dem Bezugs-
zeichen 11 versehen ist. In Figur 4A sind jeweils vier Spots von links nach rechts darge-
stellt, in denen sich Fanger-Oligonukleotide wie im Ausfiihrungsbeispiel 2 beschrieben
befinden. In Figur 4B ist von links nach rechts jeweils schematisch dargestellt, wie das
jeweilige Fénger-Oligonukleotid mit dem Zielmolekiil hybridisiert, und in welcher Position
sich die Markierung in Bezug auf das gebildete Hybrid jeweils befindet. Figur 4C zeigt
die Signalintensitéten der in Figur 4A gezeigten Spots in der gleichen Reihenfolge.

Wie bereits angedeutet, entsprechen die Ergebnisse im Wesentlichen den im Ausfiih-
rungsbeispiel 2 diskutierten Ergebnissen. Dass eine andere Markierung zu im wesentli-
chen gleichen Ergebnissen fuhrt, belegt, dass es keine Rolle spielt, welche Art der Fluo-
reszenz-Markierung gewahlt wird, um die Erfindung auszufiihren.

Ausfuhrungsbeispiel 5:
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Das in Ausfuhrungsbeispiel 1 beschriebene Experiment wurde wiederholt mit Cy3-
markiertem Sense-Strang und Cy3-markiertem Antisense-Strang. Die Ergebnisse im
Fall des Cy3-markierten Sense-Stranges sind in den Figuren 5A — 5C abgebildet, die
Ergebnisse des mit dem Cy3-markierten Antisense-Strang durchgefiihrten Experimen-
tes sind in den Figuren 6A — 6C abgebildet. Die Signalintensitat ist jeweils dort am
héchsten, wo sich die Markierung 8 in unmittelbarer Nahe zum jeweils gebildeten Hybrid
9 befindet. Bei Verwendung des Cy3-markierten Sense-Stranges als Zielmolekill ist dies
im Spot mit der Fangersequenz fiur S307(6A) der Fall, und beim Cy3-markierten Anti-
sense-Strang im Spot mit der Fangersequenz fur A20(6A) (vgl. Figuren 5A — 5C, Figu-
ren 6A- 6C).

Diese mit dem Ausfilhrungsbeispiel 1 vergleichbaren Experimente belegen, dass so-
wohl Cy3-markierter Sense-Strang als auch Cy3-markierter Antisense-Strang dann mit
hohen Signalausbeuten nachweisbar sind, wenn die mit Fangersequenzen gebildeten
Hybride die Markierung in unmittelbarer raumlicher Nahe aufweisen. Bei der Sonde
A20(6A) oder S307(6A) ist die Signalintensitat gegenuber anderen Hybriden bis zu ei-
nem Faktor 22 erhdht.

Ausfliihrungsbeispiel 6:

Dieses Ausfuhrungsbeispiel belegt, dass die Erfindung auch bei Verwendung langerer
Oligonukleotide als Fangermolekile funktioniert. Es wurden in diesem Fall 50mer Oli-
gonukleotide eingesetzt, die jeweils an den duleren Enden des Zielmolekiils binden.
Cy3-markierter Sense-Strang zeigt das starkere Signal, wenn die Markierung nahe dem
Duplex liegen (A19-68). Die Signalintensitat war in diesem Fall gegeniiber den tbrigen
Signalen um den Faktor 2 erhéht.

Bezeichnung und Sequenzen der verwendeten 50mer Oligonukleotid-Fanger bzw. Ziel-
sequenzen lassen sich der Tabelle 2 in Figur 7B entnehmen, die Position der entspre-
chenden Bindungsstellen auf dem Sense- bzw. Antisense-Strang des 362 bp langen
nifH-Genfragmentes aus dem Stamm BH72 sind schematisch in der Figur 7A darge-
stelit.
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In Figur 8A sind die Spots eines entsprechenden Mikroarrays dargestellt, wobei sich in
einer Reihe jeweils sechs identische Spots befinden. Die in den jeweiligen Spots nach-
weisbaren Zielsequenzen bzw. befindlichen Fangersequenzen sind in der Darstellung
der Figur 8A auf der rechten Seite der dargestellten Mikroarrayoberflache bezeichnet. In
Figur 8B finden sich die entsprechend ermittelten Signalintensitaten in Form einer grafi-
schen Darstellung.

Dasselbe Experiment wurde mit Cy3-markiertem Antisense-Strang durchgefithrt. Auch
in diesem Fall zeigte sich das stéarkste Signal, wenn die Markierung nahe dem Duplex
lag (S289-338), vgl. die Figuren 9A, 9B. Auch hier war die Signalintensitat bei Durchfiih-
rung eines erfindungsgemalen Verfahrens gegentiber den Ubrigen Signalintensitaten
etwa um den Faktor 2 erhoht, jedenfalls deutlich verbessert, wie aus Figur 9B fur die
Sequenz S289-338 hervorgeht.

Ausfiuhrungsbeispiel 7:

- Dieses Ausfuhrungsbeispiel belegt, dass auch andere Markierungsstrategien zur Er-

zeugung von Zielmolekilen eingesetzt werden kénnen. Unter Verwendung unmarkierter
PCR-Primer und dem zufélligen Einbau von Fluorescein-12-dUTP (,random labeling®)
wurde ein entsprechend markierter Sense-Strang erzeugt, der mit kurzen Antisense-
Oligonukleotiden hybridisiert wurde. In Figur 10A sind links in einem aus Reihen und
Kolonnen bestehenden Raster jeweils vier Sondenpunkte bzw. Spots dargestellt. Die
Reihen sind von I bis IV durchnumeriert und die Spalten mit a — e bezeichnet. Rechts
daneben befindet sich eine schematische Wiedergabe desselben Rasters, wobei in den
entsprechenden Rasterflachen die Bezeichnung der in den jeweiligen Spots befindli-
chen Fanger-Oligonukleotide eingetragen ist. So befinden sich in dem Feld Ila Spots mit
den Fanger-Oligonukleotiden A307(6A) usw. In Figur 10E sind die zu den jeweiligen
Spots ermittelten Signalintensitaten grafisch dargestellt. Am héchsten sind die Signal-
intensitéten in dem Spot A20(6A)3' gefolgt von dem Spot A20(6A) und A20(12A).

Aus Tabelle I in Figur 1B geht hervor, dass das Fanger-Oligonukleotid A20(6A)3' an vier
Positionen an T bzw. an U bindet, wahrend das Fanger-Oligonukleotid 307 an 0 Positi-
onen an T bzw. U bindet, so dass eine héhere Einbaurate von Fluoreszenz markierten
Nukleotiden bei der A20-Zielsequenz vorliegt. Durch Fluoreszenzmarkierung an diesen
Basen liegt folglich eine héhere Fluoreszenzintensitat in Duplex bei A20 vor als bei
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A307, was sich in einer erkennbar héheren Signalintensitat (vgl. Figur 10B) nieder-
schlagt.

Zusatzlich zu dem wie oben beschriebenen Glasobjekttragern wurden kommerzielle
Trager fur Mikroarrays verwendet, wie zum Beispiel Aldehyde Slides und Amin Slides,
Aldehyd plus Slides der Firma Genetics, QMT® Aldehyde Slides von Peglab, Pan® A-
mine Slides von MWG-Biotech. Bei diesen Mikroarrays wurden dieselben Ergebnisse
gefunden wie eben anhand der Ausfiihrungsbeispiele 1 — 7 erlautert.

Dies belegt, dass die vorliegende Erfindung im Zusammenhang mit beliebigen Mikroar-
rays verwendbar ist.

Vorstehend wurde anhand erfindungsgemaB markierter Zielsequenzen, die in Lésung
auf DNA-Arrays aufgetragen werden, aufgezeigt, dass die Erfindung strang- und somit
sequenzunabhangig ist.

Im Rahmen der Erfindung ist dies Vorgehensweise ohne weiteres umkehrbar, d.h. es
lassen sich zu untersuchende Zielmolekiile auf einem Array vorsehen, die mit erfin-
dungsgemé&n markierten, in Losung befindlichen Fangermolekiilen versetzt werden, so
dass Duplexe bzw. Komplexe mit hohen Signalintensitaten entstehen. Mit anderen
Worten: der Begriff ,Zielmolekil" ist so zu lesen, dass er austauschbar ist mit dem Beg-
riff ,Fangermolekil® und umgekehrt. Zugleich ist dann der Begriff ,Zielsequenz* so zu
lesen, dass er auszutauschen ist gegen den Begriff ,Féngersequenz* und umgekehrt.

Auch lasst sich im Rahmen der Erfindung die gesamte Ligandenbindungsreaktion
grundsétzlich in Lésung bewerkstelligen.

Tabelle 1 Sequenzen der Féngeroligonukleotide zur Nitrogenasegendetektion. Die
Nédhe zum Hybrid ist aus der Tabelle (Spalte ,,Position*) ersichtlich.

Probe? SEQ ID MO Sequenz (5'-3')° Tm® ;zr(lr-lt) GC% Position®
Proteo-1 1 GACAAGATGGTGTCCTGAG 67 19 52  29-47
Proteo-2 2 GACAGGATGGTGTCCTG 66 17 58  31-47
Proteo-3 3 GGCTCAGGATGGTGTCC 68 17 64  33-49
Proteo-4 4 AGGACGGTGTCCTGGG 68 16 68  29-44

5

Proteo-5 TTCCGCGGCAAGGGAGA 68 17 64 44-60




WO 2006/013052

PCT/EP2005/008150

28-
Proteo-6 6 GTGTCCTGCAGCTTGGT 66 17 58 22-38
Proteo-7 7 AGCCGATCTTGAGAACGTC 67 19 52 91-109
Proteo-8 8 AGCCGATCTGCAGCACGT 69 18 61  92-109
Proteo-9 s CAGTTCCATCACGGAGTTC 67 19 52 33-51
Proteo-10 10 TGCATGACGCTGGTTTGC 67 18 55  30-47
Proteo-11 11 TACCCGATGGCCAGCACAT 69 19 57  92-110
Proteo-12 12 ATGACGGTGTTCTGCATCTT 66 20 45  25-44
Proteo-13 13 CACGGTCGTTTGCGCCTT 69 18 61  25-42
Proteo-14 14 TCTGAGCCTTTGAGTGCAG 67 19 52 16-34
Proteo-15 15 TTGATGTCGCCGTAGCCG 69 18 61  105-122
Proteo-16 16 TTTAATGCCGCTGTAACCAGT 66 21 42 103-123
Proteo-17 17 CCAGTCAGTAGTACATCTTCTA 66 22 40  86-107
Proteo-18 18 TTTTGCGCTTTCGCATGCAG 68 20 50  16-35
Proteo-19 19 CTTGCTGTGGAGGATCAG 67 18 55  10-27
Proteo-20 20 CTCCATTATTGTGTTTTGCGC 66 21 42 28-48
Proteo-21 21 GTGTTTTGCGCTTTAGAGTG 66 20 45  19-38
Proteo-22 22 GGAAGTTAATCGCTGTGATAAC 66 20 40  175-196
Proteo-23 23 ATGGTCTCCTGGGCCTT 66 17 58  25-41
Proteo-24 24 CACTTGACGTCGCCGTA 66 17 58  109-125
Proteo-25 25 TTCCAAATCTTCAACGCTACC 66 21 42 64-84
Proteo-26 26 GTGACAGCACCGACGTC 67 18 64  33-49
Proteo-27 27 ACGGTCTGCTGGGCTTT 66 17 58  25-41
Proteo-28 28 ATGCAGGACCGTGTCCTG 69 18 61  31-48
Proteo-29 29 AGATGCAGAACCGTGTCCT 67 19 52 32-50
Proteo-30 30 GAACCTTCGGTTGCCGC 68 17 64 52-68
Proteo-31 31 GCGGCGAGATGCAGAAC 68 17 64  40-56
Proteo-32 32 ATCCAGGACGGTATCCTG 67 18 55  31-48
Proteo-33 33 GATGTCCTGATAGCCGAC 67 18 55  103-120
Proteo-34 34 TTGATGTCCTTGAAGCCGA 65 19 47  104-122
Proteo-35 35 GCCTGATTCAACACAACGAAC 68 21 47  118-138
Proteo-36 36 CCAGCGAAAGGACGGTG 68 17 64  36-52
Proteo-37 37 AATATCTTTAAAACCGGCTTTCAG 66 24 33 97-120
Proteo-38 38 GTGTCCTGCATCTTGGTG 67 18 55 21-38
Proteo-39 39 GGTGTTTTGCATTTTAGTGTG 64 21 38 19-39
Proteo-40 40 CCAGCGAGAGGATGGTG 68 17 64  36-52
Proteo-41 41 CTTGGCATGCAGCATCAG 67 18 55  10-27
Proteo-42 42 ATGCAGAATCAGTCGAGTAGA 66 21 42 1-21
Proteo-43 43 GTGTTCTGTGCTTTAGAGTGAAG 69 23 43 16-38
Proteo-44 44 GTGCATTACAGTAGTCTG 62 18 44  31-48
Proteo-45 45 GTAGCCAGCCTTCAGCAC 69 18 61  94-111
Proteo-46 46 AGGCTGAGGATCGTGTCC 69 18 61  33-50
Proteo-47 47 CAGCAGCAAGGTGCAGC 68 17 64  42-58
Proteo-48 48 GCCATCTCCATAATGGTGT 65 19 47  35-53
Proteo-49 49 CCTTGCAGCCGAGGATC 68 17 64 12-28
Proteo-50 >0 AGGCTGAGGATGGTGTC 66 17 58  34-50
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Proteo-51 21 CTCGAGGTCTTCGACGCT 69 18 61 67-84
Proteo-52 52 CTCGCGGCAAGACTCAAA 67 18 55  42-59
Proteo-53 53 CTCGCTGCAAGGCTCAAA 67 18 55  42-59
Proteo-54 54 CGTGTAGGATCAGCCGTGT 69 19 57  4-22
Proteo-55 55 AGACTAAGCACGGTGTCTTG 68 20 50  31-50
Omega-1 56 TGTCTGAGCCTTGGCATGA 67 19 52 18-36
Omega-2 57 CTTCATAACGTCCTTCAGTTC 66 21 42 79-99
Omega-3 58 GGTCCATAACCGTTGACTG 67 19 52 31-49
omega-4 >3 CCATTACCGTGTTCTGTGC 67 19 52  28-46
Omega-5 60 GGTGTCGCCATAGCCGA 68 17 64  104-120
Omega-6 61 CAACCTTCATCACGGATTCG 68 20 50  87-106
Omega-7 62 CGGATGAGGTCCATCAC 66 17 58  40-56
Omega-8 63 GAACCTTGTCCATAACCGT 64 19 47  37-55
Omega-9 64 CTCGCGGATCAGGTCCAT 69 18 61  43-60
omega-10 65 GACCTTCATGACATCTTCCAG 68 21 47  85-105
Omega-11 66 ACGTCCGAGAGCTCCAGA 69 18 61  78-95
Cyano-1 67 CAGTGGTTTGTGCTTTACA 63 19 42 22-40
Cyano-2 68 AGTGAAGAACTGTTACCTGTGC 68 22 45  28-49
Cyano-3 69 GTTTGAGCTTTAGCGTTTAAGATTA 66 25 32 11-35
Cyano-4 70 AAACCGGTCAACATTACTTCGTG 69 23 43 88-110
Cyano-5 71 GCACCTGGTTTACATACATC 66 20 45  91-110
Cyano-6 72 GCTTAGTACGGTTGTTTGTG 66 20 45  29-48
Cyano-7 73 TCTACACATCGGATACCTTTGTA 67 23 39 109-131
Cyano-8 74 CTGCACCTTTTTCAGCAGC 67 19 52 52-70
Cyano-9 75 TACAGTGGAGCATTAAGCGAG 68 21 47  5-25
Cyano-10 76 CAGCCAAGTGAAGAACGGT 67 19 52  37-55
Cyano-11 77 CACTTAACGCCGCGATAGC 69 19 57  107-125
Cyano-12 78 ATTACTTCTTCGAGTTCAATATCTT 65 25 28 74-98
Cyano-13 79 ACGAACGTTACGGAAACC 64 18 50  106-123
Cyano-14 80 CTAAGTGGAGAATGGTAGTTTG 66 22 40  31-52
Cyano-15 81 GGTGAAGAATCGTGGTTTG 65 19 47  31-49
Cyano-16 82 GGTGTAGAATTGTGGTTIGG 66 20 45  30-49
Cyano-17 83 AGCTAGGTGCAGAACTGTG 67 19 52 36-54.
Cyano-18 84 GCAGCCAAGGAAAGAACG 67 18 55  39-56
Cyano-19 85 CTTCACACCACGGAAGCC 69 18 61  106-123
Cyano-20 86 CGAGCAATACTTCCGAGAGT 68 20 50  84-103
Cyano-21 87 ACGTTGTTATAGCCAGTGAGTA 66 22 40  98-119
Cyano-22 88 GTGCAGAATGGTGGTTTG 64 18 50 31-48
Cyano-23 83 CAGCAGCCAATTGGAGAAC 67 19 52  40-58
Cyano-24 90 CTTTTCTGCTGCCAGGTG 67 18 55  46-63
Cyano-25 91 AGCTTTACAGTGAAGAATCAAGC 67 23 39 8-30
Cyano-26 92 GAGCTTCATCAAGTTCCAC 65 19 47 79-97
Cyano-27 93 CTGGATGCCAGCGTAGC 68 17 64  107-123
Frankia-1 94 ATGCCCCACTGGCCCTC 71 17 70 103-119
Frankia-2 25 GCCTTCTCGATGACGGTG 69 18 61  36-53
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Clusterll-1 %6 CCCAGAATCATGCGGGTA 67 18 55  3-20
ClusterII-2 27 GTTCATTCCGCCTAAAATCATAC 67 23 39 8-30
ClusterII-3 98 GTTTTGATGACCTTCTCGTTG 66 21 42  81-101
ClusterII-4 939 ACATCCATCAGGGTTTCCTG 68 20 50  31-50
ClusterII-5 100 TTGATTCATCCCTCCCAARA 64 20 40  14-33
ClusterII-6 101 TATCCATCAATGTTTCTTGCGG 66 22 40  28-49
ClusterII-7 102 CCATCATGGTGGTCTGCA 67 18 55  29-46
ClusterII-8 103 GCATTTTACCTCTAAGAATCATAC 66 24 33 g-31
ClusterII-9 104 GTTTTCCGTGGAGAATCATTC 66 21 42 8-28
ClusterII-10 105 CCGTGCAAGATTAACCTTG 65 19 47  5-23
ClusterII-11 106 GTTGTCTGCATTTTACCGC 65 19 47  20-38
ClusterII-12 107 GGTCTCCTCAGGTTTGC 66 17 58  23-39
ClusterII-13 108 ATCACCGTCTGCTGCGG 68 17 64  28-44
ClusterII-14 109 CCAGGATCAGCCGATTTGA 67 19 52 1-19
ClusterII-i5 110 CACCAAGGATAAGACGAGTT 66 20 45  3-22
ClusterII-16 111 CGAGCACAAGACGAGTACA 67 -19 52 1-19
Clusterlil-1 112 CCTTCTTCGCGGAGCGT 68 17 64  49-65
ClusterIII-2 113 ACTCGGTGCACCGGCAA 68 17 64  111-127
ClusterIII-3 114 CCTTCCTCGCGGAGTGT 68 17 64  49-65
Clusterlll-4 115 GAAGTGATTATTCCTCTTCC 64 20 40  160-179
ClusterIII-5' 116 CGCCTAAGAGAAGACGAGT 67 19 52 4-22
ClusterIII-6 117 TCGTCGCGAAGGGTATCCA 69 19 57  44-62
ClusterIII-7 118 CCGCCTTTACGGATATC 63 17 52  85-101
ClusterIII-8 119 CCGCAAGGTCCACGTC 68 16 68  70-85
ClusterIII-9’ 120 CTTCCCGGCGGATGTC 68 16 68  85-100
ClusterIII-10 121 GCAGCGTATCCAATACGGT 67 19 52  37-55
ClusterIII-11 122 GTCTTCCCCTTCCGACC 68 17 64  56-72
ClusterIII-12 123 TCTTCCAGATCCACGTCTTC 68 20 50 67-86
ClusterIII-13’ 124 CTTTTCTGCGCAAGACCAC 67 19 52 20-38
ClusterIII-14 125 ACCCTGTCCGGCGGATA 68 17 64  87-103
ClusterIII-15 126 GGGTATCCAGAACGGACTT 67 19 52  34-52
ClusterIII-16 127 ACGGTCCGTTGACTCAAAC 67 19 52 23-41
ClusterIII-17 128 GAGCCAAGCCATGCAACA 67 18 55  14-31
ClusterIII-18 129 GTATCTAACACACTCTTTTGGT 65 22 36 29-50
ClusterIII-19 130 GTTCTGAGTGTATCCAACAC 66 20 45  40-59
ClusterIII-20 131 CCAAGGAGAAGACGGGTG 69 18 61  3-20
ClusterIII-21 132 GTCCAAGACGGTGCTTTG 67 18 55  31-48
ClusterIII-22 133 TCGAGAAGATTGATGGAGG 65 19 47  176-194
ClusterIII-23 134 TATCCAGGACAGTGCGCT 67 18 55  32-49
ClusterIII-24 135 TCCAAAACGGTCCGCTG 66 17 58  31-47
ClusterIII-25 136 CCGAAGCCCTGTTTGCG 68 17 64  91-107
ClusterIII-26 137 AACCGGGTTTACGGATATC 65 19 47  85-103
ClusterIII-27 138 ARAGCCGGGCGACACGA 68 17 64  89-105
ClusterIII-28 139 CACCTAAAAGTAGACGTGTTGA 66 22 40 1-22
ClusterIII-29 140 CCAACAACAATCGGGTTGA 65 15 47  1-19
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ClusterIII-30 141 CACAGCGAACACCTTTAAAAC 66 21 42  101-121
ClusterIII-31 142 CGGTTTTCTGCTGAAGACC 67 19 52 22-40
ClusterIII-32 143 GTCTTTTGTGCTAAACCACC 66 20 45  19-38
ClusterIII-33 144 CACCTTCCGCGAGTGTAT 67 18 55  47-64
ClusterIII-34 145 AGTACGGTTTTCTGGGCTAA 66 20 45  25-44
ClusterIII-35 146 CTCCCAATAAGAGACGGG 67 18 55  5-22
ClusterIII-36 147 GTATCCTACCTTCAGAACCG 68 20 50  86-105
ClusterIII-37 148 TCAATGTCATCGCCTTCTTC 66 20 45  58-77
ClusterIII-38 145 ATGCCGGAARAGCCGGG 68 17 64  97-113
ClusterIII-39 150 CCAGCTCTATGTCGTCGC 69 18 61  65-82
ClusterIII-40 151 GTCTTCTGGTTCAGGCC 66 17 58  22-38
ClusterIII-41 152 CGTATCAAGCACCGTTTTC 65 19 47  33-51
ClusterIII-42 153 CAAAATGGCATCCAATTCAATTTC 66 24 33 70-93
ClusterIII-43 154 CATGATACGGTCGAGTTCAAC 68 21 47  73-93
ClusterIII-44 155 CTGAGCTAATCCTCCTAAAAG 66 21 42 13-33
ClusterIII-45 156 GGTGAAGACCACCAAGAAG 67 19 52 13-31
ClusterIII-46 157 TGCTGGAGTCCTCCCAAC 69 18 61  15-32
ClusterIII-47 158 CAAGTTTTCGCACATCATCCAG 68 22 45  79-99
ClusterIII-48 159 GCCGAGCTTGATGATGTC 67 18 55  85-102
ClusterIII-49 160 CGACTTTTCTAACGTCTTCAAG 66 22 40 79-100
ClusterIII-5O0 161 GTACGGTCTTTTGGCTCARAC 68 21 47  23-43
ClusterIII-51 162 CGGTTCGCAATGTATCCAG 67 19 52  43-61
ClusterIII-52 163 CAGGCCGTTCAGCAARAG 67 18 55  10-27
ClusterIII-53 164 GCCTCCCAGAAGCARAC 66 17 58  8-24
ClusterIv-1 165 CCCTGATGGCGTCAAGC 68 17 64  42-58
ClusterIV-2 166 AGTACCGTTTCCTGGTGCA 67 19 52 26-44
ClusterIV-3 167 CGGTTCGGTTTTGCCGTC 69 18 61  58-75
ClusterIV-4 168 CCTCTGAGAAGGGTTAT 61 17 47  7-23
ClusterIV-5 169 GATGCCTTTGTAGCCGGT 67 18 55  109-126
ClusterIV-6 170 CTGCGTGTTGTCCCGTAT 67 18 55  52-69
ClusterIV-7 171 TTCTGCAAGGATCCGCGT 67 18 55  4-21

' ClusterIv-8 172 CACCGCGGTGATGATCC 68 17 64  164-180
ClusterIV-9 173 TCATGGGCATTGACCG 63 16 56  68-83
ClusterIV-10 174 CCGTCCCTCATGCTGTC 68 17 64  46-62
ClusterIV-11 175 TTGCCGCCTGTCAGGTT 66 17 58 10-26
ClusterIV-12 176 CCTCCGCTTTCAACACAT 64 18 50  114-131
ClusterIV-13 177 GCCTCTCACCATAGAGTG 67 18 55  14-31
ClusterIV-14 178 CAATATCAAGGATAGTAGGCAATC 67 24 37 29-52
ClusterIV-15 179 CTTTCCGTGCATTAATGTCC 66 20 45  8-27
ClusterIV-16 180 AATCCTACGTCCAGCGAG 67 18 55  13-30
ClusterIV-17 181 CTGTATTTTGTGTCCGCATAC 66 21 42 13-33
ClusterIV-18 182 ACCGTGGGGATCTTCCTC 69 18 61  24-41
ClusterIV-19 183 ACTGTGGGAATGTCAGCC 67 18 55  24-41
ClusterIV-20 184 TAATATCCTGACCCTTTTGC 64 20 40 57-76
ClusterIv-21 185 AGGTAATCCAGTACCGT 61 17 47  37-53




WO 2006/013052 PCT/EP2005/008150

-32.
ClusterIv-22 186 CCGTGCAACAACAGTTTC 64 18 50  6-23
ClusterIv-23 187 GCCAAGGCTTTCCAGCAT 67 18 55  187-204
ClusterIv-24 188 TGACCTCCTGGACGTTATC 67 19 52 58-76
ClusterIV-25 189 CCGCCCCTTAAATTTGAAG 65 19 47  5-23

® Fangeroligonukleotide wurden anhand der Verteilung in den Clustern benannt.
Die Zahl der Féngeroligonukleotide in den Clustern reprasentiert nicht deren Be-
deutung. '

5 b Gezeigte Oligonukleotidesequenzen sind revers komplementar zu den jeweiligen
Sequenzen des sense nifH/anfH/vnfH Strangs. Alle Oligonukleotide werden mit
dem 5'-Ende an den Mikroarray gebunden.

¢ Tn-Werte wurden kalkuliert mit dem Programm MELT 1.1.0 (Jo P. Sanders) kal-
kuliert.
10 4 Position der Oligonukleotide repréasentiert die Position, an der die Zielsequenz
gebunden wird [Die Region des PCR-Primers (18 nt) wurde hier anders als in
den anderen Abbildungen nicht mitgezahilt)].

15
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Patentanspriiche

Verfahren zum Analysieren von Proben mittels eines Ligandenbindungsverfah-
rens, bei dem durch Bindung von Zielsequenzen von Zielmolekillen mit Fanger-
sequenzen von Sonden Duplexe oder Komplexe erzeugt und/oder bei dem so er-
zeugte Duplexe oder Komplexe analysiert werden, wobei die Zielsequenzen Teil-
sequenzen des jeweiligen Zielmolekiils sind,

dadurch gekennzeichnet, '
dass die Duplexe oder Komplexe in raumlicher Nahe zu und/oder innerhalb der
Zielsequenz zumindest eine detektierbare Markierung oder eine Anhaufung von
Markierungen aufweisen.

Verfahren nach Anspruch 1,

dadurch gekennzeichnet,

dass die Duplexe oder Komplexe ausschlieBlich in raumlicher Néhe zu und/oder
innerhalb der Zielsequenz zumindest eine detektierbare Markierung oder eine
Anh&ufung von Markierungen aufweisen.

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2

dadurch gekennzeichnet,

dass eine Fangersequenz verwendet wird, die zu einer Zielsequenz komplemen-
tar ist, in deren raumlicher Nahe und/oder innerhalb dieser Zielsequenz sich zu-
mindest eine detektierbare Markierung oder eine Anhzufung von Markierungen
befindet.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3,

dadurch gekennzeichnet,

dass mehrere Proben gleichzeitig mittels Ligandenbindung analysiert werden,
wobei alle Zielmolekile entweder zumindest eine detektierbare Markierung oder
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eine Anh&ufung von Markierungen in raumlicher Nahe zu der jeweiligen Zielse-
quenz aufweisen.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4,
dadurch gekennzeichnet,
dass alle Zielmolekile die gleiche Anzahl von Markierungen aufweisen.

Verfahren nach Anspruch 4 oder 5,

dadurch gekennzeichnet,

dass zumindest zehn Proben, vorzugsweise zumindest hundert Proben bezie-
hungsweise zumindest tausend Proben gleichzeitig analysiert werden.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6,
dadurch gekennzeichnet,
dass die Markierung eine Fluoreszenzmarkierung ist.

Verfahren nach Anspruch 7,

dadurch gekennzeichnet,

dass die Fluoreszenzmarkierung mittels eines oder mehrerer der folgenden Mar-
kierungsmittel erzielt wird:

Cy3, Cy5, Fluorescein, Texas-Red, Alexa-Fluor-Farbstoffe und anderer Fluores-
zenzfarbstoffe.

Verfahren zur Herstellung von Zielmolekiilen, die ausschlieBlich in raumlicher
Nahe zur jeweiligen Zielsequenz oder innerhalb der jeweiligen Zielsequenz zu-
mindest eine Markierung aufweisen, wobei die Zielsequenzen Teilsequenzen des
jeweiligen Zielmolekils sind.

Verfahren nach Anspruch 9,

dadurch gekennzeichnet,

dass die Markierung der Zielmolekile mittels enzymatischer Endmarkierung, re-
verser Transkription, indirekter Markierung und/oder ,Sandwich“-Methoden er- -
folgt.
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Verfahren nach Anspruch 9,

dadurch gekennzeichnet,

dass dabei Zielmolekule mittels eines PCR-Verfahrens erzeugt werden, bei dem
zumindest ein mit einem Markierungsmittel versehener Primer eingesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 11,
dadurch gekennzeichnet, dass zumindest ein weiterer mit einem identischen oder

einem weiteren Markierungsmittel versehener Primer dabei eingesetzt wird.

Verfahren zur Herstellung von Zielmolekilen, die eine Markierung in rdumlicher

" Nahe zur Zielsequenz aufweisen, bei dem Zielmolekile mittels eines PCR-

Verfahrens erzeugt werden, und bei dem zumindest eine Art dNTPs eingesetzt
werden, die mit einem Markierungsmittel versehen sind, und bei dem die mar-
kierten dNTPs in unmittelbarer N&he zur Zielsequenz und/oder in die Zielsequenz
selbst in dem Zielmolekil eingebaut werden, wobei die Zielsequenzen Teilse-
quenzen des jeweiligen Zielmolekils sind.

Verfahren zur Herstellung von Zielmolekilen, die eine Markierung in raumlicher
Nahe zur oder innerhalb einer Zielsequenz aufweisen, die eine Teilsequenz des
jeweiligen Zielmolekiils ist, bei dem Zielmolekiile mittels eines PCR-Verfahrens
erzeugt werden, bei dem zumindest eine Art ANTPs eingesetzt werden, die mit
einem Markierungsmittel versehen sind, bei dem die markierten dNTPs in unmit-
telbarer Nahe zur Zielsequenz und/oder in die Zielsequenz selbst eingebaut wer-
den, und bei dem ein oder mehrere Primer eingesetzt wird oder eingesetzt wer-
den, der oder die mit dem gleichen oder weiteren Markierungsmitteln versehen ist
oder sind.

Zielmolekiile zum Einsatz in einérn Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 8, die
eine Markierung oder eine Anhaufung von Markierungen in raumlicher Néhe zur
oder innerhalb der jeweiligen Zielsequenz aufweisen.

Zielmolekile nach Anspruch 15 hergestellt nach einem Verfahren nach einem
der Anspriiche 9 bis 14.



10

15

20

25

30

35

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

WO 2006/013052 PCT/EP2005/008150

-38-

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, worin Zielmolekiile nach Anspruch
15 oder 16 zum Einsatz kommen.

Kit zur Bereitstellung von Zielmolekilen fur die Durchfihrung eines Verfahrens
nach einem der Anspriiche 1 bis 8, umfassend:

- Primer zur Generierung von Zielmolekiilen, die ausschlielich in Nachbarschaft
zur oder innerhalb der Zielsequenz eine Markierung aufweisen, und

- gegebenenfalls Puffer und anderer Hilfssubstanzen.

Satz von Fangermolekilen, zur Durchfilhrung eines Verfahrens nach einem der

Anspriiche 1 bis 8, umfassend:

- eine vorbestimmte Anzahl unterschiedlicher Fangermolekiile umfassend je-
weils unterschiedliche Fangersequenzen, die jeweils zum Ausbilden von Li-
gandenbindungen mit Zielsequenzen von Zielmolekilen derart ausgebildet
sind, dass sie komplementar zu den jeweiligen Abschnitten der Zielsequenzen
sind, die sich in rdumlicher Nahe zu einer Markierung bzw. einer Anhaufung
von Markierungen befinden.

Satz nach Anspruch 19,

dadurch gekennzeichnet,

dass die Markierung bzw. Anhaufung von Markierungen weniger als 100 Basen, vor-
zugsweise weniger als 50 bzw. 30 Basen von der Zielsequenz beabstandet sind o-
der sich innerhalb der Zielsequenz befinden. '

Satz nach Anspruch 19 oder 20,
dadurch gekennzeichnet,
dass die Fangermolekile Oligonukleotide sind.

Satz nach einem der Anspriiche 19 bis 21,

dadurch gekennzeichnet,

dass er zumindest 10, 30, 50, 100, 1.000 beziehungsweise 5.000 unterschiedli-
che Fangersequenzen aufweist.

Satz nach einem der Anspriiche 19 bis 22,
dadurch gekennzeichnet,
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dass die Fangersequenzen Bestandteile der Sonden eines DNA-Arrays sind.

24.Verfahren zum Bestimmen von Fangersequenzen die jeweils zum Ausbilden von
Ligandenbindungen mit Zielsequenzen, die jeweils eine Teilsequenz eines ldngeren
Zielmolekuls bilden, derart ermittelt werden, dass sie komplementér zu den jeweili-
gen Abschnitten der Zielsequenzen sind, die sich in raumlicher Nahe zu einer Mar-
kierung bzw. einer Anhaufung von Markierungen befinden.

25.Verfahren nach Anspruch 24,
dadurch gekennzeichnet,
dass die Fangersequenzen derart bestimmt werden, dass die Markierung bzw. An-
haufung von Markierungen weniger als 100 Basen, vorzugsweise weniger als 60, 50,
30 bzw. 20 Basen von der Zielsequenz beabstandet sind oder sich innerhalb der
Zielsequenz befinden.

26.Verfahren nach Anspruch 24 oder 25,
dadurch gekennzeichnet,
dass die Fangersequenzen mittels eines Computerprogramms berechnet werden.

27. Satz von Fangermolekilen, wobei die Fangermolekile die Spezifitat jener Fanger-
molekile aufweisen, die jeweils eine Sequenz, ausgewahit aus SEQ ID NO:1-189,
umfassen.

28. Vorrichtung zur Analyse von Nukleinséduren No-fixierender Organismen umfassend
einen Objekttrager, auf dem Fangermolekile immobilisiert sind, die die jeweils die
Spezifitat jener FaAngermolekile aufweisen, die eine Sequenz umfassen, die aus den
SEQ ID NO:1-189 ausgewahlt ist. '

29.Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, wobei die Fangermolekiile zumindest
teilweise Fangermolkile sind, die jeweils die Spezifitat eines Fangermolekiils auf-
weisen, die eine Sequenz ausgwahlt aus SEQ ID NO:1-189 umfassen.
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