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{0862]  Ligating embodiments may be further defined as comprising: generating
ligatable ends on the double stranded nucleic acid molecule; generating a ligaiable end on the
stero-loop oligonucleotide; and ligating one strand of the ligatable end of the stem-loop
oligonucleotide to one strand of an end of the nucleic acid molecule, thereby generating a non-
covalent junction, such as a nick, a gap, or a 5° flap structure, in the cligonucleotide-attached
nucleie acid molecule. In further aspects, the methods comprise generating blunt ends on the
nucleic acid molecule: generating a blunt end on the stem-loop oligonucleotide; and ligating one
strand of the blunt end of the stem-loop oligonucleotide to one strand of a blunt end of the
nucleic acid molecule, thereby generating a nick in the oligonueleotide-ligated nucleic acid

molecule,

[0063] In specific aspect of the invention, the stem-loop oligonucleotide comprises
a known sequence, for example a regulatory sequence, inchuding a RNA polymerase promoter
sequence. A regulatory sequence may reside at least in part within the stem of the stem-loop

oligonucleotide, within the loop of the stem-loop oligonucleotide, or both.

(8064} Methods of the invention may further comprise digesting the DNA molecule
with one or more endonucleases to produce DNA fragments; producing blunt ends on the DNA
fragments; producing a blunt end on the stern-loop oligonucleotide; and ligating one strand of the
blunt end of a stem-loop oligonuciectide to one strand of a blunt end of a DNA fragment, thereby
generating a nick in an oligonucleotide-ligated DNA fragment. In a specific embodiment, the
endonuclease is a restriction endonuelease, DNAse I, or an apoptotic endonuclease, or a mixture
thereof. In particulsr embodiments, the restriction endomucisase is methylation-specific or

methylation-sensitive.

{8065} In additional embodiments, the oligonucleotide-attached nucleic acid
molecule comprises a nick having a 3° hydroxy group, wherein there is polymerization from the

3’ bydroxy group of at least part of the oligonucleotide-attached nucleic acid molecule.

[8066] Strand displacement or nick translation polymerization may be futher
defined as polymerization that ceases at a non-replicable base or region in the loop or in a region

of the stem adjacent to the loop.

{0867} In a specific aspect of the invention, the method further comprises the step
of digesting the double stranded DNA molecule with an endonuclease io generate DNA

fragments, wherein the oligonucleotide becomes ligated to ons strand of the DNA fragment and
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wherein polymerization of an cligonucleotide-ligated DNA fragment excludes at least part of the
inverted repeat by subjecting the oligonucleotide-ligated DNA fragment to stvand displacement
or nick translation polymerization that halts at a base or sequence in the loop or in a region of the

stem adjacent to the loop.

[0068] In some embodiments, the stem-loop oligonucleotide is further defined as
comprising a non-replicable base or sequence. In particular, in some cases at least part of the
non-replicable base or sequence is present in the loop of the oligonucleotide or in a sequence of
the stem adjacent to the loop. The non-replicable base or sequence may comprise an abasic site
or sequence, hexaethylene glycol, and/or a bulky chemical molety attached to the sugar-
phosphate backbone or the base. In specific embodiments, the abasic site or sequence is
introduced by one or more enzymes in the single solution. In a further specific embodiment, the

loop of the stem-loop oligonuclestide comprises at least one deoxy-uridine.

[B869] In one particular embodiment, strand displacement or nick translation
polymerization of the oligonucleotide-attached nucleic acid molecule generates an endonuciease
site. In particular aspects, the methods further comprise the step of digesting the double stranded
DNA molecule with an endonuclease to generate DNA fragments, wherein the oligonucleotide
becomes blunt end ligated to one strand of the DNA fragment io produce an oligonucleotide-
Hgated DNA fragment, and wherein strand displacement or nick translation polymerization of

the cligonucleotide-ligated DNA fragment generates an endonuclease site,

[8078]  In particular aspects, the endonuclease site is a site-specific restriction
endonuclease site and at least part of the inverted ropeat is removed by cleavage with said
restriction endonuclease. The endonuclease site may reside within the stem andfor loop regions,
Examples of endonucleases inchude Eco NI or Pacl, The endonuclease site may be a homing
endonuclease site, such as I-Ceu I, F-8ce I, PI-Psp L, or Pl-See I In specific embodiments, RNA
transeription is initiated from the regulatory sequence, thereby producing at least one iranscribed

polynucleotide.

{6071}  Tn specific embodiments, a regulatory sequence resides at least in part
within the stem of the stem-loop oligonucleotide, or at least in part within the loop of the stem-
loop oligonuclectide. In a specific aspect, the regulatory sequence comprises a bacteriophage
regulatory sequence, such as a 17 regulatory sequence, a T3 regulatory sequence, or a Sp6

regulatory sequence, for example. In specific aspects, a transcribed polynuecleotide is replicated
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by a reverse franscriptase, which may be initiated by hybridization of the oligonucleotide

complementary 1o the 3° end of the transeribed polynuclectide,

[0672] The stem-loop oligonuclestide may farther comprise a recognition sequence
for a nieking endonuclease and the oligonucleotide-atiached nucleic acid molecule is amplified
by strand displacement synthesis and sccond strand synthesis, in particular aspects of the
invention. In a specific aspect, the recognition sequence for a nicking endonuclesse resides at
least in part within the siem of the stem-loop oligonucleotide. The recognition sequence for a
nicking endonuclease may reside at least in part within the loop of the stem-loop oligonuclectide.
in specific embodiments, the nicking endonuclease is N.Alw §, N.Bbv CiA, N.Bbv CIR,
Nb.Bpuldl, Nb.Beml, N.BstNBI, or N.Bst 9L

{8673} In specific aspects, a 5 end of the stem-loop oligonuclectide lacks a

phosphate.

[a674) In particular embodiments, the oligonucleotide-attached nucleic acid
molecule is further modified, such as by cloning, including by incorporation of the modified
molecule into & vector, said incorporation occuring at ends in the modified molecule generated

by endonuclease cleavage within the nverted repeat.

[0878] In additional embodiments of the invention, methods of the invention ocour
in a single suitable solution, wherein the process occowrs in the absence of exogenous
reanipulation, The method may occur at one temperature, such as from about 10°C to about
75°C. . Int particular embodiments, the solution comprises one or more of the foliowing: Hgase:
DNA. polymerase; one or more endonucleases; RNA polymerase; veverse transcriptase; RNase
H; deony-wridine glycosylase (which is also referred 1o as Uracyl-DNA Glycosylase or UDG);

nickase; thermophilic DNA polymerase; ATP; iNTPs; and dNTPs,

{8876 In one aspsct of the invention, thers {s a kit, housed in a suitable container,
comprising: a stem-loop oligonucleotide; and 2 sohstion suitable for ligation of the
oligonucleotide onto a double stranded molecule; and, optionaily, one or more of the following:
ligase; DNA polymerase opme or more restriction enzymes, RNA polymerase; reverse
transcriptase; RNase H; nickase; thermophilic DNA polymerase; ATP; tNTPs; and dNTPs. In
specific embodiments, the oligonucleotide of the kit comprises 3 RNA polymerase promoter

sequence, such as a T7 RNA polymerase promoter sequence, for example. The one or more

p—
A
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endonucieases may be methylation-specific, methylation-sensitive, or may be a homing

endonuclease.

6077 In specific embodiments, methods of the invention ocour in a single suitable
solution, wherein the process of preparing and amplifying of a oligonucieatide-attached nucleic
acid molecule occurs in the absence of exogenous manipulation, The method may be further
defined as ocourring at one temperature, such as between about 10°C to about §3°C or between
about 10°C to about 85°C. In speeific embodiments, the method is forther defined as ogourring
at loast two different temperatures, such as wherein at least one of the temperatures is from about

10°C to about 160°C.

[06078] In specific embodiments, the oligonuclectide-attached nucleic acid

molecule is immobilized to a solid support, such as non-covalently or covalenily.

[8078]  Some methods of the invention further comprise the siep of digesting the
FINA molecule with an endonuclease to generate DNA fragments, wherein the oligonuclectide
becomes attached to one strand of the DNA fragment, wherein strand displacement
polymerization of the oligonuclectide-ligated DNA fragment and its arrest at a base or sequence
in the loop or in a region of the stem adjacent to the loop generates a 57 overhang, and whersin
the single stranded §° overhang hybridizes to a compleraentary cligonucleotide covalently

immobilized to a solid support.

160561 Additional embodiments of the invention include a library of DNA

molecules prepared by the methods of the invention.

[6081] In some embodiments of the inverntion, there is a method of preparing a
DNA molecule, comprising: providing an oligonucleotide; and mixing the oli gonuclectide with a
double siranded DNA molecule, such that upon attachment of the oligonuclectide to the double
stranded DNA molecule, the oliponucleotide atiached to the DNA molecule is capsble of
demonstrating a function that it was incapable of before the attachment to the double stranded
DNA molecule, thereby producing an oligonucieotide-attached DNA molecule suitable for
modification. In specific aspects, the method occurs in a single suitable solution, wherein the
process oceurs in the absence of exogenous manipulation. Exemplary modifications include site-
specific  nicking, site-specific  double-sirand  cleavage, franscription,  recombination,
amplification, polymerization, nick translation, strand displacement, immobilization or a

combination thereof,
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[6082] In an additiopal embodiment of the invention, there is a composition
comprising a stem-loop oligonucieotide, said oligonucleotide coroprising an inverted repeat, a
loop and at least one thermo-sensitive site or site capable of becoming a thermo-sensitive site,
wherein the oligonucleotide is capable of producing a suitable primer upon exposure to heat. In
additional embodiments, the composition further comprises a repair enzyme, such as one capable
of converting damaged bases info an abasic site. Fxamples of DNA repair enzymes include a
DNA glycosylase, such as dU-glycosylase, for example. In a specific aspect, the thermo-
sensilive site is an abasic site, such as an apyrimidine site or an apurine site, for example. In an
additional specific embodiment, the site capable of becoming a thermo-sensitive site is further
defined as a base that can be enzymatically converted to a thermo-sensitive site. The base that
can be enzymatically converted to a thermo-sensitive site may be deoxy-uridine and the enzyme
may be dU-glycosylase (which is also referred to as Uracyl-DNA Glycosylase or UDG). Ina
specific aspect, the thermo-sensitive site is introduced into the oligonucleotide during synthesis,
such as chemical synthesis. The composition may be capable of comprising a breakage of a
strand of the oligonucleotide at one or more deoxy-uridine bases upon exposure to heat. The
thermosensitive siie or site capable of becoming a thermo-sensitive site may be located in the

stem, in the loop, or both., The oligonucleotide may be blund ended or have a 5° overhang.

{06837  In an additional embodiment, there is a method of producing a primer,
comprising providing a composition of the invention and subjecting the composition to heat such
that the primer is produced. In a specific aspect, the composition firther comyprises a DNA
repair enzyme and the subjecting to heat is further defined as subjecting {o two or more
exposures of heat. One exposure o heat may comprise about 37°C and another exposure to heat
may comprise about 95°C. One exposure to heat may comprise about 10°C to about 100°C
whereas avother exposurs to heat may comprise about 80°C to about 100°C. The method may

further comprise amplification of a DNA molecule utilizing said composition,

{8684} The foregoing has outlined rather broadly the features and technical
advantages of the present invention in order that the detailed description of the invention that
follows may be better understood. Additional features and advantages of the invention will be
described hereinafter which form the subject of the claims of the invention. I should be
appreciated by those skilled in the art that the conception and specific embodiment disclosed
may be readily utilized as a basis for modifying or designing other structures for carrying out the

same purposes of the present invention. ¥t should also be realized by those skilled in the art that
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such equivalent construetions do not depart from the spirit and scope of the invention as set forth
in the appended claims. The novel features that are believed to be characteristic of the invention,
both as to its organization and method of operation, together with further objects and advantages
will be better understood from the following description when considered in connection with the
accompanying figures. It is to be expressly understood, however, that sach of the figures is
provided for the purpose of illustration and description only and is not intended s a definition of

the limits of the present invention.
BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

{6885} For a mors complete understanding of the present invention, reference is

now made to the following descriptions taken in conjunction with the accompanving drawings.
[086] TIG. 1A shows a standard multi-step DNA adaptor altachment process.

[8087] TIG. 1B compares preparation provesses for WGA and WMA libraries from
degraded serum and uring DNA described in the present invention and in previously filed patent

applications (U.8. Patent Application Serial No. 11/071,864, filed March 3, 2005).

{0088] FIG. 1C is a general representation of the invention that can be deseribed as
a reduction of several important multi-siep enzymatic DNA processes to a single-step

multiplexed enzymatic reaction that is performed in one reaction volume (Bnz-0-Mix Method).

[6089] FIG. 2 shows that the Enz-O-Mix approach can be viewed as a simple and
eoat-effective alternative to the “lab~on-a chip” microfluidic approach that is currently
atterapting to solve the same problem by reduction of reaction volumes and integration of

mtltiple reactions into a small format,

[8096] FIG. 3 is a schematic description and composition of specific components
of the Enz-O-Mix method and reagents involved in the attachment of stem-loop oligonucleotides
to DNA ends. Four enzymatic reactions are taking place nearly simultaneously: “polishing” of
the DNA ends and the hairpin double-siranded stern-region; ligation of the stem-loop
oligonueleotide 3° end to the 3° phosphate of the DNA, leaving a nick between the 3° end of
DNA and the 5 end of the hairpin double-stranded stem-region; polvmerase extension of the 3°
DNA end that propagates toward the end of stem-loop oligonueleotide; and by strand-
displacement reaction within the oligonuclectide stem region. The process resulis in the library

of DNA fragments with inverted repeat sequences at their ends.
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[8091] FIG. 4 shows three original secondary structures of the stem-loop
oligonucleotide with the 3” or 5° protruding, or blunt end, and #ts final (blunt end) structure

within the Enz-0O-Mix,

{8092} FIGS. 5A-3B are schematic descriptions of the amplification of a Hbrary of
DNA fragments with inveried repeat sequences at their ends by RNA transcription. Promoter
sequence can be added to a DNA end either as a part of the oligonucleotide stem-region (A), or
as a part of the oligonucleotide loop region (B). The products of the amplification are RNA

modecules in this embodiment,

[0093] FIG. 6A illustrates the components and enzymatic reactions involved in the
one-step [INA amplification by transcription using Enz-O-Mix reagent (Fnz-O-Mix 5 in FIG.
198, for example). The process linearly amplifies DNA and produces single stranded RNA

molecules.

[0094] FIG. 6B illustrates additional components and enzymatie reactions involved
in the one-step DNA amplification by tramscription accompanied by the synthesis of
complementary ¢DNA strand. The transcription (replication) block (see Sections E-H and FIGS,
8-10} is introduced into the stem-loop ofigonucleotide upstream of the T7 promoter region to
prevent formation of an inverted repeat at the 3° end of RNA molecules and thus increase the
officiency of the oligo T7 priming (the transcription block is shown as a black square}. The

process can linearly amplify DNA and produce double stranded DNA/RNA bybrids.

[0093] FIG. 7 is an illustration of the inhibitory effect on PCR of inverted repeats
attached to both ends of DNA fragments. Healing and replication generates DNA molecules
refraciory to melting, priming, and PCR amplification either using the universal primer A or any

internal site-specific primer pair.

[0096]  FICG. 8 is a schematic deseription of the one-step Bnz-O-Mix attachment
process for a stem-loop oligonucleotide with non-replicable linker. The following enzymatic
reactions are taking place nearly simultaneously: “polishing” of the DNA ends and the stem-loop
oligonucleotide double-stranded stem-region; Hgation of the oligonucieotide 3’ end to the §°
phosphate of the DNA, leaving a nick between the 37 end of DNA and the 57 end of the hairpin
double-stranded stem-region; polymerase extension of the 3° DNA end that propagates toward
the end of oligonucleotide and stops at the replication block (non-replicable linker) within the

loop or outside the loop but no more than about six bases away from the loop. The process
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results in the Hbrary of DNA fragments with universal sequence A at the ends and an inverted

repeat atiached only to the 57 end of DNA.

[8097f TIG. 9 is an iflustration of the absence of an inhibitory effect on PCR of
nverted repeats attached to only 5° ends of DNA fragments. Heating and replication generates
DNA molecules with the universal sequence A and no inveried repeats at the ends (shown by

dash lines} that can be successfully amplified by PCR.

{0098]  FIG. 104 shows the struchwe of a stem-loop oligonucleotide with non-
replicable linker introduced chemically during oligonucieotide synthesis and detailed events
securring at a DNA end during the multi-enzyme attachment process. The process oceurs as

described in FIG, 8.

{0098} FIG. 10B shows the structwre of & stem-loop oligonuclectide with non-
replicable Huoker introduced enzymatically during the attachiment reaction and detailed events
occwring at a DNA end dwing the multi-enzyme atlachment process. Specifically, dU-
glycosylase generates abasic sites within the loop and upper strand of the stem region of the
stem-loop oligonucleotide. The abasic sites within a loop generate a non-replicable region, while
the sites in & stem destabilize the duplex and facilitate strand displacement reaction. The process
results in a library of DNA fragments with universal sequence at the ends and an inverted repeat
attached only to the 5’ end of DNA. Heating at 95°C during PCR generates breaks at abasic sites

and completely eliminates the 5° portion of a stem-loop oligonueleotide.

{3160} FiG. 11A shows a standard adaptor formed by two different
oligonucleotides, whereln one of them has a §° phosphate group, and possible products formed

when such adaptor is used in the multi-enzyme one-step lgation process.

fgin1] FIG. 11B shows a standard adaptor formed by two different
oligonucleotides without phosphate group and two produsts formed when such an adaptor is
used in the multi-enzyme one-step ligation process. Only 50% of formed molecules are desirable
products with corect orientation of the adaptor, whereas the other 50% of molecules have

inverse adaptor orientation.

(0162} FIG. 11C shows a standard adaptor formed by two different
oligonucicotides without a phosphate group, a profective group at the 3° end of one

oligonucleotide, and products formed when such an adaptor is used in the multi-enzyme one-step

2
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Hgation process. As in the case described on FIG. 118, only 50% of formed molecules are
desirable products with correct orientation of the adaptor, whereas the other 50% of molecules

have inversed adaptor orientation.

{81631 FIG. 12 is a schematic deseription of the one-step Enz-0-Mix attachment
process for a stem-loop oligonucleotide with an enzymatically cleavable site generated during
the mmubli-enzyme reaction. Specifically, the endonuclease recognizes and cuts the
oligonucleotide specific oligo-sequence R when it adopts a double-stranded conformation as a
result of the attachment process. The reaction results in a lbrary of DNA fragments with

universal sequence A at the ends and no inverted repest attached to the ends of DNA fragmenis.

j8184] FIG. 13A shows the stem-loop oligonuclestide with the recognition
sequence for the restriction endonuclease Eco NI located at the loop region. The enzyme can not
cut the CCTNNNNNAGG (SEQ ID NG: 20) region within the stern-loop oligonucleotide (not a
recognizable structure) but it can cut #t efficiently when the oligonucleotide is attached to 2 DNA

end and adopts a canonical {double-stranded) Watson-Crick conformation.

{6195} FIG. 13B shows the stew-loop oligonucleotide with the recognition
sequence for the restriction endonuclease Pacl located within the loop region. The enzyme can
not gut the single siranded TTAATTAA region within the stem-loop oligonuclentide, but it cuts
it efficiently when the oligonucleotide is attached to a DNA end and adopts a canonical (double-

strand} Watson-Crick conformation.

{6186} FIG. 13C shows the stem-loop oligomucleotide with the recognition
sequence for the exemplary homing endenuclease 1-Ceu I located within the loop region. The
enzyme can not cut the 26-base single-stranded region within the hairpin loop, but # cuts
efficiently when the oligonucleotide is aitached to a DNA end and adopts a canonical (double-

stranded} Watson-Crick conformation.

{01677 FIG. 14 is a schematic description of the one-step Enz-0-Mix attachment
process for a stem-loop oligonueleotide with a very short stem. The process results in the Hbrary
of DINA fragments with universal sequence A at the ends and very short inverted repeat attached
o the ends of DNA fragments. Amplification by PCR is possible, because the meliing
tenperature for terminal hairpins is low enough to prevent folding, self priming and formation of

long hairpin molecules, as shown on FIG. 7.
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[0108]  FIG. 15 illustrates the components and enzymatic reactions involved in
exemplary one-step Q}:" two-step (after library synthesis) DNA amplification by strand
displacernent DNA synthesis using Enz-O-Mix reagents (Enz-O-Mix 3 and Enz-O-Mix 6 in
FIGS. 194 and 19B, for exanople), The amplification is initiated and further maintained by the
generation of a nick within the attached oligonucleotide sequence. The process linearly amplifies

DNA and produces double stranded DNA molecules.

(3169} FIG. 16A shows the stem-loop oligomucleotide with the recognition
sequence for the nicking endonuclease N. Bbv CIA located at the loop region. The CHZYINE CAN
not cut the single siranded GCTGAGG region within the stem-loop oligonucleotide (not a
recognizable structure) but it can nick it efficiently when the oligonuclestide is attached to a

DNA end and adopts a canonical (double-stranded) Watson-Crick conformation.

[8116] FIG. 16B shows a stem-loop oligonucieotide with the recognition sequence
for the nicking endonuclease N, Bbv CIA located at the end of a stem region. The enzyme can
not nick efficiently the GCTGAGG region within the stem-loop cligonucleotide {it is too close to
the end) but it can nick it efficiently when the oligonucleotide is attached to a3 DNA end; the

second site generated by attachment is not a good substrate for nicking (it is too close 1o the end).

[6113] FIG. 16C shows two exemplary multifunctional stem-loop oligonucleotides
with several regulatory elements within a single (1) or multiple (2) loop regions: T7 promoter
sequence (that includes all regions necessary for transcription), recogoition sequence N for a
nicking endonuclease, recognition sequence for a restriction endonuclease, and a
replication/transcription block region (a chemical modification or a string of 2-4 dU bases). A
multifunctional stem loop oligonucleotide can support different types of DINA amplification,
including PCR, isothermal amplification by transeription, isothermal amplification by strand
displacement synthesis, or even a combination thereof and it can also facilitate other
modifications, including DNA immobilization, DNA recombination, DNA cloning, and a

combination thereof, for example.

{0112}  FIG. 17 shows generalization of the Enz-O-Mix method and demonstrates

specific but exemplary applications.

[0113]  FIG. 18 shows composition of five exemplary different Stem-Loop Oligo
Attachment Master Mises of the Invention that are used for the one-step nucleic acid library

synthesis,
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{0114} FIG. 19A schematically shows compositions of several Enz-O-Mix
reagents, specifically, Huz-0O-Mix 1, designed to convert fragmented DNA into 2 Whole Genome
Library that can be amplified by PCR in an open, or close-tube format.. Enz-0-Mix 2 and Enz-
O-Mix 3 are designed to convert fragmented DNA Into a2 Whele Genome Library that can be
amplified after or during the Whole Genome Library synthesis by transcription and strand

displacement, respectively.

10115] FIG. 19B shows schematically compositions of several BEnz-O-Mix
reagents, specifically, Enz-O-Mix 4, designed to convert HMW DMNA into 8 Whole Genome
Library that can be amplified by PCR in an open, or close-tube format.. Fnz-O-Mix 5 and Enz-
0-Mix 6 are designed to convert fragmented DNA into a Whole Genome Library that can be
amplified after or during the Whole Genome Library synthesis by transcription and strand

displacement, respectively.

{0116} FIG, 19C shows schematically compositions of several FEnz-O-Mix
reagents, specifically, Enz-O-Mix 7, designed to convert fragmented DNA infc a Whole
Methylome Library that can be amplified by PCR.. Bnz-O-Mix & and Fnz-O-Mix ¢ are designed
to convert fragmented DNA into a Whole Methylome Library that can be amplified after or
during the Whole Msthylome Library synthesis by transcription and strand displacement,

respectively.

{0117} Fi(3. 18D shows schematically compositions of several Fnz-O-Mix
reagents, specifically, Enz-O-Mix 10, designed to convert HMW DNA into 2 Whole Methylome
Library that can be amplified by PCR. Enz-O-Mix 11 and Enz-O-Mix 12 are designed to convert
fragmented DNA into a Whole Methylome Library that can be amplified afier or during the

Whole Methylome Library synthesis by transcription and strand displacement, respectively.

[0118] FIG. 19E shows schematically compositions of Enz-O-Mix reagents 13 and
14 designed to convert fragmented and HMW DNA, respectively, into a Whole Genome Library

that can be directly cloned into an appropriaie vector.

{0119] FIG. 20 illustrates assembly, storage and use of Enz-0-Mix reagent(s) as a

kit in high throughput applications and clinical diagnostics, for example.

{01281 FIG. 21A demonsirates the optimization process for Enz-O-Mix Universal

Buffer using real-time PCR to movitor amplification of the generated library.
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[0121] FIG. 21B demonsirates the optimization process for Enz-0-Mix incubation

temperature using real-time PCR to moniior amplification of the generated library.

{6122} FIG. 21C demonstrates the optimization process for Enz-(O-Mix reagent (N}

concentration using real-time PCR to monitor amplification of the generated Hbrary.

{0123] FIG. 22 shows real-time amplification curves of whole genome libraries
prepared in a single step by Hgation of a stem-loop oligonuciectide with BcoNI resriiction site
generated after ligation and strand-displacement extension of blunt-end Alul restriction
fragments in the presence or in the absance of EcoNI. Excision of the terminal inverted repeat
by EcoNI results in high amplification efficiency that exceeds amplification efficiency of the

library with inverted repeats (in the absence of the Eco NI cleavage) by two orders of magnitude.

[0124]  FIG. 23 shows real-time amplification curves of libraries prepared in a
single step by ligation of blunt-end Alul restriction fragments to the stem-loop oligonucleotide
comprising hexa-ethylene glycol replication stop (HEG Stem-Loop Oligo), a siretch of 5
ribonueleosides (Ribo Stem-Loop Olige), or just deoxyribonuclensides (Stem-Loop Oligo) in
their loop regions. Unlike the libraries made with HEG-containing oligonucleotide, the libraries
with ribonucleosides in the loop region are not amplified efficienty, suggesting that
ribonwcieosides in the template strand do not arrest DNA replication carried by the Klenow

fragment of DNA polymerase L.

[0128] FIGS. 24A, 24B, and 24C show the realtime PCR amplification curves of 3
exemplary human STS markers used for evaluation of genomic sequence representation in WGA
libraries prepared in a single step by ligation of blunt-end Alul restriction fragments o a stem-
loop oligonuelectide containing within a loop either the hexa-ethylene glycol linker (HEG) as a
replication stop, or the EeoNI recognition sequence that becomes functiona] (cleavable) after
ligation and strand-displacement extension. Twenty nanograms of purified material of each
library is compared 0 | ng of human genomic DNA randomly fragmented to an average size of
1.5 Kb using Hydro Shear device (gDNA). In FIG. 24A, there is PCR using 8TS # 4 primers. In
FIG. 24B, there is PCR using ST # 19 primers. In FIG. 24C, there is PCR using STS # 35

primers (Table If). Results show hittle or no representational bias for all 3 8T8 sequences,

{0126] FIG, 25 shows the real-time amplification curves of libraries prepared in a
single step by Hgation of blunt-end Alul restriction fragments to the stem-loop oligonucleotide

containing deoxy-uriding in the 5 stem region and in the loop with T4 DNA Hgase and Klenow
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fragment of DNA polymerase 1, in the presence or in the absence Uracil-DNA glycosylase
{which is also referred to as UDG or dU glycosylase).  Amplification is conducted by either
adding universal primer My or using the primer released as a result of the UDG activity,

followed by heat-induced degradation of the stem-loop oligonucleotide.

6127} FIG. 26 illustrates a one-step genomic DNA restriction digestion and whole
genome amplification using degradable stem-loop oligonucieotide containing deoxy-uridine in
the 5° stem region and in the loop. Human genomic DNA in amounts ranging from 20 ng to 10
pg or a blank sample (no DNA control) are incubated with the stem-loop oligomucleotide in the
presence of 4 exemplary enzymatic activities: Alul restriction endonuclease, T4 DNA Hgase,
Klenow fragment of DNA polymerase I, and Uracil-DNA glveosylase (UDG) for 1 hour at 37°C

and amplified by PCR using universal primer My,

[0128]  FIG. 27 shows PCR amplification curves of specific promoter sites from
amplified libraries prepared from nov-methylated (N) and artificially methylated (M) celi-free
uring DNA from a healthy donor. Libraries were prepared by ligation of a degradable stem-loop
oligonucleotide containing deoxy-uridine with (N+, M+) or without (N-, M-} shnulfansous
cleavage with methylation-sensitive restriction enzymes. Promoter sites from non-methylated
cleaved DNA (N-+) amplify with significant (at least 10 cycles) delay as compared to uncut DNA

{(N-, M-} unlike methylated DNA which is refractory to cleavage (M+ versus M-),

[812%]  FIG. 28 shows the products of simultaneous whole bacteriophage DNA
libravy synthesis and isothermal amplification by T7 polymerase transcription of lambda DNA
digested with restriction endonuclense Bst EIl on an agarose gel in the presence (+T4 ligase} or

absence of DNA ligase (-T4 ligase).

{83134} FIG. 29 shows the products of simultancous library synthesis and
isothermal amplification of cell-free urine DNA using the nicking activity of the nuclease

N.BbvC IB and strand displacement DNA synthesis.

8131} FIGS, 30A-30B compare two Enz-O-Mix lbrary synthesis / PCR
amplification processes (Enz-O-Mix 1 and Bnz-O-Mix 4 from FIGS. 194 and 1983, FIG. 30A
shows a 2-step, opened-tube protocol. In this case, Enz-0O-Mix Hbrary synthesis / amplification is
performed in two operational steps: step 1- a tube contatining DNA is supplemented with the
library (W3A or WMA) synthesis reagents and incubated at 37 oC for 1'h, and step 2 — the tube

is opened, supplemented with PCR amplification buffer / reagents and subjected to temperature
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cycling. FIG. 308 shows a 1-step, closed-tube protocol. In this case, Bnz-O-Mix library synthesis
/ amplification is performed in one operational step when a tabe containing DNA s
supplempented with the library synthesis / amplification (PCR) reagents and universal buffer, and

subjected to programmed temperature conditions within a thermocycler.

{0132} TIG. 31 shows an expected accumulation of DNA in a tube (8) and a typical
temperature profile (b} for a one-step, closed tube Enz-0-Mix PCR-based WGA or WMA.

{0133} FIG, 32 iHustrates heat-induced conversion of a stem-loop cligonucleotide
adaptor containing dU-bases within the loop and the 5° stem region into a functional universal
PCR primer.

[0134] FIG. 33 shows effect of DMSO and magnesivm concentration on the
whole genome amplification of HMW huaman DNA isolated from blood using integrated one-
step, closed-tube Enz-O-Mix protocol illustrated in FIG. 30, 31, and 32, and real-time PCR

detection,

{0135] FIG. 34 illusirate application of the one-step, closed tube Enz-O-Mix WGA

process (DNA fragmentation, amplification, and labeling) for micro-array analysis.

16136} FIGS. 35A and 35B show the one-step process for simultaneous
GenomePlex or MethylPlex library synthesis and immobilization. Tn FIG, 354, there is non-
covalent library immobilization by hybridization of the exposed §° stem region to an oligo 8
covalently attached to a tube/well surface. In FIG. 358, there is a covalent Hbrary
immobilization by hybridization and ligation of the exposed 5° stem region to an oligo 9

covalently attached to a tube/well surface.

6137} FIG. 36 shows tubes, plates, micro-slides, and micro-beads manufactured

for one-step GenomePlex or MethylPlex library synthesis and immobilization.

{0138] FIG. 37 shows a hypothetical fhuidic device that utilizes the one-step

GenomePlex or MethylPlex library synthesis and immobilization process.

[813%] FIG. 38 illusirates hot start locus-speeific PCR amplification of DNA using

degradable stem-loop primers.

26

IDT Exhibit 1020.7567



WO 2007/618601 PCT/US2006/007483

0140} FIG. 39 shows the specific events that lead to a conversion of the inactive

stem-loop oligonucicotides into the active PCR primers,

[6141] FIG. 40 shows accumulation of a specific PCR product (A) and a typical

teniperature profile (B) for a hot start PCR using degradable stem-loop primers
BETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

{8142} The present application incorporates by reference herein in its entirety U.S.
Patent Application Serial No. 11/071,864, filed March 3, 2005, Alse incorporated by reference
herein in its entirvety is U.S. Patent Application Serial No. unknown, filsd March 2, 2006, entitled
“Isolation of CpG Islands by Thermal Segregation and Enzymatic Selection-Amplification
Methed,” which itself claims priority to U.8. Provisional Patent Application Serial No.
63/704,541, filed August 2, 2005.

L Definitions

[8143]  In keeping with long-standing patent law convention, the words “a” and
“an” when used in the present specification in concert with the word comprising, including the
claims, denote “one or more.” Some embodiments of the invention may consist of or consist
essentially of one or more elements, method steps, and/or methods of the invention. o is
contemplated that any method or composition described herein can be implemented with respeet

to any other method or composition described herein.

[0144]  The practice of the present invention will employ, unless otherwise
indicated, conventional techniques of molecuiar biology, microbiclogy, recombinant DNA, and
so forth which are within the skill of the art. Such techniques are explained fully in the literature.
See e.g., Sambrook, Fritsch, and Maniatis, MOLECULAR CLONING: A LABORATORY
MANUAL, Second Edition (1989), GLIGONUCLEQTIDE SYNTHESIS (M. J. Gait Ed., 1984),
ANIMAL CELL CULTURE (R. L Freshney, Ed., 1987}, the series METHODS IN
ENZYMOLOGY (Academic Press, Inc.); GENE TRANSFER VECTORS FOR MAMMALIAN
CELLS (J. M. Miller and M. P. Calos eds. 1987), HANDBOOK OF EXPERIMENTAL
IMMUNOLOGY, (I M. Weir and C. C. Blackwell, Eds.), CURRENT PROTOCOLS IN
MOLECULAR BIOLOGY (F. M. Ausubel, R. Brent, R. E, Kingston, D. D. Moore, . G.
Siedman, J. A. Smith, and K. Strahl, eds., 1987), CURRENT PROTOCOLS IN
IMMUNOLOGY (J. E. Coligan, A. M. Kruisbeck, D. H. Margulies, £. M. Shevach and W,
Strober, eds., 1991); ANNUAL REVIEW OF IMMUNOGLOGY; as well as monographs in
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journals such as ADVANCES IN IMMUNOLOGY. Al patents, patent applications, and

publications mentioned herein, both supra and infra, are hereby incorporated herein by reference.

{01481 A skilled artisan recognizes that there is a conventional single letter code
in the art to represent a selection of nuclectides for a particular nucleotide site, For example, R
refersto Aor G Yrefersto Cor T; Mrefersto Aor C Krefersto Gor ) Srefersto Cor 3 W
referstoc Aor T Hrefersto A Cor Ty Brefersto Cor Gor T, Viefersto Aor Cor G D

refersto AorGorTiand Nrefersioc Aor CorGor T,

{0i46] The term “bhunt end” as used herein refors to the end of a dsDNA
molecule baving 5° and 37 ends, wherein the 5° and 37 ends terminate at the same nucleotide

position, Thus, the blunt end comprises no 5° or 3° overhang,

{6147}  The term “double stranded molecule™ as used herein refers to a molecule

that is double siranded at least in part,

{0148] The term “homing endonuclease” as used herein refers o proteins that are
encoded by polynucleotides having mobile, self-splicing introns. Homing endonucleases
promote the movement of at least part of the DNA sequences that encode them from one
polynucieotide location to another by generating a stie-specific double-stranded break at a target
site in an allele that lacks the corresponding mobile intron. Exaroples include but are not limited

to al least the following: -Cen I, F-Sce I, PI-Psp I, Pl-Sce I, or a mixiure thereof,

{01491  The termns “hairpin” and “stem-loop oligonucleotide” as used herein refer
to a siructure formed by an oligonucleotide comprised of §° and 3" terminal regions that are
inverted repests and a non-self-complernentary ceniral region, wherein the self-complementary
inverted repeats form a double-stranded stem and the non-self-complementary central region

forms a single-stranded loop.

{0158] The term “in the absence of exogenous manipulation” as used herein refers
to there being modification of a DNA molecule without changing the solution in which the DNA
molecule is being modified. In specific embodiments, it oceurs in the absence of the hand of
man or int the absence of a machine that changes solution conditions, which ray also be referred
io as buffer conditions. In further specific embodiments, changes in temperature ccour during

the modification.
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{0181]  The term “nonidentical function” as used herein refers fo two or more
enzymes that do not comprise the same activity. For example, two restriction endonucleases
would be considered to have identical function, although a restriction endonuclease and a ligase
would be constdered to have nonidentical function. Further, endomucleases are defined as
enzymes that cut double siranded DNA and therefore that have identical function, although this
may be performed in a varlety of ways. For example, some restriction endonucleases cut
{requently enough that they may be considered to have a DNA fragmentation function {(such as
to reduce an average DNA size to the size appropriate for efficient WGA, for example), and
other restriction endonucleases have a function of cleaving unmethylated restriction sites, for
example to generate a Methylome library (such as cleavage that would not reduce an average

DNA gize), for example.

[0132]  The term “polished” as used herein refers 10 the repair of dsDNA fragment
termini that may be enzymatically repaired, wherein the repair constitutes the fill in of recessed
3’ ends or the exonuclease activity trimming back of 5’ ends to form a “bhnt end” compatible

with adapior Hgation.

H. Specific Embodiments of the Invention
{0153] The present invention may employ particular compositions and methods as

described in the following exemplary embodiments.

A. One-step attachment of double-stranded imverted repeat DNA sequences to DNA
fragments using stem-loop oligonucleotides

{0154]  In this embodiment of the present invention, as llustrated in FIG. 3, BNA s
incubated with an exemplary mixture comprising a stem-loop oligonuclectide with 3 recessed,
37 protruding, or blunt end (FIG. 4); a 3'proofreading DNA polymerase (Klenow fragment of the
DNA polymerase I, T4 DNA polymerase, efc.); T4 DNA lHgase; Bnz-0-Mix Universal Buffer;
ATP; and dNTPs. Four exemplary enzymatic reactions are taking place simultaneously:
“polishing” of the DNA ends and the oligonucleotide double-stranded stem-region; ligation of
the oligonucleotide 3” end fo the 5° phosphate of the DNA leaving a nick between the 3’ end of
DNA and the 5’ end of the oligonucleotide double-stranded stem-region; polymerase extension
of the 3° DNA end that propagates foward the end of the stern-loop oligonucleotide; and a strand-
displacement reaction within the oligonucleatide stem region, The process results in a lbrary of

DNA fragments with inverted repeat adaptors at their ends,
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B. Tramscription-mediated amplification of DNA library with attached promoier
sequence

{0155] In this embodiment of the present invention, as illustrated in FIG. 5, a DNA
library produced by incubation with an exemplary mixture comprising a stem-loop
oligonucleotide with 3° recessed, 3° protrading, or blunt end (FIG. 4) and T7 promoter sequence
within the stem or loop region; a 3’proofreading DNA polymerase (Kienow fragment of the
DNA polymerase I, T4 DNA polymerase, gic.); T4 DNA ligase; Bnz-O-Mix Universal Buffer;
ATP; and dNTPs {as shown in FIG. 3), is used as a template for the transcription-mediated
amplification. In FIG. 5A, promoter sequence resides within the stem region of a stem-loop
oligonucleotide, and there are two inversely oriemted promoters at the ends of all DNA
fragments: internally located promoter that initiates synthesis of long RNA molecules, and
ternminal promoter that initiates synthesis of very short (<10 bases} RNA initiation products (not
shown in FIG. SA) (similar products will be produced from the non-attached stem-loop
oligonucleotides present in the mixture). In FIG, 5B, the promoter sequence resides within the
loop vegion of a stem-loop oligonueleotide, and there is only one active promoter element that
supports synthesis of long RNA products. The transcription-mediated amplification is achieved
by incubation of the synthesized DNA library (see above) with T7 RNA polymerase in the

presence of ribonucleotides (!NTPs). The products of this reaction are RNA molecules.

{0156]  Supplementation of a transcription-mediated amplification reaction with
additional ingredients, such as a reverse transcriptase polymerase (M-MuLV reverse
transeriptase, AMV reverse transcriptase, efc.) and a primer complementary to the T7 promeoter
or the internal stem region at the 3” end of the RNA molecule (see FIG. 6B), would allow the
synthesis of a complementary ¢DNA. Efficient priming at the 3° ends of RNA is achieved by
blocking the transcription-medisted RWNA synthesis within the adaptor region o prevent
formation of a folded structure at the 37 ends of RNA. Transcriptional arrest can be achieved by
using the same chemical or enzymatic modifications of a stem-loop oligonucleotide as described
berein in Sections E, F, G, and H and shown in FIGS. 8, 10, and 16C. The produocts of such a

reaction are double stranded DNA/RNA hybrid molecules.

€. Enz-0O-Mix reagents and procedures for one-siep library synthesis and linear
amplification by transcription

[0157] This embodiment {5 shown in FIG. 6A and illustrates exemplary
components and enzymatic reactions involved in the process catalyzed by Ene-O-Mix reagent

{(Enz-O-Mix 5, FIG. 19B). This reagent simultaneously synthesizes a DNA library with T7

IDT Exhibit 1020.7571



WO 2007/618601 PCT/US2006/007483

promoter at the ends and amplifies it linearly by transcription. The Enz-O-Mix reagent 5
comprises & stem-loop oligonucleotide with T7 promoter sequence in the loop region; a DNA
fragmentation endonuclease (2 restriction enzyme, DNase I, methylation-specific nuclesse
MerBC, benzonase, apoptotic endonuclease, eic.); 8 3’ proofreading DNA polymerase; T4 DNA
ligase; T7 RNA polymerase; Enz-O-Mix Universal Buffer; tNTP; and dN'TPs, Pirst, HMW DNA
is fragmented by an endonuclease to produce 100-3,000 bp DNA fragments. The T4 DNA
polymerase “polishes” the DNA ends and the stem-loop oligonucleotide double-stranded stem-
region, and T4 ligase Hgates the 37 end of the oligonucleotide to the 5° phosphate of the DNA
leaving a nick between the 3” end of DNA and the 5° end of the oligonucleotide double-stranded
stem-region. DNA polymerase extends the available 3° DNA end toward the end of a stem-loop
cligonucleotide and generates a library of DNA fragments with active conformation of T7
promoter at their ends. RNA polymerase transeribes the lbrary, linearly amplifying DNA and

producing single stranded RNA molecules.

[8158]  In the case of fragmented DNA (for example, cell-free DNA from blood
and/or urine) the reaction does not require a fragmentation endonuelesse (Enz-0-Mix 2, FIG.

18A}; all other components may be the same as described above.

{61591 In another embodiment, as shown in FIG. 6B, supplementation of a
transeription-mediated amplification reaction with the additional ingredients, such as a reverse
transcriptase polymerase (M-MuL'V reverse transcriptase, AMV reverse transcriptase, efc.) and
17 primer, allows the synthesis of 2 complementary ¢DNA. Efficient priming at the 3° ends of
RNA is achieved by blocking the transcription-mediated RNA synthesis within the adaptor
region to prevent formation of a folded structure at the 37 ends of RNA. Transcriptional arrest
can be achieved by using the same chemical or enzymatic modifications of a stemn-loop
oligonucleotide as described hersin in Sections B, F, G, and H and shown in FIGS g 10, and

16C. The products of such a reaction are double siranded DNA/RNA hybrid molecules.

B. Inhibifory effect of inverted repeats at DNA ends on whele genome amplification
and locus-specific PCR

{0166} As shown in FIG. 7, inverted repeats atiached to both ends of DNA
fragments have an inhibitory effect on PCR process. Heating to 95°C during a first PCR cycle
denatures DNA strands and generates hairpin-like structures at both 37 and 5° ends of DNA
fragments due to the folding of terminal inverted repeat sequences (the melting temperature for

these structures is usually more than 100°C). Subsequent cooling activates a thermostable DNA
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polymerase and results in extension of the self-primed 3’ ends and creation of long hatrpin DNA
molecules refractory io melting, priming, and PCR amplification. Neither the universal primer A

now any internal, site-specific primer pair would produce any detectable PCR product,

E. Library ereated by Enz-O-Mix attachment process with a stem-loop
eligonueleotide with a non-replicable linker

[0161] This embodiment is iHlustrated in FIG. § and describes the one-step Enz-O-
Mix attachment process for a stem-loop oligonuclectide with a non-replicable linker, The
exemplary reaction mix comprises fragmented DNA; a stem-foop oligonucleotide with 37
recessed, 37 protruding or blunt end (FIG. 4), and a non-replicable linker {such as about in the
central part of the oligonucleotide); a 3° proofreading DNA polymerase {Klenow fragment of the
DNA pelymerase 1, T4 DNA polymerase, efc.); T4 DNA ligase; Boz-O-Mix Universal Buffer
ATP; and ANTPs. At least the following enzymatic reactions are taking place: “polishing” of the
DNA ends and the stem-loop oligonuclestide double-stranded stem-region; lgation of the
oligomucleotide 3’ end to the 5’ phosphate of the DINA, leaving a nick between the 3 end of
BNA and the 5° end of the oligonuclestide double-stranded sicm-region; polyinerase exiension
of the 3° DNA end that propagates toward the end of stem-loop oligonucleotide and siops
somewhere within the loop or close to the foop region at the replication block, for example. The
process results in the library of DNA fragments with universal sequence A at the ends and an

inverted repeat attached only to the 57 end of DNA.

F. Libraries produced by the Ene-O-Mix attachment process with a stem-loop

oligonuclestide comprising a non-replicable linker have no inhibitory effect on

PCR

[0162]  As shown in FIG. 9, a DNA lbrary produced by the Hnz-O-Mix (Enz-O-
Mix 1 in the case of fragmented DNA, FIG. 194, or Enz-0-Mix 4 in the case of HMW DNA,
F1G. 19B) attachment process with a stem-lcop oligonucleotide with a non-replicable linker hags
1o inhibitory effect on WGA and PCR. Heating to 95°C during first PCR cycle denatures DNA
strands and generates hairpin-like structures only at the 5” ends of DNA fragments. At a lower
PCR. temperature, the universal primer A anneals to the A region at the 3’ ends of DNA
fragments, and a thermostable DNA polymerase replicates DINA until it reaches a non-replicable
linker in the loop or in the region adjacent to the loop stem region of the stem-loop
oligonucieotide attached to the 5’ DNA end. Replication of the hairpin region is accompanied by

a strand-displacement reaction within the oligonucleotide stem region. Synthesized DNA

W
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molecnies with the universal sequence A and no inverted repeats at the ends (shown by dashed

lines) can then successfully be amplified by PCR.

G, Stem-foop sligonucleotide with a non-replicable linker intreduced during
chemiecal synthesis

{8163} FIG. 10A shows the structure of a stem-loop oligonucleotide with a non-
replicable linker introduced chemically during oligonucleotide synthesis and shows detailed
events cccwrring at DNA end during the exemplary multi-enzyme attachment process. Many
structural modifications within the oligonucleotide, such as the exemplary hexacthelene glyeol
linker, the abasic site, or a cluster of abasic sites (a gap), a bulky group within the base or
backbone, efe. can block propagation of the DNA replication. The exemplary process ocours as

described in FIG. 8.

H. Stem-loop oligenucieotide with a non-replicable abasic gap generated
enzymatically by dU-glycosylase during the attachment process

[0164]  This embodiment is illustrated in FIG. 10B and shows the structure of a
stem-loop oligonucieotide with non-replicable linker introduced enzymatically during the
attachment reaction and shows detailed events occurring at a DNA end during the exemplary
mulfi-enzyme attachment process, The exemplary reaction mix comprises fragmented DNA; 3
stem-loop oligonucleotide with 3° recessed, 3° protruding or bhunt end {FIG. 4}, and dU bases
within the loop and stem regions {optional); a dV-glveosylase; a 3 proofreading DNA
polymerase; T4 DNA ligase; Enz-O-Mix Universal Buffer; ATP; and dNTPs. dU-glycosylase
creates abasic sites within the loop and wpper strand of the stem region of the oligonucleotide;
DNA polymerase “polishes” the ends of DNA and the stem-loop oligonucleotide and generates
bhunt ends; T4 DNA ligase attaches the 3" end of the oligonucleotide and the 57 end of DNA
fragment, leaving a nick between the 37 end of DNA and the §° end of the hairpin double-
stranded stem-region; 3 DNA polymerase extends the 3’ end of DNA toward the end of the stem-
loop oligonucleotide and stops somewhere within the loop or close to the loop region of the
oligonucleotide, such as at the replication block generated by a contiguous abasic site region.
The role of abasic sites in the about central stem region is to destabilize base pairing and
facilitate the strand displacement reaction. The process results in a library of DNA fragments
with universal sequence at both ends and an inverted repeat attached only o the 57 end of DNA,
thersby suitable for PCR amplification. Heating at 95°C during PCR generaies breaks at abasic

sites and completely eliminates the 5* portion of a stem-loop oligonucleotide.

LS
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L Stem-loop cligonucleotides are advantageous for the Enz-0O-Mix attachment
Process

{8165]  This embodiment illustrates the low efficiency and problems associated
with use of standard adapiors in the Enz-O-Mix attachment process, although in alternative

embodiments standard adaptors may be employed.

{0166} FIG. 11A shows a standard adaptor formed by two different
oligonucieotides, wherein one of them has the 5° phosphate group, and possible products formed
when such an adaptor is used ju the multi-enzyme one-step lgation process. The adaptor should
be present at high concentration to provide efficient ligation to DMNA ends. Because both ends of
a standard adaptor can be ligated to DNA and form adaptor-adaptor conjugates (a dominating
product of the reaction), a number of undesirsble products may be high, and the vield of

desirable molecules may be low, in certain aspects.

{0167] FiGG. 11B shows a siandard adapior formed by two different
oligonucleotides without phosphate group and two products formed when such an adaptor is
used in the multi-enzyme one-step Hgation process. Only 50% of formed molecules are desirable
products with correct orientation of the adaptor, while the other 50% of molecules have inversed

adaptor orientation,

{B168] FIG. 11C shows a standard adaptor formed by two different
oligonucleotides without phosphate group but with a protective group at the 3’ end of one
oligonuclentide and the products formed when such adaptor is used in the m ulti-enzyme one-step
Kigation process. A blocked 3” end or recessive 3 end or both are well-known in the art and have
bean used to prevent formation of products with inversed adaptor orientation during ligation
reaction. Presence of a 37 proofreading DNA polymerase in the mix will replace the terminal 37
blocked nucleotide with normal nuclestide (a), and repair and extend the recessed, blocked 3°
end (). As in the case described for FIG. 11B, only 50% of formed molecules are desirable
products with correct orientation of the adaptor, while the other 50% of molecules have inversed

adaptor orientation.

4. Library gencrated by the Enz-0-Mix attachment proeess using a stem-loop
oligonucleotide with a cleavable site generated during the multi-cnzyme
reaction

{0169  In this embodiment of the present invention, as Hlustrated in FIG. 12, there

i5 a schematic description of the one-step Enz-O-Mix attachment process for a stem-loop
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oligonucleotide with an enzymatically cleavable site generated during the multi-enzyme reaction.
The reaction mix contains fragroented DNA, a stem-loop oligonucleotide with 3° recessed, 37
protruding or blunt end (FIG. 4), and a specific DNA sequence R within the loop or in the ioop
and adjacent stem region; a 3'proofreading DNA polymerase (Klenow fragment of the DNA
polymerase I, T4 DNA polymerase, eic.); T4 DNA ligase; an endonuclease that recognizes and -
cuts the oligonucleotide specific oligo-sequence R when it adopts a double-stranded
conformation; Enz-0-Mix Universal Buffer; ATP; and dNTPs. Four enzymatic reactions are
taking place nearly simultanecusly: “polishing” of the DNA ends and the stem-loop
oligonucleotide double-stranded stem-region; lgation of the oligonucleotide 3° end to the §
phosphate of the DNA leaving a nick between the 3" end of DNA and the 5° end of the hairpin
double-stranded stem-region, polymerase extension of the 3° DNA end that propagates toward
the end of stem-loop oligonucleotide and generates inverted repeats at the ends of DNA
fragmenis; and, finally, cleavage of imverted repeats by an endonuclease at the R siies. The
process results in a lbrary of DNA fragments with universal sequence A at the ends, and no
inverted repeat attached fo the ends of DNA fragments, which is thereby competent for PCR

amplification.

K. Examples of stem-loop adaptors with a cleavable restriction site generated by
DNA synthesis

[8170]  FIG. 13A shows an exemplary stem-loop cligonucleotide with recognition
sequence for the restriction endonuclease Bco NI located at the loop region. The enzyme can not
cut the CCINNNNNAGG (8EQ D NO: 20) region within the stem-loop cligonucleotide (an
unrecognizable structure) but it will cut it efficiently when the oligonucleotide is attached to a
DINA end and adopis a canonical (double-stranded) Watson-Crick conformation. Cleavage with

Eeo NI eliminates inverted repeats that inhibit PCR applications.

{8171} FIG. 138 shows an exemplary stem-loop oligonucleotide with recognition
sequence for the restriction endonuclease Pac I located within the loop region. The enzyme can
not cut the TTAATTA Aregion within the stem-loop eligonucleotide, but it will cut it efficiently
when the oligonucleotide is attached to a DNA end and adopis a canonical {double-siranded)
Watson-Crick conformation. Cleavage sliminates inverted repeats that inhibit PCR applications.
Use of a rare-cutting restriction enzyme such as Pac | reduces the number of DNA fragments

affected by the enzyme cleavage.

3
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{0172} FIG. 13C shows the stem-loop oligonucleatide with recognition sequence
for the homing endonuclease I-Ceu I located within the loop region. The enzyme can not cut the
26-base single-stranded region within the loop, but #t cuwts efficiently when the stem-loop
cligonucleotide is attached to a DNA end and adopts a canonical (double-siranded) Watson-
Crick conformation. Cleavage climinates inverted repeats that inhibit PCR applications. Use of a

homing endonuclease dramatically reduces and practically eliminates cleavage of genomic DNA.

L. Library generated by the Ene-0-Mix attachment process with a stem-loop
gligonuclestide with a short stem

{8173]  Amplifisble libraries can be synthesized in the presence of but not limited
to a stem-loop oligonucleotide with a non-replicable or cleavable linker. FIG. 14 shows a
schematic description of an exemplary one-step Enz-O-Mix attachment process using a sterm-
loop oligonucleotide with a very short stem. The exemplary reaction mix comprises fragmented
DNA, a stem-loop oligonucleotide with 3° recessed, 3° protruding or blunt end (FIG. 4), and a
short stem region (5-8 bases); a 3’ proofreading DNA polymerase (Klenow fragment of the DNA
polymerase I, T4 DNA polymerase, efe.); T4 DNA ligase; Fnz-0-Mix Universal Buffer; ATP;
and dNTPs. Thrce enzymatic reactions are taking place: “polishing™ of the DNA ends and the
stem-loop oligonucleotide double-stranded stem-region; ligation of the oligonucleotide 3’ end io
the 3° phosphate of the DNA, leaving a nick between the 3° end of DNA and the 5' end of the
hatrpin double-stranded stem-region; and polymerase extension of the 3° DNA end that
propagates toward the end of the stem-loop oligonucleotide and generates short inverted repeats
at the ends of DNA fragments. The process resulls in a Hbrary of DNA fragments with universal
sequence A al the ends and a very short inverted repeat attached to the ends of DNA fragments
(FIG. 14, shown in bold). PCR is possible because the melting temperature for {erminal hairping
is low enough to prevent folding, self-priming and formation of long hairpin molecules, as
shown on FIG. 7. Primer A {(representing the 37 portion of a stem-loop oligonuclectide without
the complementary 5’ vegion) or even the whole stem-loop oligonucleotide can be utilized as a

primer for PCR amplification,

M. Ene-O-Mix reagents and procedures for one-step library synthesis and ene-step
Hbrary synthesis/amplification utilizing strand displacement DNA amplification

[0174] This embodiment is shown in FIG. 15 and illustrates exemplary COMponens
and enzymatic reactions involved in the process catalyzed by Enz~O-Mix reagents { Enz-O-Mix
3 and Boz-O-Mix 6, FIGS. 194 and 19B). The reagent Enz-O-Mix 3 can use fragmented {cell-

free serum DNA or urine DNA, for example), while the reagent Enz-O-Mix 6 can ulilize HMW
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DNA and synthesize a library of DNA fragments with the recognition sites for a nicking
sndomuclease (N.Alwl, N.BbvCIA, N.BbvCIB, Nb.Bpulll, Nb.Bsml, N.Bstol, N.BsiNBI, ele}
at their ends fo allow their subsequent amplification by strand displacement DNA synthesis. The
presence of nicking endonuclease and strand displacing polymerase in the reagents Enz-0-Mix 3
and Bnx-0-Mix 6 allows one io simultancously synthesize and amplify DNA library by strand

displacement DNA synthesis.

{0175}  For example, the Enz-O-Mix reagent 3 (suitable for fragmented DNA)
comprises a stem-loop oligonucleotide with a recognition sequence for a nicking nuclease; a
primer P complementary at least partially to the stem region of a stem-loop oligonucicotide; a 3
procireading DNA polymerase; a strand displacing DNA polymerase; T4 DNA ligase; 2 nicking
endonuciease; Enz-0-Mix Universal Buffer; and dNTPs. T4 DNA polymerase “polishes™ the
DNA ends and the stem-loop oligonucleotide double-stranded stem-region. T4 ligase Heates the
3" end of the cligomucleotide to the 5” phosphate of the DNA, leaving a nick between the 3° end
of DNA and the 5* end of the oligonuclestide double-stranded stem-region. DNA polymerase
extends the available 3" DNA end toward the end of a stem-loop oligonucleotide and generates a
library of DINA fragments with functional recognition site for a nicking endonuclease (N, Alwl,
N.BbvCIA, NBbvCIB, Nb.Bpul0l, Nb.Baml, N.Bst9], N.BsiNBIL efc.y at their ends. DNA
polymerase initiates multiple rounds of strand displacement DINA synthesis at nicks generated by
a nicking nuclease, followed by synthesis of a second DNA strand {(primned by primer P),

producing double stranded DNA molecules and finearly amplifying DNA.

[8176] Inthe case of HMW DNA (Enz-O-Mix 6, FIG. 19B), the reaction requires a
DNA fragmentation endonuclease (a restriction enzyme, DlNase methylation-specific nuclease
MerBC, benzonase, apoptotic endonuclease efc.), and all other components may be the same as

described above for Enz-O-Mix 3,

N. Examples of stem-loop adaptors with a nicking endonuclease recognition site
generated by DNA synthesis

{01777  FIG. 16A shows the stem-loop oligonucleotide with recognition sequence
for the exemplary nicking endonuclease N.Bbv CIA located at the loop region. The enzyme can
pot mick the single stranded GCTGAGG region within the stem-loop oligonucleotide {an
unrecognizable strueture), but it will nick it efficiently when the cligonucleotide is attached to a

DNA end and adopts a canonical {double-stranded) Watson-Crick conformation.
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{0178} FIG. 16B shows an exemplary siem-loop oligonucleotide with recogrition
sequence for the nicking endonuclease W.Bbv CIA located at the end of the stem region, The
enzyme can not nick efficiently the terminally located TTAATTAA region within the stem-loop
oligonucleotide, but it will nick it efficiently when the oligonucleotide is attached to a DNA end
and the site acquires an internal location. A second nicking site, gemerated by the

oligonucleotide attachment process, would have a terminal location and low nicking efficiency.

[0179]  FIG. 16C shows an exemplary stem-loop oligonucleotides 1 and 2 that
contains several functional elements within the loop region including the recognition sequence
for a nicking endonuclease. Nultifunctional stem-loop oligonucleotide have several regulatory
elements within the loop region: T7 promoter sequence (that includes all regions necessary for
trapseription); recognition sequence N for a nicking endonuclease (MN.Alwi, N.Bbv(lA,
N.BbvCIB, Nb.Bpulfl, Nb.Rsml, NBetdl, NBsiNBIL, ere); recognition sequence for a
restriction endonuclease; and a replication/transcription block region (a chemical modification or
a string of 2-4 dU bases). The regulatory slements can reside within s single loop region (L1 in
the stem-loop oligonucleotide 1), or be distributed across several loop regions (1.1, 1.2, and L3 in
the stem-loop oligonucleotide 2), A multifunctional stem-loop oligonucleotide can support
different types of DNA amplification, including PCR, isothermal amplification by transcription,
tsothermal amplification by strand displacement synthesis, or even a combination thereof and
can also facilitate modification such as DNA immobilization, DNA recombination, DNA
cloning, or a combination thereof. Activation of the RNA transcription, DNA nicking, DNA
double-stranded cleavage, and generation of the 5° overhang functions of the stem-loop adaptor

oceurs only upon its enzymatic processing and attachment to DNA ends.

0. Eve-0-Mix is a general method for synthesis and ampiification of BNA libraries

{0180} This embodiment of the present juvention, as illustrated in FIG. 17, shows
generalization of the Enz-0-Mix method and demonstrates its specific applications. When Fng-
O-Mix reagent is combined with DNA and incubated at optimal temperature (for example, 37°C)
for a time necessary to complete the reaction {for example, 1 hour), although it can be more or
less, it results in either a DNA library that can be amplified or cloned in a separate reaction, or a
DNA library that is amplified isothermally during the incubation with the Enz-0O-Mix reagent.
For example, the exemplary products of reaction could be as follows: 1} a library of DNA
fragments with universal sequence or sequences attached to the ends of DNA fragments so that it

can be amplified by PCR (PCR WGA Library}; 2} a library of DNA fragments with a promoter
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sequence attached at the ends of DNA fragments so that it can be amplified by transcription
(Tramscription WGA Library); 3) a Methylome Library, ie. the Hbrary of adapted DNA
fragments whete all non-methylated Cp( islands are eliminated (such as are described in U8,
Patent Application Serial No. 11/071,864, filed March 3, 2005, which is incorporated by
reference herefn in its entirety); 4) a Hbrary of DNA fragments with ready-to-clone sticky-end
adaptors st the ends; 5) an amplified DNA Hbrary where the product is DNA or RNA; and/or 6)
an amplified Methylome library where the product is DNA or RNA., '

P. Stem-loop Olige Attachment Master Mix is a key component of all Euz-O-Mix
reactions

{018%] This embodiment is shown in FIG. 18 and illustrates the components of four
different Stem-Loop Oligo Attachment Master Mixes described in the invention and utilized in
different Enz-0-Mix reactions involved in the DNA ibrary synthesis. The Stem-Loop Oligo
Atlachment Master Mix is a key component of the Enz-O-Mix reaction, and it is present in all

Enz-O-Mix reagents.

{0182}  The exemplary Steanobp Oligo Attachment Master Mix I comprises a
stem-loop oligonucleotide; a 3° proofreading DNA polymerase; a DNA ligase; Enz-O-Mix
Universal Buffer; ATP; and dNTPs (see also FIG. 3 and FIG. 14).

{0183]  The exemplary Stem-Loop Oligo Attachment Master Mix I COMprises a
stem-loop oligonucleotide with a non-replicable chemically introduced linker; a 3° proofreading
DNA polymerase; a DNA ligase; Enz-O-Mix Universal Buffer; ATP; and dNTPs (see also FIG.
10A}.

[0184]  An exemplary Stem-Loop Oligo Attachment Master Mix Ii comprises &
stem-loop oligonuclectide with a non-replicable enzymatically-introduced abasic Huker; dU-
glycosylase; a 3° proofreading DNA polymerase; a DNA ligase; BEnx-0O-Mix Universal Buffer;
ATP; and dANTPs (ses also FIG. 10B).

[0185]  An exemplary Stem-Loop Oligo Attachment Master Mix [V comprises a
stem-loop oligonuclectide with a cleavable site introduced by DNA replication; a site-specific
endonuclease; a 3’ proofreading DNA polymerass; a DNA ligase; Enz-O-Mix Universal Buffer;
ATP; and dNTPs (see also FIG. 12 and FIGS. 144, 148, and 14C3.
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€. Enz-0-Mix reagents and procedures for the one-step Whole Genome Libray
synthesis and combined Whole Genome Library synthesis-amplification

[0186] Whole Genome Amplification (WGA) is a process that is used to amplify
total genomic DNA for many important research and diagnostic applications when the amount of
DNA is limited. WGA is frequently preceded by a mulii-step WGA Hbrary synthesis PrOCEsS.
These embodiments describe the Bnz-0-Mix reagents and procedures for the ong-step Whole
Genome Library synthesis and combined one-step, close-tube Whole Genome Library synthesis~

amplification processes.

[8187] FIG. 19A shows schematically compositions of three Enz-0-Mix reagents,
specifically Enz-0-Mix {1, Enz-0-Mix 2, and Enz-0O-Mix 3 designed to convert fragmented DNA
into 2 Whole Genome Library competent for amplification by PCR, tfranscription, or strand

displacement amplification, respectively.

[6188] Reagent Enz-O-Mix 1 may comyprise Stem-Loop Oligo Attachment Master
Mixes shown in FIG. 18, and it could be also supplemented with a thermophilic DNA
polymerase. The library prepared by the Enz-O-Mix 1 process can be used for PCR-mediated
WGA n a open-tube (two-step process) or a close-tube (one-step process) formats {(as shown in
FIG. 30).

[0189] KReagent Enz-O-Mix 2 may comprise Stem-Loop Olige Attachment Master
Mixes shown in FIG. 18 (in this case a stem-loop oligonuclsotide has the T7 promoter sequence
in the loop or stem region in addition to other necessary base/backbone modifications), and it
could be also supplemented with the T7 RNA polymerase and rNTPs. The Faz-0-Mix 7 can be
used for a two-step transcription-mediated Whole Genome Amplification (when the library is
prepared first, and then amplified) or for a one-siep ithothermal amplification process when the
Whole Genome library synthesis and its amplification by transcription ocours simultaneously (as

shown in FIG. 6).

{8156} Reagent Fnz-O-Mix 3 may comprise Stem-Loop Oligo Attachment Master
Mixes shown in FIG. 18 (in this case, a stem-loop oligonucleotide has a recognition sequence for
a nicking endonuclease in the loop or stem region in addition to other necessary base/backbone
modifications). It could be also supplemented with a nicking endonuclease (N.Alwl, N.Bhv(IA,
N.BbvCIB, Nb.Bpulol, Nb.Bsmi, N.Bst9I, N.BstNBL efc.}, a strand displacing DNA
polymerase (Klenow exo-, Phi 29, Bst I, efc.), and primer P (FIG. 15). The Enz-O-Mix 3 can be

used for a two-step strand displacement-mediated Whole Qenome Amplification {when the
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library is prepared first, and then amplified) or for 2 one-step ithothermal amplification process
when the Whole Genome library synthesis and its amplification by a strand displacement

synthesis oceurs simultanecusly (as shown in FIG. 13).

{0181} FIG. 198 shows schematically compositions of three Enz-0-Mix reagents,
specifically Enz-0-Mix 4, Enz-0-Mix 35, and Fnz-O-Mix 6 desigued to convert high molecular
DNA into a Whole Genome Library competent for amplification by PCR, transcription, or strand

displacement amplification, respectively.

{0192} Reagent Enz-O-Mix 4 may comprise Stem-Loop Oligo Attachment Master
Mixes shown in FIG. 18; it is also supplemented with a DNA fagmentation endonuclease such
as restriction enzyme DNase I, Benzonase, methylation-specific nuclease MerBC, apopiotic
endonuclease, ete.; and it could be also supplemented with a thermophilic DNA polymerase. The
library prepared by the Enz-O-Mix 4 process can be used for PCR-mediated WGA in 1 open-

tube (two-step process) or a close-tube {one-step process) formats (as shown in FIG. 30).

[0193] Reagent Enz-0-Mix 5 may comprise Stem-Loop Gligo Attachiment Master
Mixes shown in FIG. 18 (in this case, a stem-loop oligonucleotide has the T7 PIOIMOieT sequence
in the loop or sters region in addition fo other necessary base/backbone maodifications), and it is
also supplemented with a DNA fragmentation sndonuclease such as restriction enzyme DNase ],
benzonase, methylation-spocific nuclease McerBC, apoptotic endgnuclease, efc.; and it could be
also supplemented with RNA polymerase and yNTPs. The Enz-O-Mix 5 can be used for a two-
step transcription-mediated Whole Genome Amplification of HMW DNA (when the tibrary is
prepared first, and then amplified) or for a one-step ithothermal amplification process when the
Whole Genome library synthesis and its amplification by transeription ocours simultaveously (as
shown in FIG. 6),

[0194] Reagent Enz-O-Mix 6 may comprise Stem-Loop Cligo Attachment Master
Mixes shown in FIG. 18 (in this case, a stem-loop oligonucleotide has a recognition sequence for
a nicking endonuclease in the loop or stem region in addition to other necessary base/backbone
modifications), and it is supplemented with a DNA fragmeniation endonuclease such as
restriction enzyme, DNase I, benzonase, methylation-specific nuclease MarBC, apoptotic
endontielsase. It could alse be supplemented with a nicking endonuclease (N.AlwI, N.Bw(CIA,
NBbvCIB, Nb.Bpulol, NbBsmi, N.Bst9, N.BsiNBL efc.); a strand displacing DNA
polymerase (Klenow exo-, Phi 29, Bst I, esc.); and primer P (FIG. 15). The Enz-0-Mix 6 can be
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used for a two-step strand displacement-mediated Whole Genome Amplification of HMW DNA
(when the lbrary is prepared [rst, and then amplified) or for a one-step ithothermal
amplification process when the Whole Genome Hbrary synthesis and its amplification by a strand

displacement synthesis occurs simultaneously (as shown in FIG. 15).

R. Enz-0-Mix reagents and procedures for one-step Whole Methylome Library
symnthesis and combined Whele Methylome Library synthesis-amplification

[0195]  Whole Methylome Amplification (WMA) is a process that was recently
developed to amplify methylated DNA and suppress amplification of non-methvlated genomic
{promoter) regions for many hmportant research and diagnostic applications, especiaily when the
amount of DNA is limited (see, for example, U.S, Patent Application Serial No. 11/071,864,
filed March 3, 2005, which is incorporated by reforence herein in its entirety). In a standard
protosol, WMA is preceded by a multi-step WMA lbrary synthesis process. This embodiment
describes the exemplary Enz-O-Mix reagents and procedures for the one-step Whole Methylome

Library synthesis and combined Whole Methylome Library synthesis-amplification processes,

{0196} TIG. 19C shows schematically compesitions of three Fnz-0-Mix reagents,
Enx-O-Mix 7,Emx-0-Mix 8, and Eox-0-Mix 9, designed o sonvert fragmented DNA into a
Whole Methylome Library competent for amplifieation by PCR, franscription, or strand

displacement, for example.

{01971 Reagent Fnz-O-Mix 7 may comprise one of Stem-Loop Oligo Aftachment
Master Mixes shown in FIG, 18, and it is also supplemented with a mixture of several {abowut 5-
about 12} methylation-sensitive restriction enzymes, such as Aci I, Ace II, AspLE L Aval, Bee
Al, Bea HI, Bsh 1236 I, Bsi B4, Bsi 8I, Bst FN I, Bst HH I, Bst UL Cfo I, Hap 11, Hga§, tha |,
HinPl 1, Hin 61, Hpa I, Hpy 991, Hpy CH4 IV, Hsp AL Mvn I, and Ssi L, to produce a
substantial fragmentation of all non-methylated CpG islands (see, for example, U.S. Patent
Application Serial No. 11/071,864, filed March 3, 2003, which is inecorporated by reference
herein in its entirety). Reagent Enz-O-Mix 7 could be also supplemented with a thermophilic
DNA polymerase. The Methylome library prepared by the Enz-O-Mix 7 process can be used for
PCR-mediated WMA in a open-iube (two-step process} or a close-tube {one-step process)

formats (as shown in FIG, 30).

{0198] Reagent Ene-O-Mix § may comprise Stem-Loop Oligo Attachment Master

Mixes shown in FIG. 18 (in this case a stern-loop oligonucleotide has the T7 promoter sequence
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in the loop or stem region in addition to other necessary base/backbone modifications), and it is
also supplemented with a mixture of several (about S-about 12) methylation-sensitive restriction
enzymes, such as Aci I, Acc I, Asp LE I, Ava [, Bee Al Bsa HI, Bsh 1236 I, Bsi B1, Bsi 81, Bet
FN 1, Bst HH I, Bst UL Cfo I, Hap II, Hga I, Hha I, HinP1 1, Hin 61, Hpa I, Hpy 991, Hpy CH4
IV, Hsp AL Mvn [, and Ssi L, to produce a substantial fragmentation of all non-methylated CpG
islands (U.S. Patent Application Serial No. 11/071,864, filed March 3, 2005, which is
incorporated by reference herein in its entirety). Reagent Fnz-O-Mix 8 could be also
supplemented with T7 RNA polymerase and yNTPs. The Bnz-O-Mix 8 can be used for a two-
step transcription-mediated Whole Methylome Amplification (when the Whole Methylome
library is prepared first, and then amplified) or for a one-step ithothermal amplification process
when the Methylome library synthesis and its amplification by transcription occurs

simultanecusly.

[#199]  Reageni Hoz-0-Mix 9 may comprise Stem-Loop Oligo Attachment Master
Mixes shown in FIG. 18 {in this case, a stem-loop oligonucleotide has a recognition sequence for
a nicking endonuclease in the loop or stem region in addition to other necessary base/backbone
modifications), and it is also supplemented with a mixture of several {about 5-12) methylation-
sensitive restriction enzymes, such as Aci I, Acc I, Asp LE L, Ava L, Bee Al Bsa HI, Bsh 12361,
Bsi E1, Bsi SI, Bst FN 1, Bst HIL 1, Bst UL, Cfo I, Hap T, Hga 1, Hha I, HinP1 I, Hin 61, Hpa 11,
Hpy 991, Hpy CH4 IV, Hsp AL Mvn 1, and Ssi I, to produce a substantial fragmentation of all
non-methylated CpG islands (see, for example, U.S. Patent Application Serial No. 11/071,864,
filed March 3, 2005, which is incorporated by reference herein in its entirety). Reagent Enz-O-
Mix 9 could be also supplemented with nicking endonuclease (NLAIwWI, N.BbvCIA, N.Bb(CIB,
Nb.Bpulfl, Nb.Bsml, N.Bat9l, N.BstNBI, etc)), a strand displacing DNA polymerase (Klenow
exo-, Phi 29, Bst I, etc.), and primer P (FIG. 13). The Enz-O-Mix ¢ can be used for a two-step
strand displacement-mediated Whole Methylome Amplification (when the library is prepared
first, and then amplified) or for a ome-step ithothermal amplification process when the
Methylome library synthesis and its amplification by a strand displacement synthesis occurs

simultaneously {as shown in FIG. 15},

{8200}  FIG. 19D show schematically compositions of another three Enz-O-Mix
reagents, Hux-0-Mix 10, Bnx-0O-Mix 11, and Brn-O-Mix 12, designed to convert HMW DNA
into a Whole Methylome Library competent for amplification by PCR, transcription, or strand

displacement, for example.

43

IDT Exhibit 1020.7584



WO 2007/618601 PCT/US2006/007483

{8201] Reagent Enz-O-Mix 10 may comprise one of Stem-Loop Oligo Attachment
Master Mixes shown in FIG. 18, and it is also supplemenied with a DNA fragmentation
endonuclease such as restriction enzyme, DNase 1, benwonase, methylation-specific nuclezse
MerBC, apoptotic endonuclease, and a mixture of several (about 5-12) methylation-sensitive
restriction enzymes, such as Acl I, Acc IL, Asp LE I, Ava I, Bee AL Bsa HI, Bsh 1236 I, Bsi E1,
Bsi 8L, Bst FN L, Bst HH I, Bst UL, Co I, Hap 11, Hea I, Hha 1, HinP1 1, Hin 61, Hpa I, Hpy 991,
Hpy CH4 1V, Hsp Al Mvn 1, and 8si I, to produce a substantia! fragmentation of all non-
methylated CpG islands (sce, for exaraple, U.S, Patent Application Serial No. 11/071,864, filed
March 3, 2005, which is incorporaied by reference herein in its entirety). It could be also
supplemented with a thermophilic DNA pelymerase. The Methylome library prepared by the
Enz-0O-Mix 10 process can be used for PCR-mediated WMA in a open-tube (two-siep process)

or a close-tube {one-step process) formats (as shown in FIG, 30).

{0282} Reagent Enz-O-Mix 11 may comprise Stem-Loop Oligo Attachment Master
Mixes shown in FIG. 18 (in this case a stem-loop oligonucleotide has the T7 promoter sequence
in the loop or stem region in addition to other necessary base/backbone modifications), and it i
also supplemented with 2 DNA fragmentation endonuclease, such as restriction enzyme, DNase
I, benzonase, methylation-specific nuclease MerBC, apoptotic endonuclease, ere.;; and a mixture
of several {about S-about 12} methylation-sensitive restriction enzymes, sach as Aci [, Acc II,
Asp LE |, Ava |, Bee Al Bsa HI, Bsh 1236 1, Bsi B, Bsi SI, Bst FN I, Bst HH 1, Bst UL Cto §,
Hap Hf, Hga I, Hha I, HinP1 I, Hin 61, Hpa 1, Hpy 991, Hpy CH4 IV, Hsp AL Mvn 1, and Ssi L,
to produce a substantial fragmentation at all non-methylated Cp( islands (see, for example, 1.8,
Paient Application Serial No. 11/071,864, filed March 3, 2005, which is incorporated by
reference herein in its entirety). Reagent Enz-O-Mix 11 could be also supplemented with T7
RNA polymerase and rNTPs. The Hpz-O-Mix 11 can be used for a two-step transcription-
mediated Whole Methylome Amplification {when the Whole Methylome library is prepared first,
and then amplified) or for a one-step ithothermal amplification process when the Methylome

library synthesis and its amplification by transcription oceurs simultancousty.

[6203] Reagent Enz-O-Mix 12 may comprise Stem-Loop Oligo Attachment Master
Mixes shown in FIG. 18 {in this case, a stem-loop cligonucleotide has a recognition sequence for
a nicking endonuciease in the loop or stem region in addition to other necessary base/backbone
modifications), and it is also supplemented with a DNA fragmentation endonuclease, such as

restriction enzyme, DNase I, benzonase, methylation-specific nuclease MerBC, apoptotic
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endonuclease; and a mixture of several {about 5-12) methylation-sensitive restriction enzymes,
suchas Aci L, Ace I, Asp LE §, Ava l, Bee AL, Bsa 1, Bsh 1236 1, Bsi E1, Bsi SI, Bst FN 1, Bst
HH §, Bst UL, Cfo 1, Hap 11, Hga I, Hba I, HinP1 I, Hin 61, Hpa I, Hpy 991, Hpy CH4 1V, Hsp
AL Mvn I, and Ssi I, to produce a substantial fragmentation of all non-methylated CpG islands
{see, for example, U.S. Patent Application Serial No. 11/071,864, filed March 3, 2005, which is
incorporated by reference herein in its entirety). Reagent Enz-O-Mix 12 could be also
supplemented with wicking endonuclease (N.Alwi, N.Bbv(IA, N.BbvCIB, Nb.Bpull],
Nb.Bsmli, N.Bst9], N.BstNBI, etc.), a strand displacing DNA polymerase (Klenow exo-, Phi 29,
Bst 1, etc.}, and primer P (FIG. 15). The Bnz-0O-Mix 12 can be used for a two-siep strand
displacement-mediated Whoele Methylome Amplification (when the library is prepared first, and
then amplified) or for a one-step ithothermal amplification process when the Methylome library
synthesis and its amplification by a strand displacement synthesis cecurs simultaneously (as

shown in FIG. 15).

S. Enz-0-Mix reagents and procedures for the one-step Whole Genome Libray
synthesis for cloning

{0284] DNA cloning is a powerful tool for whole genome DNA sequencing and
analysis of cDNA Hbraries, for example. Tn a standard process, DNA is randomly fragmented,
repaired, attached to livkers, and then infegrated into a vector, This embodiment describes the
Enz-0-Mix reagents for the one-step preparation of DNA fragments with sticky ends that is easy

1o clone.

{#205] TIG. 19E shows schematically exemplary compositions of two Enz-O-Mix
reagents designed to convert fragmented (Enz-0-Mix 13} or HMW DNA (Bnz-0-Mix 14) into a

Whole Genome Library for cloning.

[0206] Reagent Enz-O-Mix 13 may comprise a Stem-Loop Oligo Attachment
Master Mix IV shown in FIG. 18, and it is the only component of the Enz-O-Mix 13 reagent.
The library generated by the Enz-O-Mix 13 process can only utilize a fragmented DNA (for
example, cell-free DNA from blood and/or wrine, or DNA fragmented enzymatically or

mechanically, for example) and be used for cloning,

{0267  Reagent Enz-O-Mix 14 may comprise a Stem-Loop Oligo Attachment
Master Mix IV shown in FIG. 18 that is supplemented with a DNA fragmentation endonuclease,

such as restriction enzyme, DNase I, benzonase, methylation-specific nuclease MerBC, apoptotic
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endonuclease, efe. The library generated by the Enz-O-Mix 14 process can utilize HMW DNA

from any type of cells and tissues and be used for cloning.

T. Enz-0O-Mix reagent kils and their use in high-throughput applications and
clinical diagnostics

{0288] In this embodiment of the present invention, as illustrated in FIG. 20, pre-

assembled Enz-O-Mix reagents can be stored at -20°C and used as ready-to-use kits.

{020%] Exemplary pre-assembled Enz-O-Mix 1 comprises all major components of
the reaction, such as a stem-loop oligonucleotide; DNA polvmerase; a DNA ligase; dU-
glycosylase (when the hairpin non-replicable region is generated by abasic sites); a hairpin-
specific endonuclease (when the hairpin has a cleavable site generated during oligonucleotide
attachment process); thermophilic DNA polymerase (close-tube WGA Hbrary synthesis / PCR-

mediated amplification reaction); ATP; and dNTPs.

[0218] Exemplary pre-assembled Enz-O-Mix 2 comprises a stem-loop
oligonucleotide with a promoter sequence in a stem or loop region; DNA polymerase; a DNA
ligase; dU-glycosylase (when the non-replicable region is formed by abasic sites); a site-specific
endonuclease (when the stem-loop oligonucleotide has a cleavable site created during
oligonuclentide attachment process); ATP; and dNTPs; In the case of close-tube, isothermal
library synthesis / transcription-mediated amplification reaction it also comprises RNA

polymerase and tNTPs,

{0211} Exemplary pre-assembled Enz-O-Mix 3 may comprise a stem-loop
oligomueleotide with a nicking endonuclease sequence in a stem or g loop region: DNA
polymerase; a DNA ligase; dU-glycosylase (when the non-replicable region is formed by abasic
sites); a site-specific codonuclease (when the stem-loop oligomucleotide has a cleavable site
generated during oligonucleotide attachment process); a DNA fragmentation endonuclease, such
as restriction enzyme(s), DNase I, Benzonase, methylation-specific nuclease McrBC, apoptotic
endonuclease efc.; ATP; and dNTP, In the case of close-tube, isothermal library synthesis /
strand displacement-mediated amplification reactiuon it also comprises a nicking endonuclease
(N.AlWEL NBWwCIA, N.BbvCIB, NbBpulfl, NbBsmi, N.Bsi?, N.BsiNBL gic.); a strand

displacing DNA polymerase (Klenow exo-, Phi 29, Bst I, efc.); and a primer,

0212} Exemplary pre-assembled Enz-O-Mix 4 may comprise all major

components of the reaction, such as a stera-loop oligonucleotide; DINA polymerase; a DNA
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ligase; dU-glycosylase (when the hairpin non-replicable region is created by abasic sites); a
hairpin-specific endonuclease (when the hairpin has a cleavable sie created during
oligonucleotide attachment process); a DNA fragmentstion endonuclease such as restriction
enzyme, DiNase I, Benzonase, methylation-specific nuclease MerBC, apopiotic endonuclease |
thermophilic DNA polymerase (close-tube WGA Hbrary synthesis / PCR-mediated amplification
reaction); ATP; and dNTPs.

[6213] Exemplary pre-assembled Enz-O-Mix 5 may comprise a stem-loop
oligonucleotide with a promoter sequence in a stem or toop region; DNA polvmerase; DINA
ligase; dU-glycosylase (when the non-replicable region is formed by abasic sites); a site-specific
endonuclease (when the stem-loop oligonucleotide has a cleavable site created during the
cligonucleotide attachment prosess); a DNA fragmentation endonuclease, such as restriction
enzyme, DNase I, benzonase, methylation-specific nuclease McrBC, apoptotic endonuciease,
etc.; ATP; and dNTPs. In the case of close-tube, isothermal library synthesis / transcription-

mediated amplification reaction it alsc comprises RNA polymerase and tNTPs..

[0214] Exemplary pre-assembled Enz-O-Mix 6 comprises z stem-loop
oligonucleotide with a nicking endonuclease sequence in a stem or 3 loop region, DINA
polymerase, a DNA Hgase, dU-glycosylase {when the non-replicable region is formed by abasic
sites), a site-specific endonuclease (when the stem-loop oligonucleotide has a cleavable site
created during oligonucleotide attachment process), a DNA fragmentation endonuclease such as
regiriction enzyme(s), DNase I, Benzonase, methylation-specific nuclease MerBC, apoptotic
endonuclease; ATP; and dNTPs. In the case of close-tube, isothermal library synthesis / strand
displacement-mediated amplification reactiuon it also comprises a nicking endomuclease
(N.Alwl, N.BbvCIA, N.BbvCIB, Nb.Bpulol, Nb.Bsml, N.Bst91, N.BstNBl, efc.); a strand

displacing DNA polymerase (Klenow exo-, Phi 29, Bst I, erc.); and a primer.

{8215} Exemplary pre-assembled Eoz-O-Mix 7 may comprise all major
components of the reaction, such as a stem-loop oligonucleotide ;| DNA polymerase; T4 DNA
ligase; di-glycosylase (when the hairpin non-replicable region is created by abasic sites); a
hairpin-specific endonuclease (when the hairpin has a cleavable site created during
oligonucieotide attachment process); a mixture of several (about S-about 12} methylation-
sensitive resiriction enzymes, such as Aci I, Ace IJ, AspLE L Aval, Bee AL Bsa HI, Bsh 1235,
Bsi BL Bei SL Bst FN I, Bst HH |, Bst U, Cfo 1, Hap 11, Hga 1, Hha I, HinP1 I, Hin 61, Hpa I1,
Hpy 991, Hpy CH4 IV, Hep AL Mvn I, and Ssi 1, to produce a substantial {ragmentation at all
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non-methylated CpG islands (see, for example, U.8. Patent Application Serial No. U.5. Patent
Application Serial No, 11/071,864, filed March 3, 2005, which is incorporated by reference
herein In its entirety); thermophilic DNA polymerase (close-tube WMA library synthesis / PCR-

mediated amplification reaction); ATP; and dNTPs.

(6216} Exemplary pre-assembled Enz-O-Mix 8 may comprise a stem-loop
oligonucieotide with a prometer sequence in a stem or loop region; DNA polymerase; a DNA
higase; dU-glyeosylase (when the non-replicable region is formed by abasic sites); a site-specific
endonuelease (when the stem-loop oligonuclectide has a cleavable site created during the
oiigmmﬂemide attachuent process); a mixture of several (abowt 3-abowt 12) methylation-
sensitive restriction enzymes, such as Aci L, Ace 11, Asp LE 1, Ava I, Bee Al Bsa HI, Bsh 1236 1,
Bsi B1, Bsi SI, Bst FIN {, Bst HH §, Bst UJ, Cfo I, Hap I, Hga 1, Hba I, HinP1 I, Hin 61, Hpa II,
Hpy 991, Hpy CH4 1V, Hsp AL Mvn §, and Ssi 1, 1o produce a substantial fragmentation at all
non-methylated CpG islands (see, for example, U.S. Patent Application Serial No. 11/071,864,
filed March 3, 2005, which is incorporated by reference herein in its entirety); ATP; and dNTPs.
In the case of close-tube, isothermal library synthesis / transcription-mediated amplification

reaction it also comprises RNA polvmeraseand sNTPs,

82171 Exemplary pre-assembled Enz-O-Mix 9 may comprise a stem-loop
oligonucleotide with a nicking endonuclease sequence in a stem or a loop region; DNA
polymerase; 2 DNA ligase; dU-glycosylase (when the non-replicable region is formed by abasic
sites); a site-specific endonuclease (when the stem-loop oligonucleotide has a cleavable site
ereated during oligonucleotide attachment process); a DMA fragmentation endonuclease, such as
restriction enzyme(s), DNase I, Benzomase, methylation-specific nuclease MerBC, apopiotic
endonuclease, efc.; a mixture of several (about 5-sbout 12) methylation-sensitive restriction
enzymes, such as Aci I, Ace IF, Asp LE [, Ava ], Bee AL, Bsa HY, Bsh 1236 1, Bsi Ei , Bsi 8L, Bst
FNI, BstHH Y, Bst UL Cfo T, Hap [1, Hga 1, Hha [, HinP1 I, Hin 61, Hpa 1, Hpy 991, Hpy CH4
IV, Hsp Al Myn I, and Ssi L, to produce a substantial fragmentation at all non-methylated CpG
islands (see, for exarnple, U.8. Patent Application Serial No. 11/071,%64, filed March 3, 2005,
which is incorporated by reference herein in its entirety); ATP; and ANTPs. In the case of close-
tube, isothermal library synthesis / strand displacement-mediated amplification reactivon it also
comprises @ nicking endonuclease (N.AlwI, N.BbvCIA, N.BbvCIB, Nb.BpulQl, Nb.Bsm],
N.Bst9l, N.BsiNBI, efc.); a strand displacing DNA polymerase (Klenow exo-, Phi 29, Bst

eic.); and a primer,
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[0218] Exemplary pre-assembled Enz-O-Mix 10 may comprise all major
components of the reaction, such as a stem-loop oligonuclectide; DNA polymerase; a DNA
ligase; dU-glycosylase (when the hairpin non-replicable region is crested by abasic sites); a
hairpin-specific endonuclease (when the habrpin has a cleavable site created during
oligonucleotide attachment process); a DNA fragmentation endonuclease, such as resiriction
enzyme, DNase I, Benzovase, methylation-specific nuclease MexBC, apopiotic endonuclease,
efe.; a mixture of several {about S-about 12) methylation-sensitive restriction enzymes, such as
Aci L, Acc I, Asp LE 1, Ava I, Bee Al Bsa HI, Bsh 1236 1, Bsi Bl, Bsi S, Bst FN I, Bst HH |,
Bst UL Cfo [, Hap 11, Hga 1, Bha I, HinP1 1, Hin 61, Hpa I, Hpy 991, Hpy CH4 IV, Hsp AJ,
Mvn 1, and 8si L, to produce a substantial fragroentation at all non-methylated CpG islands (see,
for example, U.S. Patent Application Serial No. No. 11/071,864, filed March 3, 2005, which is
incorporated by reference herein in its entirety); thermophilic DNA polymerase (close-tube

WGA library synthesis / PCR-mediated amplification reaction); ATP; and dNTPs,

{02191 Exemplary pre-assembled Ene-O-Mix 11 may comprise a stem-loop
oligonucleotide with a promoter sequence in a stem or loop region; DNA polymerase; a DNA
ligase; di-glycosylase (when the non-replicable region is formed by abasic sifes); a siie-specific
endonuclease (when the stem-loop cligonucicotide has a cleavable site created during
oligonucleotide attachment process); a DNA fragmentation endonuclease, such as resiviction
enzyme, DNase I, benzonase, methylation-specific nuelease McrBC, apopiotic endonuclease; a
mixture of several (about 5-12) methylation-sensitive resiriction enzymes, such as Aci 1, Ace I,
Asp LE I, Aval, Bee Al Bsa HY, Bsh 1236 I, Bsi B, Bsi SL Bst N [, Bst HH I, Bst UL, Cfo I,
Hap I, Hga I, Hha I, HinP1 I, Hin 61, Hpa 11, Hpy 991, Hpy CH4 1V, Hsp AL Mvn L, and Ssi I,
to produce a substantial fragmentation at all non-methylated CpG islands (see, for example, U8,
Pateni Application Serial No. 11/071,864, filed March 3, 2005, which is incorporated by
reference herein in its entirety); ATP; and dNTPs, Tn the case of close-tube, isothermal Hbrary
synthesis / transeription-mediated amplification reaction it also comprises RNA polymerase and
NTPs..

(5228} Exemplary pre-assembled Enz-O-Mix 12 may comprise a sters-loop
oligonucleotide with a nicking endonuclease sequence in a stem or a loop region; DNA
polymerase; a DNA ligase; dU-glycosylase (when the non-replicable region is formed by abasic
sites); a site-specific endonuclease (when the siem-loop oligonuclectide has a cleavable site

created during oligonuclectide attachment process); a DNA fragmentation endonuclease, such as
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restriction enzyme(s), DNase I, benzonase, methylation-specific nuclease MarBC, apopiotic
endonuclease; a mixture of several (abowt S-about 12) methylation-sensitive restriction enzymes,
suchas Acil, Acc I, Asp LE I, Ava ], Bee Al Bsa HI, Bsh 1236 1, Bsi BEi, Bsi SI, Bst PN I, Bst
HHEL Bst UL Cfo I, Hap I, Hga [, Hha I, HinP1 I, Hin 61, Hpa II, Hpy 991, Hpy CH4 IV, Hsp
AL, Mvn I, and 8si L, o produce a substantial fragmentation at all non-methyiated CpG islands
(see, for example, U.8. Patent Appleation Serial No. 11/071,864, filed March 3, 2005, which is
incorporated by reference herein in its entirety); ATP; and dNTPs. In the case of close-tube,
isothermal library synthesis / strand displacement-mediated amplification reactiuon #t also
compiises a nicking endonuclease (N.Alwl, N.BbvCiA, N.BbvCIB, WNbBpuldl, Nb.Bsmi,
N.BstSl, N.BsiNBI, erc.} a strand displacing DNA polymerase (Klenow exo-, Phi 28, Bst I, eic.);

and a primer.

82213 Kiis comprising the exemplary Enz-O-Mixes described above may be
supplied with the Enz-O-Mix Universal Buffer, When used in high-throughput applications and
clinieal diagnostics, the Enz-0O-Mix reagent is first diluted by the Enz-O-Mix Universal Buffer,
aliquoted into microplate wells, pre-incubated at the resction temperature (for example, about
37°C) for a few minutes, supplemented with DNA, and incubated at the reaction temperature for

about 1-about 16 k.

{0222] FIG. 20 demonstrates an exemplary application of the Enz-O-Mix kits for

high-throughput library preparation / amplification in the 96- or 384-well format.

U. Enz-O-Mix reaction optimization precedures
{9223}  In this embodiment, as shown in FIG. 21, there are exemplary procedures
for identifying the most optimal parameters for any Bnz-0-Mix process using resl-ime PCR to
monitor amplification of the generated library, or 8 direct fluorescent detection of the amplified

product in the case of combined isothermal library synthesis-amplification process.

18224] FIG. 21A illustrates the procedure for optimization of the Enz-O-Mix
Universal Buffer, Three specific but exemplary buffers are utilized, inchuding Universal Buffers
i, 2 and 3. Buifer 2 results in the early WGA amplification curve, suggesting that the multi-
enzymatic reaction was more efficient in this buffer, and the Universal Buffer 2 is particularly

suttable for the Enz-O-Mix reaction,
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{6225] FIG. 21B illustrates the procedure for concentration optimization of the
Enz-O-Mix incubation temperature. Three temperatures are employed; specifically, Ti, Ty and
Ts. Temperature T3 results in the early WGA amplification curve, suggesting that the multi-
enzymatic reaction was more efficient at this temperature and that the parameter Tz should be

selected as & more suitable condition for the Enz-0O-Mix reaction.

[5226] FIG. 21C illostrates the procedure for optimization of the Enz-0-Mix
component N, Three concentrations of the component N, specifically, CNl, N, and CN3, were
utilized. Concentration Oy results in the carly WGA amplification curve, suggesting that the
multi-enzymatic reaction was more efficient at this component N concentration, and that the

~N . . . - . .
parameter C is a particularly suitable condition for the Enz-O-Mix reaction.

V. High potential for the Enz-O-Mix appreach in future bictechuology and
diagnostic medicine

{0227} The applications of the Enz-0-Mix method are nurmerous. The Boz-0O-Mix
method is easy to automate and use in clindcal diagnostic and point-of-care applications.
Different eneyme combinations could lead to many novel kits and assays, and applications in
such areas as biotechnology, the pharmaceutical industry, molecular diagnostics, forensics,
pathology, bio-defense, and bio-cornputing are contemnplated The Enz-O-Mix approach can be
viswed as a simple and cosi-effective aliernative to the “lab-on-a chip” micro-fluidic approach
that is currenily attempting to solve the same problem (multi-step DNA processing) by reduction

of reaction volumes and integration of multiple reactions into a small format,

[6228] Exemplary applications for the invention include but are not limited io the

following:

10229 2} A one-step, closed tube preparation and amplification of genomic
libraries (WGOA) from highly degraded serum, plasma, and/or urine (such as the supernatant
fraction) DWNA, DNA amplification and re-amplification can be used as an i vitro
“immortalization” process to maintain and generate necessary guantities of valuable but limited
DNA samples for gene association studies, mutation and microsatellite instability detection in

cancer diagnostics, etc.

{0236} b) A one-step, closed tube preparation and amplification of genomic
libraries (WGA) from formalin fixed, paraffin embedded tissues for cancer diagnostics and

research applications.
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[0238] ¢} A one-step, closed tube preparation and amplification of Methylome

Hbraries;

{6232}  d) A one-step preparation and simultanecus immobilization of prepared

DNA libraries on a solid support.
EXAMPLES

(6233} The following examples are included to demonsirate preferred
embodiments of the invention. It should be appreciated by those of skill in the art that the
techniques disclosed in the examples that follow represent techniques discoversd by the
mventors 1o fumction well in the practice of the imvention, and thus can be considered io
constitute preferred modes for its practice. However, those of skill in the art should, in light of
the present disclosure, appreciate that many changes can be made in the specific embodiments
that are disclosed and still obtain a like or similar result withowt departing from the spirit and

scope of the invention,

EXAMPLE 1: ONE STEP WHOLE GENOME LIBRARY AMPLIFICATION USING
HAIRPIN ADAPTOR WITH FeoNI RESRTICTION SITE GENERATED AFTER
LIGATION AND STRAND-DISPLACEMENT EXTENSION

{0234}  In this example, a single step WGA process is described wherein a partial
hairpin oligonucleotide adaptor containming FeoNT recognition half sites in its stem is extended by
a DNA polymerase to form a blunt end hairpin molecule and is ligated via its free 37 end to the
5° phosphate of blunt-ended DNA restriction fragments by T4 DNA ligase. Due to the strand-
displacement activity of the DNA polymerase, the free 3° snd of the resiriction fragments are
extended using as templaie the ligated 3° end of the adaptor, thus opening up the hatrpin
structwre and generating functional FeoNT cleavage site (FIG. 12 and 13A). Following cleavage
with BcoNI present in the same reaction mix, the DNA library molecules have their terminal
inverted repeats excised and become amplifiable by PCR using a primer complementary to the 5
stem portion of the adapior sequence. The whole process takes place in a single tube and in one

step in just about 1 hour, in specific embodiments.

[6235] Human genomic DNA isolated from the peripheral blood of 2 healthy donor
by standard procedures was digested with 10 units of Alul restriction enzyme (NEB} for 1 howr

following the manufacturer’s protocol.
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[6236] TFor library prepavation, 5 nanograms of Alul-digested DNA. were incubated
in a reaction mixture comprising Ix NEBuffor 4 (20 mM Tris-acetate, 10 mM Mg acetate, 50
mM potassium acetate, 1 mM dithiothreitol, pH 7.9), 1 uM EeoNI Ext Adaptor oligonucleotide
(Table I, 8EQ ID NO:1), I mM ATP, 120 uM dNTPs, 2 Units of Klenow fragment of DNA
polyrerase I, 400 units of T4 DNA ligase (New England Biolabs, NEB; Beverly, MA), and 10
units of EcoNI restriction enzyme (NEB) in a final vohune of 15 pl for 1 hour at 37°C. Enzymes
were inactivated for 10 min at 75 °C. Control reaction that contained no FooNT restriction

enzyme was also run in paraliel.

{02377 The resulting library was amplified by real-time PCR in 2 reaction mixhwe
contsining: 1 x Titanlum Tag reaction buffer (Clontech; Mountain View, CAY; 200 uM each
dNTP; 1:10,000 dilutions of flucrescein and SybrGreen I {(Molecular Probes; Carlsbad, CA); 1
uM of Ky primer (Table I, SEQ ID NO:2); and S units of Titanium Tag polymerase (Clontech;
Mountain View, CA} in a reaction volume of 75 ul. PCR amplification was carried out for 15
cycles at 95°C for 15 sec and 65°C for 2 min on i-Cycler real-time PCR instriment {Bio-Rad;
Hereules, CA). FIG. 22 shows the amplification curves of the libraries prepared in the presence
or in the absence of EcoNL Cleavage of the terminal inverted repeat by EcoNI improved the

efficiency of amplification by 7 cyeles, 7.e. over two orders of magnitude.

{0238}  Preliminary representation analysis of the library prepared in the presence
of HeoNI was conducted using three exemplary human genomic STS markers (Table I}, The
material amplified by PCR with the universal Ky primer was purified with (Giaquick filters
{Qiagen; Valencia, CA), and 20 ng aliquots were analyzed in real-time PCR. Reactions were
carried out for 45 cycles at 94°C for 15 sec and 68°C for 1 min on i-Cyeler (Bio-Rad; Hercules,
CA}. The PCR reaction mixture comprised the following: 1 x Titanium Tag reaction buffer
{Clontech; Mountain View, CA); 200 uM each dNTP: 1:10, 000 dilutions of fluoreseein and
SybrGreen I (Molecular Probes); 0.2 uM cach forward and reverse STS primer {Table IT}; 3 units
of Titanium Tag polymerase {Clontech; Mountain View, CA}; and 20 ng Hbrary DNA. A
eontrol teaction comprising I ng of human genomic DNA randomly fragmented fo an average
size of 1.5 Kb using Hydro Shear devics (Gene Machines; Palo Alto, CA) was performed. FIGS.
24A-24C show unbiased representation of the analyzed human STS sequences in the EcoNJ -

treated Lbrary,
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EXAMPLE 2: ONE STEP WHOLE GENOME AMPLIFICATION USING BAIRPIN
ADAPTOR WITH NON-REPLICABLE 18-ATOM HEXA-RTHYLENEGLYCOL
SPACER

[0239]  In this example, a single step WGA process is described wherein a hajrpin
oligonucleotide adaptor containing non-replicable 18-atom hexa-ethyleneglvcol (FIEG) spacer in
uis loop is lgated vig its free 37 end to the 57 phosphate of DNA restriction fragments in the
presence of T4 DNA ligase and a DNA polymerase. Due 1o the strand-displacement activity of
the polymerase, the free 37 ends of the restriction fragments are extended until the replication
stop is reached (see FIGS. 8 and 10A). This process resulis in truncated 3° termini of the
resulting WGA Hbrary such that they do not contain a terminal inverted repeat. The library
molecules are then amplified by PCR using a primer complementary to the universal sequence of
the extended 3’ termind. The whole process takes place in 2 single tube in one step and is

completed in just abouwt 1 howr, in specific embodiments.

[6246] In control experiments, hairpin adaptor molecules that either do not
comiprise a replication stop or modified bases or that comprise ribo-nucleosides in their loop
region are compared for their ability to participate in WGA along with the hexa-cthyleneglycol

adaptor described gbove,

{8241} Human genomic DNA isolated from the peripheral blood of a healthy donor
by standard procedures was digested with 10 units of Alul restriction enzyme (NEB} for 1 howr

following the manufacturer’s protocol.

{0242] Five nanograms of Ahl digested DNA were incubated in a reaction mixture
comprising 1x NEBuffer 4; | pM HEG Adaptor oligonuclectide (Table I, SEQ ID NO:3) or
conitrol hairpin adaptors (see below); T mM ATP; 120 uM dNTPs; 2 Unite of Klenow fragment
of DNA polymerase I, and 400 units of T4 TINA lgase (NEB) in a final volume of 15 wl for 1

hour at 37°C. Enzymes were inactivated for 10 min at 75 °C,

182431 To test the effect of the hexa-ethyleneglycol replication stop, comtrol
reactions containing partial hairpin oligonucleotides extended by Klenow to form blunt end
hairpin adaptors that either do not contain replication stop (Table I, Hairpin Adaptor, SEQ ID
N{»:5), or containing ribonucleosides in their loop region (Table I, Hairpin Ribo Adaptor, SEQ
ID NO:6) were substituted for the HEG Adaptor (Table I, SEQ ID NO:3) and nun in parallel as

described ghove.
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[8244] The resulting libraries were amplified by real-time PCR in a reaction
mixture comprising the following: 1 x Titaniuwm Tag reaction buffer (Clontech; Mountain View,
CAY; 200 uM each ANTP; 1:10,000 dilutions of fluorescein and SybrGreen I (Molecular Probes;
Carlsbad, CA); 1 uM of universal primer {Yy primer, Table I SEQ ID NO:4 in the case of the
HEG adaptor, or Ky primer, Table I, SEQ 1D NO:2, in the case of control hairpin adaptors); and
5 units of Titaniun Tag polymerase {(Clontech; Mountain View, CA) in a reaction volume of 75
pl. PCR amplification was carried out at 95°C for 15 sec and 65°C for 2 min on i-Cycler real-
time PCR instrument (Bio-Rad; Hercules, CA). As shown on FIG. 23, amplification of the
library prepared by ligation of hexa-ethylenegiyveol adaptor was 9 cycles more efficient than a
library made with adaptor not containing a replication stop in its loop structure. The results
shown on FIG. 23 also indicate that an array of 5 consecutive ribonucleosides in the adaptor’s
loop is not a preferable replication stop for Klenow fragment of DNA polymerase 1, since
amplification of a library prepared by Hgation of such an adaptor amplified only 2 cycles earlier

than a library made with adaptor comtaining only deoxyribonucleosides.

[6245]  Preliminary representation analysis of the library prepared by lgation of
HEG adaptor was done using theee exemplary human genomic 8TS markers (Table 1D). The
material amplified by PCR with the universal Yy primer was purified with Qiaquick filters
{Qiagen; Valencia, CA), and 20 ng aliquots were analyzed in real-time PCR as described in
Example 1. FIGS. 24A-24C show unbiased representation of the analyzed hurnan STS sequences

in this exemplary library.

EXAMPLE 3: ONE STEP WHOLE GENOME LIBRARY PREPARATION USING
DEGRADABLE HAIRPIN ADAPTOR COMPRISING DEOXV-URIDINE

{0246] In this example, a single step WGA process is described wherein a hairpin
oligonucleotide adaptor comprising deoxy-uridine in both its 5° stem region and in its loop (FIG.
10B) 1s ligated vig #s free 3° end to the 5° phosphates of DNA restriction fragments in the
presence of 3 enzymatic activities: T4 DNA ligase, DNA polymerase, and Uracil-DNA
glycosylase (which is also referred to as UDG or dU glycosylase). UDG catalyzes the releass of
free vracil and generates abasic sites in the adaptor’s loop region and the §° half of the hairpin,
The strand-displacement activity of the DNA polymerase exiends the free 3° end of the
restriction fragments until an abasic site is reached, serving as & replication stop (FIG. 108B).
This process results in truncated 37 ends of the resulting WGA library fragments such that they

do not have terminal inverted repeats. Prior to amplification, samples are heated in order to break
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the phosphodiester bonds of the generated abasic sites, and the adaptor molecules are degraded
into 2 small fragments and one intact 18 base cligonucleotide complementary to the universal
sequence of the extended 37 termini (FIG. 10B). The released 18 base oligomucleotide then
serves as a primer in subsequent PCR amplification, or alternatively it can be exogenously
supplied. The entire process takes place in a single tube in one step and is completed in just 1

hour.

{8247} Human genomic DNA isolated from the peripheral blood of a healthy donor
by standard procedures was digested with 10 units of Al restriction enzyme (New Hngland

Biolabs; Beverly, MA) for 1 hour following the manufacturer’s protocol.

{0248]  For library preparation, five nanograms of Alul-digested genomic DNA
were incubated in an exeroplary reaction mixture comprising 1x NEBuffer 4; 2 uM dU Hairpin
Adaptor oligonucleotide (Table I, SEQ ID NO:7); 1 mM ATP; 120 wM dNTPs; 2 Units of
Klenow fragment of DNA polymerase I; 400 units of T4 DNA ligase; and 2 Units of UDG (New
England Biolabs; Beverly, MA) in a final volume of 15 pl for 1 hour at 37°C. Bnzymes were

inactivated at 75 °C for 10 min. A control reaction containing no UD(G was run in paraliel.

{0249]  The resulting library was amplified by real-time PCR in a reaction mixture
comprising the following: 1 x Titanium Tag reaction buffer (Clontech, Mountain View, CA);
200 pM each dNTF; 1:10,000 dilutions of fluorescein and SybrGreen I (Molecular Probes:
Carlsbad, CAY; 1 pM of universal My primer (Table I, SEQ ID NO:B); and § units of Titaniom
Tag polymerase (Cloniech; in a reaction volume of 75 pul). PCR amyplifications were carried out
at 95°C for 15 sec and 653°C for 2 min on -Cyeler real-time PCR instrument (Bio-Rad; Hercules,
CA). In a separate amplification reaction, no external universal My primer was supplied to test if
endogenously-generated primer is sufficient for Nbrary amplification. FIG. 25 shows that
virtually identical amplification curves were generated whether or not the universal primer was
added exogenously or was generated as a result of the UDG activity followed by heat-indueced
degradation of the adaptor. FIG. 25 also shows that if UDG was not present during Iibrary
preparation, this caused an 8 cycle-delay in amplification. This latter result onee again indicates
the preference of removal of the terminal inverted repeat of a hairpin adaptor for efficient library

priming and amplification.
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EXAMPLE 4: ONE STEP GENOMIC DNA RESTRICTION DIGESTION AND WHOLE
GENOME LIBRARY PREPARATION USING DEGRADABLE HAIRPIN ADAPTOR
COMPRISING DEOXY-URIDINE

[6258] In this example, a single step WGA process is described wherein a hairpin
oligonucleotide adaptor comprising deoxy-uridine described in Exarople 3 is Hgated vig its free
3" end to the 5" phosphates of DNA restriction fragments generated from intact genomic DNA in
a single exemplary reaction mix comprising 4 exemplary enzvmatic activities: Alul restriction
endonuclease, T4 DNA lgase, DNA polymerase, and Uracil-DNA glycosylase (UDGY (FIG.
194, Enz-0-Mix 3}, UDG catalyses the release of free uracil and generates abasic sites in the
adaptor’s loop region and the 5° half of the hairpin, Alul digests the target DNA into restriction
fragrents. T4 DNA ligase generates a phosphodiester bond between the 3° ends of the adapior
molecules and the 5 phosphates of the resiriction fragments. Finally, the strand-displacement
activity of the DNA polymerase extends the free 3° end of the restriction fragments using as
template the ligated 3° end of the hairpin stem until an abasic site is reached that serves as a
replication stop (FIG. 10B). Prior to amplification, samples are heated to degrade the abasic sites
of the adaptor, and the resulting lbrary is amplified using the universal primer My. The entire

process takes place in a single tube in one step and is completed in just 1 hour,

19251} For Hbrary preparation, 20, 10, 3, 1, 0.3, 0.1, 0.03, 0.01, or 0 nanograns of
human genomic DNA jsolated from the peripheral blood of a healthy donor by standard
procedures were incubated in an exemplary reaction mix comprising: 1x NEBufferd; 2 uM dU
Hairpin Adaptor oligonucleotide (Table I, SEQ 1D NG:7); 1 mM ATP; 120 uM dNTPs; 2 Units
of Klenow fragment of DNA polymerase I; 400 units of T4 DNA 1 gase; 2 Units of UDG; and 10
units of Alul restriction endonuclease (New England Biolabs; Beverly, MA) in a final volume of

15 ul for 1 hour at 37°C. Enzymes were inactivated for 10 min at 75 °C,

[0252]  The resulting librarics were amplified by real-time PCR in the exemplary
reaction mixture comprising the following: 1 x Titanium 7 ag reaction buffer (Clontech;
Mountain View, CA); 200 pM each dNTP; 1:10.000 dilutions of fluorescein and SybrGreen I
(Molecular Probes; Carlsbad, CA); 1 uM of universal My primer (Table I, SEQ I NO:8); and S
units of Titanium Fag polymerase (Clontech; Mountain View, CA} in a reaction volume of 75 pl.
PCR. amplifications were carried out at 95°C for 15 sec and 65°C for 2 min on i-Cycler real-time
PCR instrument (Bio-Rad; Hercules, CA). FIG. 26 shows the amplification curves of the
resulting libraries. As shown, a series of titration curves was generated in a concentration-

dependent manmner. The smallest amount of DNA corresponding to less than two genome
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equivalents was still discernible from the control reaction with no DNA, indicating that the
described single closed tube process is an efficient and semsitive way of whole genome

amplification.

EXAMPLE §: SIMPLIFIED PROTOCOL COMBINING PREPARATION OF
METHYLOME LIBRARIES FROM CELL-FREE URINE DNA AND CLEAVAGE
WITH METHYLATION-SENSITIVE RESTRICTION ENZYMES IN ONE STEP

[0253] In this example, the preparation of methylome libraries from cell-free urine
DNA by ligation of hairpin oligonucleotide adaptor comprising deoxy-uridine as described in
Example 3 is combined with the simultancous cleavage with a mix of methylation-sensitive

restriction enzymes in a single step.

{0254] Cell-free DINA was isolated from urine of healthy donors coliected in 50 mi
Falcon tubes and stabilized for storage by adding 0.1 volume of 0.5 M EDTA. Urine samples
were centrifuged at 1LBOO x g for 10 min at ambient temperatire to sediment cells, and
supernatant was transferred carefully to a fresh tube, Equal volume of 6 M solution of guanidine
thiocyanate was added to each sample followed by 1/6 vol of Wizard Miniprep resin (Promega
catalog # A7141; Madison, WI). DNA was bound to the resin by rotation for 1 hour at ambient
temperature, The resin was then sedimented by brief centrifugation at 500 x g and loaded on
Wizard minicolumns (Promega catalog #A7211; Madison, WI) using syringe barrel extensions
after carefully decanting out the supernatant. Resin was washed with 5 ml of wash buffer
(Promega catalog # AR102; Madison, WI) using Qiagen QlAvac-24 vacuum manifold.
Minicolumns were then centrifuged for 2 min at 10,000 x g to remove residual wash buffer and
bound DNA was ehited with 50 pl of DNAse-free water at 10,000 x g for 1 min. Eluted DNA
was buffered by adding 0.1 vol of 10x TE-L buffer and quantified on a fluorescent

spectrophotometer using Fico Green (Molecular Probes; Carlsbad, CA) and | phage D.

[0255] Aliquots of 200 ng of cell-free DNA were artificially methylated by
incubation in 20 pl of NEBuffer 2 (New England Biolabs; Beverly, MA) with 4 units of M.Sss]
CpG methylase (New England Biolabs; Beverly, MA) in the presence of 160 pM SAM for 1

hour at 37°C,

{6256} Twenty five nanograms of methylated or non-methylated DNA were
incubated in Ix NEBuffer 4 (New England Biolabs; Beverly, MA) coroprising 0.35 units of T4
DNA polymerase (New England Biolabs; Beverly, MA); 1.5 uM of dU-Hairpin Adaptor (Table
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i, SSQ 1D NO:7Y; 0.5 units of UDG (New England Biolabs; Beverly, MA); 400 units of T4 DNA
ligase (New England Biolabs; Beverly, MAY; 30 uM dNTPs, 0.75 mM ATP; 75 pg/ml BSA;
16.7 units of Acil; 16.7 unite of Hhal; 8.3 units each of BstUlI, Hpall, and Hinpll (New England
Biolabs; Beverly, MA) in a final volume of 20 ul for 1 hour at 37°C. A second aliguot of 25 ng
of methylated or non-methylated DNA was incubated in parallel with all the ingredienis

described above but without the restriction enzymes (“uncut” control).

{287} One half of each sample (12.5 ng) was then amplified by quantitative PCR
in an exemplary reaction mix comprising ! x Titanium Tag reaction buffer (Clontech; Mountain
View, CA); 200 pM of each dNTP; fluorescein calibration dye (1:100,000) and SYBR Green |
(1:100,000% 1 pM universal primer My-1 (Table I, SEQ ID NO:8); 4% DMSO; 200 uM 7-
deaza-dGTP (Sigma); and S units of Titaniam Tag polymerase (Clontech) in a final volume of 75
gl Samples were pre-heated at 72°C for 15 min followed by 95°C for 5 min and 12 cyeles at
S4°C for 15 sec and 65°C for 2 min on an I-Cyeler real-time PCR instrument (Bio-Rad; Hercules,
CA). Amplified libraries were purified using MultiScreen PCR cleanup system (Millipore) and

guantified by optical density reading.

{#258]  Methylation analysis of promoter siies was performed by real-time PCR
using aliquots of 160 ng of each digested or non-digested amplified library DNA incubated in
exemplary reaction mixtures comprising the following: Ix Titamium 7Tog reaction buffer
{Clontech; Mountain View, CA); 200 gM of each dNTP; 4% DMSO: 0.5 M betaine; FCD
{1:100,000) and SYBR Green [ (1:100,000); 200 oM cach forward and reverse primer {Table II,
SEQ ID NO:H and SEQ 1D NOI2 for GSTP-1 promoter, SEQ ID NG:13 and SEQ ID NO:14
for MDR-1 promoter, SEQ ID NO:9 and SEQ ID NO:10 for BDNRB promoter, and SEQ D
NG:15 and SEQ ID NO:16 for PTGS-2 promoter); and approximately 1.5 units of Titanium Tag
polymeragse (Clontech; Mountain View, CA) in a final volume of 15ul at 95°C for 3 min

followed by 50 eycles at 94°C for 15 sec and 68°C for | min,

{32597 Fl1G. 27 shows PCR amplification curves of specific promoter sites in
amplified libraries prepared from methylated (M) or non-methylaied (N) wrine DNA in the
presence (+) or in the absence (-} of methylation-sensitive restriction enzymes. As expected,
promoter sites from non-methylated cleaved DNA (N+) amplified with significant (at least 10
cycles) delay as compared to uncut DNA (N-, M=) for all four promoter sies lested. On the other

hand, methylated DNA was completely refractory to cleavage (M+). These results demonstrate
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that the method disclosed in the present invention can be applied as a simple one-step non-

invasive high-throughput diagnostic procedure for detection of sberrant methylation in cancer.

6(
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TABLE I OLIGONUCLEGTIDE SEQUENCES

No

Code

1. EcoNI Ext Adaptor

2. Ky

3.  HEG Adaptor

4, Yy

5. Haitrpin Adaptor

6. Hairpin Ribo Adaptor

7. dU Hairpin Adaptor

8 My

9, EDNRB

i0. GSTP-1

11 MDR-1

12. PTGS-2

13.dUT7 Hairpin Adaptor

14.dU_N.BbvC IB_Nick
Hairpin Adaptor

Sequence 3’ 37
CCAAACACACCCAACACACCTAAAAAAGGTCGT (SEQ ID
NO:*

TCTGTTGOGTGTCTTTGG (SEQ ID NO:2)
AAGAGACGAGGCAAGGAAGAAMHEG/AACTTCCTTCCCTICTC
TOTT (5EQ ID NO 3+

CTTCCTTCCCTCTCTCTT (SEG ID NO:4)
CCAAAC ACACCCAACACAAAAAGTGTTG (SEQ ID NG:5)

CCAAAC ACACCCAACACIAIATATATAGTATTG (SEQ ID
NO:6y*4

TGTGTTGGGAUGAUGTGTGGAUAUAUAUIUSUCCACACACAC
CCAACACA (SEQ ID NQ:7y¥#**

CCACACACACCCAACACA (SEQIDNOS)

GGAGCGAGTCTITCGAGTTCAA (SEQ ID NOS) Forward
COGUAGOGAATACAGACACGTCTT (SEQ ID NO:10) Reverse

GGAAAGAGGGAAAGGUTIC (SEQ ID NO:11) Forward
CCCCAGTGCTGAGTCACGE (SEQ IDNC:!12) Reverse

GOGTGOOAGGAAGCATCGTC (BEQ ID NG:13) Forward
GOTCTCCAGCATCTCCACGAA (SEQ ID NO:14) Reverse

AGAACTOOCTCTCGGAAGCG (SEQ ID NO:1S) Forward
GGOAGCAGAGGGGGTAGTC (SEQ ID N(O:16) Reverse

TGTCTTGGGAUGAUGTETGGAUGUAUAUAUAUTATTITAATACG
ACTCACTATAGGGAGACCACACACACCCAACACA SEG ID
NC: 17y

TGTGTTGOOAUGAUGTETGGAUdU dUAUAUAUATTTAATACG
ACCCTCAGCACCACACACACCCAACACA( SEQID
INQ:1E)ys s
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15, dU_NBbvC IB Nick ATTTAATACGACCCTCAGCACCAC (SEQ ID NG jg)yrexss
Primer

* Underlined sequences indicate EcoNI palindrome

**HEG = bexa-cthyleneglycol

*EE pA = Adenosine

Farxr U = deoxy-Uridine

FEEEF Underlined sequence indicates N.BbvC IB nicking endonuclease recognition site

TABLE II. HUMAN STS MARKERS USED FOR REPRESENTATION ANALYSIS BY
QUANTITATIVE REAL-TIME PCR

SIS # UniSTS Database Name*
4 SHGC-149956
8 csnpmnati-perl-l
35 SHGC-146602

* Unique names of STS marker sequences from the National Center for Biotechnology

Information UniSTS database. Sequences of the 818 regions as well as the forward and

backward primers used in quantitative reai»timé PCR can be found in the UniSTS database at

the National Center for Biotechnology Information website.
EXAMPLE 6: ENZ-O-MIX DNA LIBRARYPREPARATION AND SIMULTANEOQUS
AMPLIFICATION BY TRANSCRIPTION

{0268]  This example demonstrates an exemplary preparation of a library from

lambda phage BstEI restriction digest by ligation of hairpin oligonucleotide adaptor comprising
deoxy-wridine and T7 promoter sequence combined with the simultancous isothermal
amplification by in vifro transcription with T7 RNA polymerase (see FIG. 6A and FIG. 194,
Enz-O-Mix 2}, The adaptor oligonuclectide used in this example (Table I, SEQ ID N9 is
based on the adaptor sequence described in Example 3 (Table 1, SEQ ID NO:8), except that it
has the consensus T7 phage promoter sequence incorporated in the loop region. Four enzymatic
aciivities are present in the mix: T4 DNA lgase, T4 DNA polymerase, Uracil-DNA glycosylase
(UDG), and T7 RNA polymerase. UDG creates abasic sites by destabilizing the 5° end of the
adaptor stem, T4 DNA polymerase generates blunt ends at the restriction fragments leaving
intact 5° phosphate groups that are necessary for ligation to the free 3° end of the adaptor by the
T4 DNA ligase. T4 DNA polymerase then extends the 3° ends of the newly ligated restriction
fragments inlo the adaptor, thereby displacing the 5 end of the adaptor’s stem until an abasic site

created by UDG is reached that stops further extension. By doing so, the T4 DNA polymerase
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generates a fully functional double-stranded T7 promoter, and in vitro transcription is initiated by

T7 RNA polymerase.

{6261} One hundred nanograms of a lambda phage BstEI restriction DNA
fragments (NEB Cat. # M02088; New England Riolabs; Beverly, MA} were incubated in Ix
NEBuffer 4 (NEB} with 2 pM adaptor oligomucleotide comprising deoxy-uridine and T7
promoter sequence (Table I, SEQ ID NO9Y; | mM ATP; 40 uM each dNTP; 500 uM each
NTP; 200 pg/ml BSA; 5.6 mM DTT; | unit of uraci-DNA. glycosylase (New England Biolabs;
Beverly, MA); 0.18 unit of T4 DNA polymerase (MNew England Biolabs; Beverly, MAY; 600
units of T4 DNA ligase (New England Biolabs; Beverly, MAY; and 37.5 umits of T7 RNA
polymerase (Epicentre; Madison, W1} for 2 hours at 37°C in a final volume of 15 pl. A negative
control containing no T4 DNA ligase was also run in parallel, Products of the library
amplification were analyzed by gel electrophoresis on 1.5% agarose gel after staining with Sybr
Gold (Molecular Probes; Carlsbad, CA).

[0262] FIG. 28 shows the products of an exemplary in vitre transcription
amplification. As shown, in the presence of all four enzymatic activities the lambda restristion
fragments are converted into a library amplified as RNA products, whereas in the absence of T4
DA ligase no accumulation of ENA occwrs. This demonstrates that library preparation and

isothermal amplification can be combined into a single-step process.

EXAMPLE T: ENZ-O-MIX DNA LIBRARY PREPARATION AND SIMULTANEOUS
IMMOBILIZATION ON SOLID SUPPORT

{6263] This embodiment is iflustrated in FIG. 29 and describes the one-step Enz-0-
Mix attachment process for a stem-loop oligonucleotide with a non-replicable linker that is
accompanied by immobilization of the synthesized library to the surface of a vessel where the
reaction ocours (for example, a tube, micro-plate well, glass slide, micro-beads, ere.). The
exemplary reaction mix comprises HMW DNA; a stem-loop oligonucleotide with 3’ recessed, 3°
protruding or blunt end (FIG. 4), and a non-replicable linker somewhere in the central part of the
oligenuclestide; a DNA fragmentation endonuclease, such as restriction enzyme, DNase [
benzonase, methylation-specific nuclease MerBC, apoptotic endonuclease, efc.; a 3 proofreading
DNA polymerase (Kienow fragment of the DNA polymerase 1, T4 DNA polymerase, erc.); T4
DNA ligase; Bnz-O-Mix Universal Buffer; ATP; and dNTPs. In specific embodiments, the
reaction ocowrs ingide a twbe or a micro-plate well containing a hybridization-capture

oligonucleotide (HCO) covalently attached to the inner surface of the reaction vessel.
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Oligonucleotide HCO has a sequence that is complementary to a portion of the stem-loop
oligonucleotide located between the 5° end and the non-replicable linker. Four enzymatic
reactions and one hybridization reaction are taking place as follows: (1) DNA fragmentation by a
waclease(s); (2} “polishing” of the DNA ends and the stem-loop aligonucleotide double-stranded
stem-region; (3) ligation of the cligonucleotide 3° end to the 5° phosphate of the DNA, leaving a
nick between the 3° end of DNA and the 5 end of the oligonucleotide double-stranded sten-
region; (4) polymerase extension of the 3' DNA end that propagates toward the end of stem-loop
cligonucleotide, displaces the 57 portion of the stem-loop oligonucleotide, stops somewhere
within the loop or close 1o the loop region, at the replication bloek, and generates single stranded
overhangs at the 5 ends of DNA molecules; and (5) immobilization of DNA fragments through
a hybridization of the generated 5°

HCO,

overhangs to the surface-attached capture oligonucleotide

[6264]  Library immobilization can be non-covalent (a8 shown on FIG. 294), or
covalent (as shown on FIG. 298}, The first case {(non-covalent immobilization) relies solely on
the hybridization between the 3’ overhang (produced from the stem-loop oligonucleotide during
its ligation to DNA ends and subsequent replication) and the capture oligo HCD. The second
case {covalent immobilization) involves hybridization as an initial step, but it also involves
additional enzymatic steps, such as site-specific cleavage within the single stranded 37 overhang
and ligation of the 5 end of DNA to the ligation-capture oligonucleotide construct LCO. The
purpose of the cleavage reaction is to generate a 5° phosphate group for the ligation reaction.
Such cleavage can be achieved, for example, by incubation with the USER enzyme (a mixture of
Uracil DNA glycosylase (UDG) and the DNA glycosylase-lyase Endonuclease VI New
England Biolabs, Beverly, MA). In that case, UDG catalyses the excision of a uracil base
(located somewhere at the 5 portion of the stem-loop oligonucleotide), forming an abasic
{apyrimidinic} site while leaving the phosphodiester backbone intact. The lyase activity of
Endonuciease VI breaks the phosphodiester backbone at the 37 and 57 sides of the abasic site
leaving & 5° phosphate. A generated phosphate group at the end of the 5° overhang is then
ligated by a DNA ligase to the 37 end of the ligation-capture oligonucleotide construct LCO (see
FIG. 298).

{0265]  Library synthesis and immobilization can cceur within the specifically
designed tubes, micro-well plates, on the surface of micro-slides, or micro-beads (FIG. 30). In all

of these cases, the hybridization capture oligonuclectide HCO, or the covalent ligation capture
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oligo construct LCO, is covalently attached to the inner surface of reaction tubes and plates,

spotied on the glass (plastic) surface to create a micro-array, or cover the surface of micro-beads.

[6266] The synthesized and surface-immobilized Whole Genome Library (as
deseribed above), or Whole Methylome Library (if the methvlation-sensitive resiriction
nucieases, such as Aci [, Ace IL Asp LE I, Ava I, Bee Al Bsa Hi, Bsh 1236 I, Bsi Bl, Bsi 81,
Bst FN I, Bst HH L, Bst UL, Cfo I, Hap If, Hga I, Hha I, HinP1 I, Hin 61, Hpa I, Hpy 991, Hpy
CH4 IV, Hsp AL Mvn 1, and Ssi 1, or the methylation-specific nucleases, such as McrBC, are
included into the Emx-O-Mix or used after the library synthesis) can he further processed
enzymatically, washed, and amplified or stored in an immobilized format. FIG. 31 illustrates a

-specific but exersplary use of the one-step library synthesis and immobilization in a hypothetical
fluidic device. The process starts by a lbrary synthesis (I), is continned by a Hbrary
immobilization at the bottom of a reaction vessel (II), and is completed by removal of the first

reagent mix, washing, and introduction of a new reagent mix (for example, PCR components).

EXAMPLE 8: ENZ-O-MIX DNA LIBRARY PREPARATION AND SIMULTANEQUS
AMPLIFICATION BY STRAND DISPLACEMENT SYNTHESIS

18267 This example demonstrates an exemplary preparation of a library from cell~
free wrine DNA by ligation of hairpin oligonucleotide adaptor comprising deoxy-uridine and
N.BbvC IB nicking endonuclease recognition site located at the loop region as illustrated in FIG.
164 followed by isothermal amplification with a strand-dispalcing DNA polymerase {see FIG.
6A and FIG. 19A, Enz-0-Mix 3}, The adaptor oligonucleotide used in this example {Table I,
SHQ I NO:18) is based on the adaptor sequence deseribed in Example 3 (Table I, SEQ ID
NO:8), except that it has recognition sequence $°-CCTCAGC-3’ for N.BvC IB nicking
endonuclease in the loop region. In the first step, a stem-loop adaptor attachment is
accomplished by using a mix (FIG. 18, Master Mix I} with 3 enzymatic activities: T4 DNA
Ligase, T4 DNA polymerase, and Uracil-DNA glycosviase. UDG creates abasic sites by
destabilizing the 5° end of the adaptor stem. T4 DNA polymerase generates blunt ends at the
restriction fragments leaving intact 5° phosphate groups that are necessary for Hgation 1o the free
3’ end of the adaptor by the T4 DNA ligase. T4 DNA polymerase then extends the 3° ends of the
newly ligated resiriction fragments into the adaptor, thereby displacing the 5° end of the
adaptor’s stem until an abasic site generated by UDG is reached that stops further extension. By
doing s0, the T4 DNA polymerase generates a functional double-stranded N.BwC IR nicking
endonuclesse recognition site, In the second step, following thermal inactivation of T4 DNA

polymerase and T4 DNA ligas, the mix is supplemented with two additional enzymatic activities,
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N.Bbv( IB nicking endonuclease generating single-starnded nicks at the adaptor (and internal)
sites, and the strand-displacing Klenow fragment of DNA polymerase I, initiating strand
displacement from the nicks. The newly synthesized strand is extended wril a nick or abasic site
at the template strand is encountered. In order to fill-in a second strand and to recreate intact
MN.BbvC IB recognition sites, an oligomueleotide primer comprising the adaptor’s loop sequence
at its 5’-end plus five bases complementary to the adaptor’s stem at its 3’-end (Table L, SEQ ID
NO:19) s also added to the mix. As a result, 2 self-sustained iscthermal DNA amplification

process i accomplished.

{0268]  Cell-free DNA was isolated from urine of healthy donors as described in
Example 5. Aliquots of 50 nanograms of DNA were incubated in 1x NEBuffer 4 (New England
Biolabs; Beverly, MA) with 2 pM adaptor oligonucleotide comprising deoxy-uridine and
N.Bbv( IB nicking endonuclesse recognition site {Table I, SEQ ID NO:18); | mM ATP; 40 pM
sach dNTP; 200 pg/ml BSA; 1 unit of wacil-DNA glycosylase (New England Biolabs; Beverly,
MAY; 0.18 unit of T4 DNA polymerase (New England Biclabs; Beverly, MA); and 600 units of
T4 DNA ligase (New England Biolabs; Beverly, MA) for 1 hour at 37°C in a final volume of 15
1l A negative control containing no T4 DNA ligase was run in paralicl. Samples were heated at
65°C for 15 min, cooled to 37°C and supplemented with 10 units of N.BbvC 1B nicking
endonuclease (New England Biolabs; Beverly, MAY; 27 ng/ul of F. coli Single Stranded Binding
Protein (SSB protein, USB Corporation, Clevelang, OH); 5§ units of Klenow Exo- fragment of
DNA polymerase 1 (USB Corporation, Clevelang, OH); 0.5 pM of dU_NBbvC IB Nick
Primer (Table I, SEQ ID N(C:19); and 2060 uM of each dNTP in a final volume of 30 wloof Ix
NEBuffer 4 (New England Biolabs; Beverly, MA). To test the effect of additives on the
representation of GC-rich sequences such as promoter sites, reactions contaiming 4% of dimethyl
sulfogide (DMSO, Sigme-Aldrich, St. Louis, MO) and 7deaza-dGTP (Roche Diagnostics,
Indianapolis, IN } were run in parallel. A control reaction containing no N.BbvC IB nicking
endonuclease was also included. Samples were incubated for 1 o 3 howurs at 37 °C and reactions
were stopped by adding 50 mM of EDTA. Products of the library amplification were analyzed by
gel electrophoresis on 20 % acrylamide TBE gel (Invitrogen Corporation, Carlsbad, C4), after

staining with Sybr Gold (Molecular Probes; Carlsbad, CA).

[0263] FIG. 29 shows the products of an exemplary isothermal DNA amplification

affer 1 howr incubation. As shown, in the presence of all five enzymatic activities the lambda
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restriction {ragments are converted into a library amplified as DNA products, whereas in the

absence of T4 DMNA ligase or N.BbvC IB nicking endomnuclease no accumulation of DNA cecurs.

EXAMPLE %: INTEGRATED WHOLE GENOME AMPLIFICATION IN A CLOSED-
TUBE REACTION USING DEGRADABLE HAIRPIN ADAPTOR COMPRISING
BEGXY-URIDINE

[0270] Traditionally, preparation of DNA libraries and their subsequent
amplification by PCR involves multiple separate processes and different buffer systems.
Previous embodiments and examples of this invention have demonstrated that Fnz-O-Mx
approach can substantially simplify these processes and reduce number of steps necessary for
WGA and WMA library preparation to one step. However, in previous Examples the Bnzo-O-
Mix DINA Hbraries were first, prepared in small volume (15ul) of buffer A (NEB 4), and then
amplified by PCR in a larger volume (75 ml) of buffer B (Titanium Tag reaction buffer), FIG.
30A. In all of these cases, Enz-O-Mix library synthesis / amplification is perforred in two
operational steps: siep 1- a tube contatining DNA is supplemented with the library (WGA or
WMA) synthesis reagents and incubated at 37 °C for 1 h, and step 2 — a tube is opened,
supplemented with PCR amplification buffer / reagents and subjected to temperature cycling.

Such an approach is referred to herein as a two-step, opened-tube protocol.

{8271}  This example Introduces further simplification in preparation and PCR-
mediated amplification of WGA / WMA libraries when all the necessary synmthesis /
amplification reagents are introduced into the tube prior reaction, and library synthesis and
subsequent amplification occur in the same volume and the same buffer without opening the tube
within a pre-programamed thermocycler (FIG. 30B). Such an approach is referred to herein as an
integrated, one-step, closed-tube protocol. Due to its simplicity and lack of any human
intervention, the integrated, one-stop, closed-tube Enz-O-Mix DNA amplification can be easily

automated and used for high-throughput research applications and climical diagnostics.

{6272]  FIG. 31 shows a one possible temperature profile (b) and an envisionad
DNA accumulation during amplification (a), where incubation at 37 °C for 1 h (DNA library
synthesis} is followed by heating at 95 °C for 10 min (Taq DNA polymerase activation and stern-
loop adaptor — universal PCR. primer conversion), and then by thermocycling between 65°C and

85 °C for 1 h (PCR-mediated whole genome or whole methvlome am slification).
g 3 P

(8273}  FIG. 32 shows biochemical and physicochemical reactions involved in the

transformation of the stem-loop adaptor oligonucleotide into a functional universal POR primer
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adequate for efficient amplification of synthesized WGA / WMA libraries. Dual utilization of the
stem-loop oligonucleotide as adaptor and PCR primer climinate a necessity to introduce into
reaction an additional single stranded oligo-primer (due to the 3° profreading activity of a DNA
polymerase involved in the library synthesis process such primer should contain at leasi seversal

nuclease-resistant bases at its 3’ terminus).

62743 fn this example, a WGA process is described wherein a hairpin
oligonucleotide adaptor comprising deoxy-uridine described in Example 3 is ligated vig its fres
3" end to the 5° phosphates of DNA restriction fragments generated from infact genomic DNA in
a single enclosed container exemplary reaction mix comprising & exemplary enzymatic
activities: Alul restriction endonuclease, Rsal restriction endonuclease, T4 DNA ligase, T4
DINA polymerase, a hot-start Tag DNA polymerase, and Uracil-DNA glyeosylase (UDG). In an
initial isothermal incubation UDG catalyses the release of free uracil and generates abasic sites in
the adaptor’s loop region and the 5° half of the halrpin. Alul and Rsal digest the target DNA into
restriction fragments. T4 DNA polymerase generates blunt ends of the restriction fragments. T4
PINA ligase generates a phosphodiester bond between the 3’ ends of the adaptor molecules and
the 5° phosphates of the restriction fragments. T4 DNA polymerase extends the free 3° end of the
restriction fragments using as termplate the Hgated 37 end of the hairpin stem until an abasic site
is reached that serves as a replication stop (FIG. 10B). Samples are heated to 72°C to inactivate
all thermo-labile enzymes and to activate Tag polymerase, then to 95°C to degrade the abasic
sites of the adaptor and 10 generate active primer from the remaining intact strand of the adaptor
that is free of abasic sites. The resuiting library is finally amplified by thermal cycling. The entire
process takes place in a single enclosed resction container under programmed temeparture

control algorithm and without any intermediate liquid handling,

{0275} Ten nanogram aliquots of human genomic DNA isolated from the
peripheral blood of g healthy downor by standard procedures were incubated in an exemplary
reaction mix comprising: 1x Titanium Tag buffer (Clontech, Mountain View, CA); 0.6 ul of
Titantom Tag (Clontech, Mountain View, CA); 2 pubt dU Hairpin Adaptor oligonuclestide
(Table I, SEQ ID NO:7); 1 mM ATP; 200 uM dNTPs; 0.36 Units of T4 DNA polymerase; 1200
units of T4 DNA ligase; 2 Units of UDG; 10 units each of Alnl and Rsal restriction
endonucleases (New England Biolabs; Beverly, MA}, and 1:10,000 dilutions of fluoresesin and
SybrGreen 1 (Molecular Probes; Carisbad, CA) in a final volume of 30 ul. To study the effect of

Mg ions and DMSO, reactions supplemented with MgCly at final concentrations of 5 mM and
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7.5 mM and with DMSO at a final concentration of 4% were also included (It should be noted
that the 1x Titanium Taq buffer contains 3.5 mM MgCh). Reactions were incubated at 37°C for
1 b, followed by 72°C for 10 min, 95 °C for 10 min, and 11 cycles of 94 °C for 20 sec and 65 °C
for 2 min. on i-Cycler real-time PCR instrument (Bio-Rad; Hercules, CA). FIG. 33 shows the
amplification curves of the resuliing libraries. As shown, Mg™ concentrations of 5 mM and 7.5
mM in the reaction buffer supported the enzymatic activities present in the mix better than the
basic Titanium Taq buffer containing 3.5 mM MgCl,. The presence of 4% DMSO did not have

significant effect on the WGOA amplification when higher Mg concentrations were applied.

EXAMPLE 16: HOT START PCR USING DEGRADABLE STEM-LOOP PRIMERS
[8276] Specificity and the ability to amplify a single DNA or RNA target is one of
the most important requirements for application of PCR in molecular diagnostics. Hot start PCR
protocol was introduced to reducs the non-specific primer/fiemplate and primer/primer annesling
events that ococur at lower temperatures and subsequently result in non-specific amplification
products, Several methods and corresponding commercial products for performing hot start PCR
rely upon the physical separation of PCR reagents until the high temperature of the reaction has

been reached. Those products inelude the following:

82777 L. Wax beads (Ampliwax PCR Gems, Perkin Elmer) that create a
termporary barrier between dNTPs, buffer, and MgCh on one side of the wax layer, and DNA

template and DNA polymerase on another side.

{62781 2. Small beads of wax with encapsulated Taq DNA polymerse (Tag
Bead Hot Siart Polymerase, Promega). In this case Taq DNA polymerase is released when the

reaction reaches 60°C,

{62791 3. Small beads of wax with encapsulated magnesium (StartaSpere,
Stratagene).
[6280] 4, Tag DNA polymerase inactivated by antibody (JumStart Tag DNA

polymerase, Sigma; TagStart and TthStart, Clontech; AmpliTag Gold, PE Bicaystems;
HotStarTaq, Qiage; efc.). Antibody binds to the polymerase and inactivates it at low temperature

but denatures and releases the active polymerase at high teraperature,

[#281] Example ? introduced the idea of using a degradable, dU-containing stem-

loop oligonucleotide-adaptor as a universal PCR primer (see FIG. 32} for whole genome
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amplification. This embodiment extends the wuse of degradable, dU-containing stem-loop

oligonucleotides as “hot start™ PCR primers for locus-specific DNA amplification.

{8282}  As shown in FIG. 38 and FIG 39, both PCR primers are synthesized in a
form of stema-loop ologonuclectides A and B. The 3’ portion of the stem-loop oligonucleotides
represents the primer sequence (no dU bases); the 5° portion represenis the sequence
complementary to the primer sequence and comprises one or more dU bases substituting 4T

bases; and the loop comprises several dT and dU bases.

{0283} PCR reaction is assembled by mixing together DNA, dNTPs, magnesium,
PCR buffer, Tag DNA polymerase (or any other thermostsble DNA polymerase), and diJ-
glycosylase (FIG. 38 and FIG. 40). A thermocycler is programmed to have the following

eonditions:

[6284]  a) Incubation step at 37°C for 15 — 30 min that is necessary to convert all

dUJ bases within the stem-loop oligonuclectides A and B into the abasic sites;

{0285]  b) Incubation step at 95°C for 10min that is necessary to denature DNA,
introduce breaks at the abasic sites within the stem-loop oligonucleotides A and B, and thus

release the active primers A and B;

[0286] <) A regular PCR cycling mode that amplifies the DNA region defived by
the primer A and B.

{0287} The conversion of the stem-loop oligonucleotides A and B into PCR
primers A and B (ses FIG. 39} results from several breaks introduced by heating the loop and the
5 portion of the oligonucleotides. At high temperature, the small oligonucicotides originated
from the 57 stem regions can not form stable interaction with the remaining intact 37 primer
regions and do not affect the PCR process. In general, the position of dU bases within the §°
stem region is dictated by the location of thymines in a DNA sequence, although they can be also
introduced al another nucleotide position (thus generating a stem with one ore several
mismatched bases). The number of dU bases within the $° siem and the loop regions can vary

from 1 to about 6, and an optimal number can be determined empirically.

[8288] The proposed hot start primer method can be used in PCR and other
DNA/RNA amplification methods that utilize thermostable polymerases, It has several

advantages over the hot start PCR methods that involve either non-degradable hairpin primers
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with short stem [Kaboev, Q.K., et al., 2000; Ailenberg, M., and Silverman, M., 20001, or duplex
primers [Kong, D, et al, 2004} a) the hybridization kinetics are not compromised hy the
presence of a stem region (as it might be in the case of non-degradable stem-foop primer
method); b} no inverted repeat is formed at the ends of PCR amplicons that could substantially
reduce the efficiency of the PCR amplification process (as it happens in the case of non-
degradable stem-loop primer method); and ¢} oligonuciestides complementary to the priming
oligonucleotide (products of the stem-loop oligénuclectide fragmentation) are short, do not form
stable inieraction with the remaining intact 3° primer regions and, as a result, do not affect the
FCR process {as # possible in the duplex primer method). Advantages over other existing hot-
start methods include but are not limited to the following: 2) no phase separation is necessary and
all reaction components are originally present in the same reaction mix simplifying storage and
reducing production cost; b) no expensive blocking antibodies are involved; ¢) no mutagenesis or
chemical modification of amino acid reidues in the thermostabile DNA polymerase are required

whatsoever,
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[0312]  Although the present invention and its advantages have been described in
detail, it should be understood that various changes, substitutions and alterations can be made
hevein without departing from the spirit and scope of the invention as defined by the appended
claims. Moreover, the scope of the present application is not intended to be limited to the
particular embodiments of the process, machine, manufacture, composition of maiter, means,
methods and steps described in the specification. As one of ordinary skill in the art will readily
appreciate from the disclosure of the present invention, processes, machines, mamifacture,
compositions of matter, means, methods, or steps, presently existing or later to be developed that
perform substantially the same function or achieve substantially the same result as the
corresponding embodiments described herein may be utilized according to the present invention.
Accordingly, the appended claims are intended to include within their scope such processes,

machines, manufacture, compositions of matter, means, methods, or steps.
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CLAIMS
What is claimed is:
I, A method of preparing a nucleic acid molecule, comprising:

providing a double stranded nucleic acid molecule; and

attaching one strand of 2 stem-loop oligonucleotide comprising
an inverted repeat and a loop to the double stranded nucleic acid
molecule to produce an oligonucleotide-attached pucleie acid

molecule.

The method of claim 1, wherein the double stranded nucleic acid

3

molecule is a double stranded DNA molecule.

3. The method of claim I, wherein the attaching is firther defined as
attaching the oligonuclectide to the double stranded nucleie acid
molecule under conditions to produce a non-covalent junction in

the oligonucleotide-atiached nucleic acid molecule.

4. The method of claim 3, wherein the non-covalent junction

comprises a nick, a gap, or a 5’ flap structure.

(941

The method of claim 1, wherein the attaching is further defined as

ligating.

6. The method of claim 1, further comprising displacing one strand of
the oligonuclectide from the oligonucleotide-attached nucleic acid
molecule by strand  displacement or by nick translation

polymerization,

-t

The method of claim 1, wherein at least part of the

oligonuclestide-attached nucleie acid molecule is amplified,

8. The method of claim 7, wherein the amplification comprises

polymerase chain reaction.
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9. The method of claim 7, wherein the amplification comprises RNA

transeription.

10.  The method of claim 7, wherein the smplification comprises strand

displacement.

i1, The method of claim 1, further comprising amplifving the
oligonucieotide-atiached nucleic acid molecule, wherein at least
pat of the inverted repeat is excloded from the amplified

oligonuclectide-attached nucleic acid molecule.

12.  The method of claim S, wherein the ligating is further defined as

comprising:
generating ligatable ends on the double stranded nucleic acid
molecule;
generating a ligatable end on the stem-loop oligonuclectide; and

ligating one strand of the Hgatsble end of the stem-loop
oligomucleotide 1o one strand of an end of the mucleic acid molecule,
thereby generating a noo-covalent junction in the oligonucleotide-

attached nucleic acid molecule.

13, The method of claim 1, finther defined as comprising:

generating blunt ends on the nucleic acid molecule;
generating a blunt end on the stem-loop oligonucleotide; and

ligating ome strand of the blunt end of the stem-loop
oligonuclectide to one strand of g blunt end of the nucleic acid
molecule, thereby generating a nick in the oligonucleotide-ligated
nucleie acid molecule.
14, The method of claim 1, wherein said stem-loop oligomucieotide

comprises a known sequence.

15, The method of claim 1, wherein said stem-loop oligomucleotide

comprises a regulatory sequence,
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16.  The method of claim 2, further comprising:

digesting the DNA molecule with one or more endonucleases o

produce DNA fragments;
producing blunt ends on the DNA fragments;
producing a blunt end on the stem-loop oligonucleotide; and

ligating one strand of the blunt end of a stem-loop
oligonucleotide to one strand of a bhunt end of a DNA fragment,

thereby generating a nick in a oligonuclectide-ligated DNA fragment.

17, The method of ¢laim 16, wherein the endonuclease is 3 restriction

endonuclease, DINAse I, or an apoptotic endonuclease.

18, The method of claim 17, wherein the restriction endonuclease is

methylation-specific or methylation-sensitive.

19. The method of claim 1, wherein the cligonucleotide-attached
nucleic acid molecule comprises a nick baving 8 3” hydroxy group,
wherein there is polymerization from the 3" hydroxy group of at

least part of the oligonuclestide-attached nucleic acid molecule,

20.  The method of claim 5, wherein the strand displacement or nick
translation polymerization is further defined as polvmerization that
ceases at & non-replicable base or region in the loop or in a region

of the stem adjacent to the loop.

21, The method of claim 2, further comprising the step of digesting the
double stranded DNA molecule with an endonuclease to generate
DINA fragments, wherein the oligonucleotide becomes ligated to
one strand of the DNA fragment and wherein polymerization of an
oligonucleotide-ligated DNA fragment excludes at least part of the
inverted repeat by subjecting the oligonmcleotide-ligated DNA
fragment to strand displacement or nick translation polymerization
that halts at a base or sequence in the loop or in a region of the

stern adjacent to the loop.

e~
[wat
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22, The method of claim 1, wherein the stem-loop oligonucleotide is

further defined as comprising a non-replicable base or sequence,

23, The method of elaim 22, wherein at least part of the non-replicable
base or sequence is present in the loop of the oligonucleotide or in

a sequence of the stem adjacent o the loop.

24, The method of claim 22, wherein the pon-replicable base or
sequence comprises an abasic sife or sequence, hexaethylene
glycol, or a bulky chemical moiety attached to the sugar-phosphate

backbone or the base,

25. The method of claim 24, wherein the abasic site or sequence is

introduced by one or more snzymes in the single solution.

26. The method of claim 1, wherein the loop of the stem-loop

oligonucleotide comprises at least one deoxy-uridine.

27. The method of claim 6, wherein the strand displacement or nick
translation polymerization of the oligonucleotide-attached nucleic

acid molecule generates an endonuclease site.

28. The method of claim 2, further comprising the step of digesting the
double stranded DINA molecule with an endonuclease 10 generale
DNA fragments, wherein the oligonucleotide becomes ligated to
one sirand of the DNA fragment to produce an oligonucleotide- !
ligated DNA fragment, and wherein sirand displacement or nick
translation polymerization of the oligonucleotide-ligated DNA

fragment generates an endonuciease site,

29, The method of claim 27, wherein the endonuclease site is a site-
specific restriction endomuclease site and wherein at least part of
the inverted repeat is removed by cleavage with said resiriction

endonuciease,

30, The method of claim 27, wherein the endonuclease site resides

within the stem and loop regions.
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31, The method of claim 27, wherein the endonuclease site resides

within the loop region.

32, The method of claim 27, wherein the endonuciease sile resides

within the stem region.

33, The method of claim 27, wherein the endonuclease site is a homing

endonuclease site.

34. The method of claim 15, wherein RNA transcription is initiated
from the regulatory sequence, thereby producing at least ome

transeribed polynucleotide.

35, The method of claim 34, wherein the transcribed polynucleotide is
replicated by a reverse {ranscriptase.

36, The method of claim 35, wherein reverse transcription is initiated
by hybridization of the oligonucleotide complementary to the 3°
end of the transeribed polynucleotide.

37. The method of claim 1, wherein the stem-loop oligonuclectide

further comprises a recognition sequence for a nicking
endonuclesse and wherein the oligonucleotide-attached nucleic
acid molecule is amplified by strand displacement synthesis and

second sirand synthesis,

38 The method of claim 37, wherein the recognition sequence for a
nicking endonuclease resides at least in part within the stem of the

stem-loop oligonucleotide.

[
hS

‘The method of claim 37, wherein the recognition saquence for a
nicking endonuclease resides at least in part within the loop of the

stem-foop oligonucleotide.

40. The method of claim 1, wherein a 5" end of the stem-loop

oligomucleotide lacks a phosphate,
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41. The method of claim 1, wherein the oligonucleotide-attached

meleic acid molecule is further modified.

42, The method of claim 41, wherein the further modification

comprises cloning.

43. The method of claim 42, further defined as comprising
incorporation of the modified molecule into a vector, said
incorporation occuring at ends in the modified molecule generated

by endomuecleass cleavage within the inverted repeat.

44.  The method of claim 1, further defined as ocouring in a single
suitable solution, wherein the process oecurs in the absence of

exogenous manipulation,

45, The method of claim 44, further defined as ocourring at ons

femperature,

46.  The method of claim 44, wherein the solution comprises one or

more of the following:

ligase;
DINA polymerase;
one or more endonucleases;
RNA polymerase;
reverse transcriplase;
BNase H;
deoxy-uridine glycosylase;
nickase;
thermophilic DNA polymerase;
ATH,
iNTPs; and
dNTPs.
47. The method of claim 7, further defined as occuring in a single

suitable solution, wherein the process of preparing and amplifying
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of a oligonucleotide-attached nucleic acid molecule ocours in the

absence of exogenous manipulation.

48. The method of claim 1, wherein the oligonucleotide-attached

nucleic acid molecule is immobilized to a solid support.

49, The method of claim 48, wherein the molecule is immobilized non-

covalently.

50. The method of claim 48, wherein the molecule is immobilized

covalently,

51.  The method of claim 2, further comprising the step of digesting the
DNA molecule with an endonuclease 1o generate DNA fragments,
wherein the oligonucleotide becomes attached to one strand of the
DNA fragment, wherein strand displacement polymerization of the
oligonucleotide-ligated DNA fragment and its arrest gt a base or
sequence in the loop or in a region of the stem adjacent to the loop
generates a 57 overhang, and wherein the single stranded 5°
overhang hybridizes 1o a complementary oligonucleotide

covalently immobilized to a solid support.
52. A method of preparing a DNA molecule, comprising:

providing an oligonucicotide; and

mixing the oligonacleotide with a double stranded DNA
molecule, such that upon attachment of the oligonucleotide to the
double stranded DNA molecule, the oligonucleotide attached to the
DNA molecule is capable of demonstrating a function that #t was
incapable of befors the attachment to the double stranded DNA
molecule, thereby producing an oligonuclectide-sttached DNA

molecule suitable for modification.

.
153

The method of claim 52, fiwther defined as occurring in a single
suitable solution, wherein the process occurs in the absence of

gxogenous manipulation,
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54. The method of claim 52, wherein the modification comprises site-
specific nicking, site-specific double-strand cleavage, transcription,
recombination, amplification, polymerization, wick translation,

strand displacement, immobilization or a combination thereof,

g1
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RUBCO26WO . APP. TXT
SEQUENCE LISTING

110> MAKARGY, VLADIMIR L.
KAMBEROV, EMMANUEL
TARRIER, BRENDAN

120> COMPOSITIONS AND METHODS FOR PROCESSING AND
AMPLIFICATION OF DNA, INCLUDING USING MULTIPLE ENZYMES
IN A SINGLE REACTION

130> RUBC:028w0

140> UNENOWN
l4l> 2006-03-02

L50> 80/704,932
151> 2005-08-02

180> 20
L70> PatentIn Ver. 2.1

o 1

11> 32

12> DNA

13> Arvificial sequence

20>
23> Description of Arvificial Sequence: synthetic
Primar

00> 1
ARACACAC CCAACACACC taaaaaagght gt 32

10> 2

13> 18

12> DNA

13> Artificial sequence

20>
23> pescription of Artificial Sequence: Synthetic
Primer

00> 2
tgttgggt gtgttigg 18

0= 3

11= 40

12> DNA

13> artificial Sequence

20>

23> Description of Arvificial Sequence: synthetic
Primer

30> 3
jagagagy gaaggaagaa aacttootte cotetotett 40

Lo> 4
tl» 18
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<212> DNA
<213> arvificial sequence

<2 2>
<223> pescriprion of artificial Sequencsa:

Primer

<4030> 4
cttcettece tetotort

<210~
<211> 28
<212> DNA
<213> Artvificial Ssguence

<220
<223

"wd 55

Description of artificial seguence:
Primer

<400> §
CCAadacacac Craacacaaa aagtotty

<210> &

<Z131> 28

<Z12> DNA

«213> Artificial seguence

<220 o o
<223> Description of Artificial seguence:

Brimer

<400
C£3aacacac ccaacacaaa aagtgtty

(53]

<210 7
<213i> 40
<212> DNA
<213> Artificial sequence
<220>

<221> modified_base

<222> {10)..024)
<223» U = a, ¢,

<220> a ~ > P
<223> bescription of Artificial Seqguance:
Primar

<400 7

g or g

Totgtigggu gugtogtgguy UULUCCACAC acaccoaaca

<210> 8

<211> 18

<212> DNA .

<213» Artificial Sequence

<220z L. o
<223»> Description of Artificial Seguence:
Primear

synthetic

18

Synthetic

28

synthetic

28

Synthetic

40

Synthetic

Page ¢
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<400> 8
£Catacacac ccaacaca

<210> §

<21i> 21

<212> DNaA

<213>» Artificial sequence

<220> o
<223> Description of artvificial Sequence:
Primar

<400> 8
ggaggagtor ttegagitca a

<210> 10

<211» 23

217> DNA

<213> Artificial Sequence

<2Z2(>

223> Bescription of Aartificial sequence:

Primer

<400> 10
Cgggaggaat acagacacgt ¢t

<210> 11

<211> 19

<212> DNA

<213» artificial sequence

<220

<223> Bescription of Aartificial Seguence:

Primer

<43> 11
ggaaagagag aaaggotic

<210> 12

<21il> 19

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220

<223> Description of Artificial Ssguence:

erimer

<400> 12
ccoccagtget gagtcacgg

<210 13

<21l> 20

<212»> DNA

<213> artificial sequence

<220>

Synthetic

Synthetic

synthetic

synthetic
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«223> Dascription of artificial seguance:
Primer

<400> 13
gggtgggagy aageatcgtc

<210> 14

<2il> 21

<Z2id> DNA

<213» Artificial sequence

<220> 0 £ n e 2
<223> bescription of Artificial Sequence:
Primer

<400> 14
ggtctccage atctccacga a

<210> 15

<211 20

<212> DNA

<213> Arvificial Sequence

<220> L o

<223> Description of artvificial Seguence:
Primer

<400> 15

agaactgget ctoggaageg

<210> 16

<21i> 18

<212> DNA

<213> artificial sequence

<220
<223> bescription of Artificial Sequence:
Primer

<400> 16
gggagcagay ggggtagic

<Z21i0> 17

<211> &0

<212> DNA

<213> artificial Seguence

<220>

<Z23> pescription of Artificial Sequence:
Primer

<400> 17

Tglgttygugy grgtggattt aatacgactc actataggga gaccacacac

<210> 18

<211> 62

<217 DNA

<213» artificial saguence

Synthetic

Synthetic

Synthetic

synthetic

synthetic

Page 4
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<220
<223> Description of Combined DNA/ZRNA Molecule:xx

220>

<22%> modified_bass
<222> (103..024>

<223» U =a, ¢, g or t

<220> ] o i
<223> pescriprion of Artificial Sequence: Synthetic
Primar

<4030> 18
tgrgttggou gugtgtgguu usuuatttaa tacgacoohe ageaccacad acacceaaca g@
ca 2

<21 19

<211> 24

<21Z> DNA

<213> artificial sequence

<2 20>
<223> Description of Combinad DNA/RNA Molecule:xx

<220>
<223> pescription of Artificial Sequence: Synthetic
Primer

<400> 19
attizatacyg accctcagea ccac 24

<2310> 20

<211 11

<212> DNA

<213> Artificial sesquence

<220>

<221> modiTied_base

<222> (43..¢(8) )
«<223> N = a, ¢, g, and/or t/u

<2 2{>
<223 pescription of Artificial Sequence: Synthetic
Primer

<400~ 20
cotnnnnnag g it

Page 5
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Description
TECHNICAL FIELD

[0001] The presentinvention relates to a method for constructing a cDNA library having a reduced content of cDNA
clones derived from a gene that is expressed at high frequency.

BACKGROUND ART

[0002] The full-length sequences of genomic DNAs of various organisms such as humans, mice, rice, nematodes,
and yeast have been almost completely determined by genome projects. Now in the post-genome era, research is
conducted to examine the kinetics of gene groups in order to macroscopically understand the role of each gene in
biological phenomena. Thus, technology for comprehensive analysis of all genes is required.

[0003] Itis considered that the cells composing a human body have a genome in which about 22,000 types of gene
are encoded and several tens of thousands of types of genes are expressed depending on cell type (see International
Human Genome Sequencing Consortium, 2004, Nature 432, 931-945). Comprehensive examination of the expression
of such genes becomes increasingly important not only for elucidation of biological phenomena, but also for developing
pharmaceutical products based on gene information. In particular, comprehensive and detailed analysis of information
concerning the protein primary structures enceded by genes requires that DNAs complementary to mRNAs, that is,
cDNAs (complementary DNAs), be obtained.

[0004] Genes are roughly classified into 3 classes based on expression levels: a group of highly expressed genes
expressed at 12,000 or more copies per cell, a group of moderately expressed genes expressed at about 300 copies
per cell, and a group of lowly expressed genes expressed at only about 15 copies per cell (see David J. Bertioli., et al.,
Nucleic Acids Research, 1995, Vol .23, No. 21, 4520-4523). When a cDNA library is constructed using a mixture of
mMRNAs with different expression levels as a template, the content of the lowly expressed gene clones contained in the
cDNA library is lower than that of the highly expressed gene by three or more orders of magnitude. Accordingly, com-
prehensive analysis of cDNA clones contained in a cDNA library by analyzing partial nucleotide sequences requires
unnecessary procedures such as redundant sequencing of clones derived from the highly expressed genes. Many
intracellularly expressed genes are expressed at low levels. Hence, methods for reducing the proportion of clones derived
from a highly expressed gene have been developed.

[0005] One such method uses self-association of the cDNAs derived from highly expressed genes. First, a double-
stranded cDNA is prepared from mRNA and then denatured to single strands. Subsequently, an annealing reaction is
performed and then single-stranded cDNAs are caused to adsorb hydroxyapatite. They are then collected from a mixture
of double-stranded cDNA obtained by re-association and the cDNAs that have remained as single strands. This procedure
is repeated several times, and single-stranded cDNAs are collected and then cloned. Specifically, many single-stranded
cDNAs are present in the case of highly expressed genes, so that they highly likely form double stranded cDNAs via
annealing reaction. However, the content of single-stranded cDNAs among lowly expressed genes is low and the as-
sociation frequency is low, and thus these single-stranded cDNAs remain as single strands. This method involves
collecting single-stranded cDNAs derived from lowly expressed genes that have remained unassociated (see JP Patent
Publication (Kokai) No. 4-108385 A (1992)).

[0006] Another method is based on hybridization with mRNA. Specifically, mRNA is transcribed from the cDNA of an
existing highly expressed gene, biotinylated, and then caused to hybridize to a subject single-stranded cDNA library.
cDNA not binding to the magnetic particles is recovered, and cDNA that has reacted with avidin-immobilized magnetic
particles so as to bind to the biotinylated mRNA is excluded. Then, the unbound cDNA is cloned and thus a clone of the
lowly expressed gene is obtained (see JP Patent Publication (Kokai) Nc. 2000-325080 A).

[0007] A cDNA library having an increased content of lowly expressed genes can be constructed by these methods.
However, these methods require an additional step for removing the cDNA of a highly expressed gene after construction
of a cDNA library from mRNA, resulting in an increased number of steps compared with those in a general cDNA library
construction method. Also, the cDNA of a lowly expressed gene is nonspecifically lost, causing the problem of a reduced
yield thereof.

[0008] In contrast, a method is proposed by which synthesis of 1st strand cDNA of a highly expressed gene is sup-
pressed in a step of synthesizing 1st strand cDNA using mRNA as a template. Specifically, in the step of synthesizing
1 st strand cDNA from mRNA using oligo dT primers and reverse transcriptase, a probe specifically binding to a position
near the 3’ end of the mRNA of a highly expressed gene is caused to also coexist to stop 1 st strand cDNA synthesis
and then a probe-bound portion of the mRNA is degraded by RNaseH treatment (see JP Patent Publication (Kokai) No.
2000-37193 A). However, reverse transcriptase has activity of eliminating a probe that has bound upon transcription.
Hence, it is thought that when a probe binding to an arbitrarily site of mMRNA is used, 1 st strand cDNA synthesis cannot
be inhibited. In the above document, a probe binding to a position near the 3’ end of mMRNA is used.
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[0009] The use of any such method requires a step of annealing single-stranded cDNAs to form double-stranded
c¢DNA and then integrating the resultant into an appropriate vector. Loss of the cDNA clone of a lowly expressed gene
occurs during this process. Hence, it has been difficult to efficiently obtain full-length cDNA clones of a lowly expressed
gene. Therefore, a method for efficiently constructing a cDNA library having a low content of a highly expressed gene
with fewer steps has been desired.

DISCLOSURE OF THE INVENTION
Object to be Achieved by the Invention

[0010] An object of the present invention is to provide a method for efficiently constructing a cODNA library having a
reduced content of cDNA derived from a single or a plurality of highly expressed genes in mRNA derived from cells or
the like.

Means for Achieving the Object

[0011] The presentinventors have discovered that, when cDNA synthesis is performed using a double-stranded DNA
primer as described in International Patent Publication WO2004/087916 (Pamphlet), the content of cDNA clones of a
target gene can be lowered by causing a probe (for a highly expressed target gene in a nucleic acid sample) to coexist
upon an extension reaction of 1 st strand cDNA, so as to inhibit the extension reaction of 1 st strand cDNA and to inhibit
a ring-closing reaction of the conjugate of an mMRNA/cDNA heteroduplex derived from the gene and a double-stranded
DNA primer. Thus, the present inventors have completed the present invention. Specifically, the present invention
provides a step for constructing a ¢cDNA library having a reduced content of cDNA derived from the mRNA of a target
gene that is a highly expressed gene.

[0012] The present invention relates to a method for constructing a ¢cDNA library having a reduced content of cDNA
clones derived from a target gene, for example, comprising the steps of:

(i) annealing a double-stranded DNA primer to an RNA mixture containing mRNA having a cap structure at the 5’
end and then further annealing at least one probe that binds to mRNA of the target gene so as to inhibit a reaction
with reverse transcriptase;

(i) synthesizing 1 st strand cDNA from the double-stranded DNA primer using reverse transcriptase and thus
preparing a conjugate of a mMRNA/cDNA heteroduplex and the double-stranded DNA primer; and

(iii) ligating the 3’ end to the 5’ end of the DNA strand containing the cDNA of the conjugate of the mRNA/cDNA
heteroduplex and the double-stranded DNA primer using ligase for circularization.

A highly expressed gene can be used as a target gene and a target gene can be selected based on a gene database.
[0013] The mRNA having the cap structure in step (i) is contained in a cell extract, for example. The primer sequence
of a double-stranded DNA primer to be used herein contains a sequence complementary to the poly (A) sequence of
mMRNA having a cap structure, for example. Alse, as a ligase, T4RNA ligase can be used, for example.

[0014] The above method may further comprise, between step (ii) and step (iii), step (ii") of cleaving the conjugate of
the mMRNA/cDNA heteroduplex and the double-stranded DNA primer with a restriction enzyme, so as to generate a &’
protruding end or blunt end of the double-stranded DNA primer.

[0015] Also, the above method may further comprise, following step (iii), step (iv) of substituting the RNA strand of
the conjugate of the mMRNA/cDNA heteroduplex and the double-stranded DNA primer with a DNA strand.

[0016] Also, in the above method, the double-stranded DNA primer may contain a replication origin, or a replication
origin and a cDNA expression promoter. The probe that binds to the mRNA of a target gene so as to inhibit a reaction
with reverse transcriptase is, for example, an oligonucleotide containing non-natural nucleic acids with a melting tem-
perature (Tm value) higher by 2°C or more than that of a complementary sequence of a partial sequence of the target
gene, in which 2 or more consecutive nucleotides from the 5’ end side are composed of non-natural nucleic acids. As
nen-natural nucleic acids, locked nucleic acids, polyamide nucleic acids, or bridged nucleic acids (BNAs) can be used.
Probes that bind to the mRNAs of target genes so as to inhibit a reaction with reverse transcriptase may target the
mMRNAs of different types of target gene.

[0017] Furthermore, the present invention provides, for example, a probe having a sequence complementary to an
mRNA sequence. Specifically, the probe comprises an oligonucleotide that is designed so thatthe 3’ end has a structure
modified so that it does not serve as the initiation point for an extension reaction with reverse transcriptase, 2 or more
consecutive nucleotides from the 5’ end are non-natural nucleic acids, and the Tm value of the nucleotide sequence of
the entire probe is higher by 2°C or more than that of a nucleotide sequence composed of only natural nucleic acids.
[0018] An example of the probe is used for constructing a cDNA library having a reduced content of cDNA clones
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derived from a target gene and binds to the mRNA of the target gene so as to inhibit a reaction with reverse transcriptase.
[0019] Furthermore, the present invention provides, for example, a reagent kit for producing a cDNA library containing
the above probe, a double-stranded DNA primer, reverse transcriptase, and T4 RNA ligase.

[0020] In addition, in the present invention, the term "double-stranded DNA primer” refers to a primer in which the 3’
end of one DNA strand of the double-stranded DNA protrudes and the nucleotide sequence (primer sequence) of the
protruding portion has a nucleotide sequence complementary to the template mMRNA sequence. This protruding portion
hybridizes to template mRNA and functions as a primer when 1 st strand cDNA is synthesized with reverse transcriptase.
ForcDNA synthesis, a double-stranded DNA primer wherein the sequence of such a protruding portion comprises 30-70
oligo dTs is used.

Effects of the Invention

[0021] Accordingto the present invention, a cDNA library having a reduced content of cDNA derived from the mRNA
of atarget gene can be provided using fewer steps than conventional methods. When a highly expressed gene is used
as a target gene, the content of a lowly expressed gene becomes relatively high among the prepared cDNA clones.
Thus, the complete gene information of lowly expressed genes can be efficiently obtained. Moreover, the present invention
enables the cloning of the cDNA of a gene that is expressed in trace amounts and thus is cloned with difficulty by a
conventional method. These genes that are expressed at low expression levels can be used as target genes for gene
diagnosis for diseases or development of pharmaceutical products.

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS
[0022]

Fig. 1 shows basic procedures of the method for cDNA synthesis using a method for inhibiting the extension of 1
st strand cDNA according to the present invention.

Fig. 2 shows the contents of genes existing in cDNA libraries constructed from RNA samples used in the examples.
Fig. 3 shows the sequences of probes used for examination.

Fig. 4 is a table showing the contents of Albumin 1 and Major urinary protein 2 in each library, as determined by
hybridization.

Fig. 5 is a table showing the contents of Albumin 1 and Major urinary protein 2 in each library, as determined by
sequencing of the 5’-terminal nucleotide sequence.

BEST MODE OF CARRYING OUT THE INVENTION

[0023] This description includes part or all of the contents as disclosed in the description and/or drawings of Japanese
Patent Application No. 2008-217245, which is a pricrity document of the present application.

[0024] Regarding the cDNA library having a reduced content of target gene-derived cDNA clones of the present
invention, the cDNA library is constructed by a cDNA synthesis method using a double-stranded DNA primer as described
in International Patent Publication WO2004/087916 (Pamphlet) resulting in a reduced content of a specific target gene-
derived cDNA. The cDNA synthesis method is a method for synthesizing cDNA having a continuous sequence from a
nuclecotide adjacent to the cap structure of mMRNA, for which total RNA of several micrograms can be used as a starting
material. Also, cDNA can be synthesized with fewer steps without using PCR. The cDNA synthesis method is further
characterized in that a full-length cDNA having the nucleotide sequence corresponding to the full-length sequence
ranging from the 5’-terminal cap structure addition site to the 3’ terminal poly (A) tail of a complete mRNA guaranteed
to have a continuous sequence from the nucleotide at the transcription initiation point can be synthesized with a high
yield of 90% or more.

[0025] As mRNA samples, total RNA isolated frem eukaryotic cells can be used. Also, mRNA having a polyA structure,
which has been purified from the total RNA using an oligo dT-bound carrier may be used. Samples containing these
mMRNAs desirably merely undergo degradation. Specifically, such RNA sample desirably contains complete mRNA
having a cap structure at the 5" end and polyA at the 3’ end. The term "RNA mixture centaining mRNA having a cap
structure” in the present invention may refer to an RNA mixture substantially comprising only mRNA having a cap
structure and the RNA mixture may contain mRNA and the like lacking a cap structure in addition to mMRNA having a
cap structure, for example.

[0026] Any gene can be selected as a target gene for reduction of the content of cDNA clones thereof in a cDNA
library. In view of construction of cDNA libraries containing many lowly expressed genes, which has been performed
with difficulty using conventional methods, highly expressed genes are preferred. Here, the term "highly expressed gene”
refers to a gene the mRNA of which is contained at a high level in a mRNA sample because of its high expression level.

IDT Exhibit 1020.7696



70

15

20

25

30

35

40

45

50

55

EP 2 322 612 A1

The term "highly expressed gene" also refers to a gene that exists at about 12,000 copies or more per cell, for example.
A gene that exists at about 300 copies or more per cell is also included herein. Many highly expressed genes are known
as namely housekeeping genes or householding genes. Housekeeping genes are constantly expressed in all cells and
are mainly composed of genes encoding proteins required for the survival of cells (e.g., structural proteins, enzymes of
energy metabolic systems, and genes involved in mechanisms for protein synthesis, DNA replication, cell division, and
the like).

[0027] Specifically, genes of such as glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), B-actin, a ribosomal
protein, histone, phospholipase, a transferrin receptor, HPRT1, and RNA synthetase are known. These housekeeping
genes can be selected as target genes. When a specific cell is used, the number or the type of a highly expressed gene
differs depending on cells since a specific gene is specifically expressed at a high level in the relevant cell. Examples
of such a gene that is specifically expressed at a high level in such a specific cell include albumin in hepatic cells and
genes of major urinary proteins. These highly expressed genes can be selected with the use of public databases of
existing genes. For example, through the use of the Bodymap (http:/bodymap.ims,u-tokyo.ac.jp) database for genes
expressed in each human or mouse tissue, information of highly expressed genes can be obtained for every tissue.
Also, if no information exists in the existing databases, a gene expression level in an mRNA sample can be found by a
method for obtaining the information of gene expression, such as an EST analysis method, a SAGE method, and a DNA
array method. Hence, the gene expression level in a mRNA sample used herein can be found. A list is prepared by
numbering genes based on their expression levels and then highly expressed gene candidates to be eliminated are
selected. A plurality (e.g., 2 or more types) of target genes are applied in most cases. For example, based on information
based on the above database, 2to 10, 2 to 50, 2 to 100, 2 to several hundred, 2 to 1000, 2 to several thousand, or an
even higher number of target genes are selected, in descending order of expression levels.

[0028] A cDNA library having a reduced content of a highly expressed gene can be produced by the method of the
present invention. Specifically, a cDNA library having an improved content of a gene, number of copies of which is about
12,000 per cell or less, or is preferably about 300 per cell or less, can be produced.

[0029] A probe that binds te the mRNA of a target gene has a property of blocking the extension of 1 st strand cDNA
to be synthesized by reverse transcriptase in the 5’ end direction on the mRNA strand.

[0030] The probe has the following characteristics.

(1) Basic structure

[0031] The basic structure of the probe is an oligonucleotide having a sequence complementary to a partial sequence
of the mRNA sequence of a target gene, wherein the 3’ end is modified so that it does not serve as an initiation point
for an extension reaction with reverse transcriptase. For example, the probe has a structure of dideoxyribonucleic acid
(ddNTP) lacking a hydroxyl group or has a structure in which a hydroxyl group of a nucleotide at the 3’ end is bound to
a compound such as biotin.

(2) Binding position

[0032] The nucleotide sequence of MRNA of atarget gene to which a probe complementarily binds is designed based
on nucleotide sequence information according to actual data or public database of subject gene sequences. At this time,
a binding site for a probe is preferably located in a common region among variants since it is known that a plurality of
transcript variants are generated from a single gene locus due to differences in promoter, splicing, poly (A) addition site,
and the like.

(8) Nucleotide length of nucleotide sequence of complementary strand

[0033] The nucleotide length of a nucleotide sequence of a complementary strand is not particularly limited, as long
as it is sufficient for stable binding to the mRNA of a target gene with a length of 20 to 50 nucleotides, preferably of 20
to 40 nucleotides, and further preferably of 20 to 35 nucleotides.

(4) Introduction of non-natural nucleic acid

[0034] Theterm "non-natural nucleic acid" refers to a nucleic acid having a structure lacking natural nucleic acids, but
having nucleotides with structures that are absent in the nature. In the present invention, introduction of ene or a plurality
of nucleotides that are absent in natural nucleic acids into a probe refers to introduction of a non-natural nucleic acid(s).
The probe of the present invention is an oligonuclectide containing non-natural nucleic acids.

[0035] When non-natural nucleic acids are introduced into a probe, Tm value for the probe is preferably determined
to be higher by 2°C or more than the Tm value for a nucleotide sequence that is complementary to a partial sequence
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of the target sequence and is composed of natural nucleic acids. Also, even higher Tm value is more preferable. Also,
Tm value for a probe must be higher than the temperature at which 1 st strand cDNA is synthesized in step (ii). The Tm
value for a nucleotide sequence composed of natural nucleic acids can be calculated by a known method. The probe
is designed in such a manner so that after the probe has once annealed to the mRNA of a target gene, the prebe is not
easily separated, resulting in a greater effect of suppressing the extension reaction. Any nucleic acid may be used as
a non-natural nucleic acid, as long as it complementarily binds to mRNA. Polyamide nucleic acids or locked nucleic
acids, bridged nucleic acids (BNAs), or the like are preferably used, for example. Here, the term "polyamide nucleic
acid" refers to a DNA analog containing neutral-amide main-chain bonding (e.g., Nielsen et al., Science 254: 1497,
1991). The term "locked nucleic acid" refers to a bicyclic nucleic acid analog in which an O-methylene (oxy-LNA), an S-
methylene (thio-LNA), or an NH,-methylene component (amino-LNA) binds to a furanose ring at positions 2’ and 4’. The
term "bridged nucleic acid (BNA)" refers to an artificial synthetic nucleic acid prepared via cross-linking of natural nucleic
acid molecules (e.g., JP Patent Publication (Kokai) No. 10-195098 A (1998)). When a locked nucleic acid is used, the
Tmvalue resulting from the mixing of a natural type and a non-natural type can be predicted by referring to Niels Tolstrup’s
report (Niels Tolstrup et al., Nucleic Acid Research, 2003, 31, 3758-3762), for example. When a non-natural nucleic
acid is introduced, preferably 2 or mere nucleotides and further preferably 3 or more nucleotides from the 5’ end of the
probe are non-natural nucleic acids. Also, non-natural nucleic acids to be introduced are preferably continuous. The
upper limit of the number of non-natural nucleic acids to be introduced is not limited, but is preferably 10 or less and
further preferably 5 or less.

[0036] A probe composed of such natural and non-natural nucleic acids can be chemically synthesized by a conven-
tional method. Such probe to be used herein with a general degree of purification can be used.

[0037] When a plurality of target genes are present, a plurality of probes are used so that they can correspond to all
of these target genes. The total number of probes to be used herein is at least the same as that of target gene types. A
plurality of probes differing in positions of partial sequences may be used for one target gene.

[0038] Steps of the present invention will be explained according to Fig. 1.

[0039] In step (i), a probe (C) binding to target gene mRNA (A) and a double-stranded DNA primer (D) having olige
dT is annealed to a sample RNA containing the target gene mRNA (A) and non-target gene mRNA (B). Therefore, a
target gene mRNA (E) to which the probe (C) and the double-stranded DNA primer (D) are bound is generated, and a
non-target gene mRNA (F) to which the double-stranded DNA primer (D) is bound is generated. cDNA can be synthesized
with even less than 1 g of such a sample RNA, but preferably 1 pg or more of a sample RNA is used. A single or 2 or
more types oftarget genecanbe used. Hence, arequired number of types of the probe (C) having the above characteristics
is prepared in accordance with the number of types of target genes. The amount of the probe (C) to be used herein is
preferably 50-100 times (in terms of molar ratio) the amount of mMRNA (A) or (B), but is not particularly limited thereto.
Also, the number of consecutive dTs composing the sequence of the above double-stranded DNA primer (D) preferably
ranges from 30 to 70. The double-stranded DNA primer (D) may be such primer containing a replication origin, or a
replication origin and a cDNA expression promoter, but the examples thereof are not particularly limited thereto. A
restriction enzyme site may be introduced in advance into the double-stranded DNA primer in accordance with the
intended use of the cDNA. Annealing temperature may be determined based on the Tm value of the probe (C), so that
it is lower than the Tm value of the probe (C).

[0040] Probe design and annealing conditions can be adequately determined depending on the types of target gene.
[0041] In step (ii), reverse transcriptase is caused to act on the target gene mRNA (E) to which the probe (C) and the
double-stranded DNA primer (D) are bound, and the non-target gene mRNA (F) to which the double-stranded DNA
primer (D) is bound, so that 1 st strand cDNA complementary to the mRNA in the direction from the 3’ end to the 5’ end
is synthesized. Preferable reverse transcriptase lacks endogenous RNaseH activity. In the case of the target gene mRNA
(E) to which the probe (C) and the double-stranded DNA primer (D) are bound, 1 st strand cDNA extension stops before
the probe, resulting in anincomplete mMRNA/DNA heteroduplex (G)thatdoes notreachthe 5’ end ofthe mRNA. Meanwhile,
in the case of the non-target gene mMRNA (F) to which the double-stranded DNA primer (D) is bound, a mRNA/DNA
heteroduplex (H) is formed in which a complementary strand DNA is completely synthesized so as to reach the 5’ end.
Therefore, 1st strand cDNA is synthesized from only the non-target gene mRNA. In step (ii), amMRNA/cDNA heteroduplex-
to-double-stranded DNA primer conjugate is formed. In the conjugate, one end of a cDNA strand of the mRNA/cDNA
heteroduplex and one end of a single strand of the double-stranded DNA primer are linked. Also, the cDNA of the mRNA/
cDNA heteroduplex generated in step (ii) is complementary to mRNA having a cap structure and is a cap-consecutive
cDNA containing dC or 5’-dC(dA)n-3’ added to the 3" end or a mRNA-derived cap non-consecutive cDNA having ne cap
structure.

[0042] In step (ii"), other end of the double-stranded DNA primer ligated to the mRNA/DNA heteroduplex is blunt-
ended or is preferably treated tc have the 5’ protruding end through cleavage with a restriction enzyme. In this case, it
is required to cause the terminal region of a double-stranded DNA primer to have a restriction enzyme site in advance.
In addition, this step can be omitted. Implementation of this step can lead to a significant decrease in the background
composed only of a vector contained in a cDNA library.
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[0043] In step (iii), the MRNA/DNA heteroduplex-to-double-stranded DNA primer conjugate wherein other end of the
double-stranded DNA primer has been blunt-ended or treated to have a &’ protruding end is circularized with ligase. As
ligase, various types of DNA ligase or RNA ligase can be used and T4RNA ligase is preferably used. A complete non-
target gene MRNA/DNA heteroduplex (H), in which the 1 st strand cDNA extends to the 5’ end of mRNA, is circularized
with ligase. However, an incomplete target gene mRNA/DNA heteroduplex (G), in which 1st strand cDNA extension is
not completed, is not circularized.

[0044] Instep (iv), inthethuscircularized non-target gene mMRNA/DNA heteroduplex (H), the mRNA strand is degraded
with RNaseH and the RNA strand is further substituted with a DNA strand with DNA polymerase and DNA ligase.
Accordingly, non-target gene cDNA (J) is synthesized.

[0045] If the double-stranded DNA primer (D) contains a replication origin and a drug resistance gene, step (v) is
carried out sothattransformation into Escherichia coliorthe like is performed and then the RNA strand may be substituted
with a DNA strand in an in vivo reaction.

[0046] The thus obtained non-target gene double-stranded cDNA may be cloned into a vector. For example, after
cleavage at a restriction enzyme site provided in a double-stranded DNA portion, the resultant may be inserted into a
plasmid vector, a phage vector, or the like. At this time, through the use of a vector primer as a double-stranded DNA
primer, a step of insertion into another vector can be omitted. A vector primer can be prepared by restrictively cleaving
a circular vector DNA at an appropriate cloning site and then ligating a primer sequence complementary to a partial
sequence of mMRNA to the 3’ end, so as to form a 3 protruding end.

[0047] A cDNA library obtained by the above method for constructing a cDNA library has a reduced content of target
gene-derived cDNA clones. The content of individual target gene-derived cDNA clones accounts for 2% or less and
preferably 1 % or less of the total number of cDNA clones. Also, the percentage by which the number of target gene-
derived clones is reduced when a probe has been added to the target gene is 60% or more, preferably 70% or more,
and further preferably 80% or more. When a target gene is a highly expressed gene, the above cDNA library mainly
contains lowly expressed gene-derived cDNAs. In addition, the cDNA library includes clones containing cap-consecutive
c¢DNA with an extremely high probability of 60% or more, preferably 75% or more, further preferably 90% or mere, and
most preferably 95% or more.

[0048] A Kit for constructing a cDNA library comprises the probe of the present invention to be annealed to a target
gene and reagents for synthesis of other cDNAs. Examples of reagents for cDNA synthesis include a double-stranded
DNA primer, reverse transcriptase, and T4 RNA ligase.

Examples

[0049] Next, the invention will be described more specifically by referring to examples. The present invention is not
limited to the examples. In addition, basic procedures concerning DNA recombination and enzyme reactions were carried
out according to the literature (Sambrook and Maniatis, in Molecular Cloning - A Laboratory Manual, Cold spring Harbor
Laboratory Press, New York, 1989). Restriction enzymes and various modification enzymes used herein were those
produced by Takara Shuzo Co., Ltd., unless otherwise specified. Buffer compositions and reaction conditions for each
enzyme reaction were employed according to relevant instructions.

[Example 1]
Suppression of cDNA extension reaction via probe binding
(1) Determination of target gene

[0050] The following experiment was conducted to determine target genes with which experimental effects can be
easily confirmed because of their high expression levels. cDNA synthesis was carried out using total RNA (10 ug each)
obtained from a male or female mouse liver and 300 ng of pGCAP10 vector primer (International Patent Publication
W02004/087916 (Pamphlet)), so that cDNA clones were obtained. The preparation method was carried out according
to description in International Patent Publication W02004/087916 (Pamphlet). The 5-end nucleotide sequences of the
thus obtained cDNA clones were analyzed. The thus sequenced 3,217 clones derived from a male mouse liver and the
thus sequenced 2,325 clones derived from a female mouse liver were subjected to BLAST search using a GenBank
nucleic acid database. As a result, a Major Urinary Protein 2 (MUP2) gene was observed to exhibit the highest degree
of overlapping (213 clones (6.6%)) among the cDNA clones obtained from a male mouse liver and the Albumin 1 (A1b1)
gene was observed to exhibit the highest degree of overlapping (174 clones (7.5%)) among the cDNA clones obtained
from a female mouse liver (Fig. 2). Based on these results, the A1b1 gene and the MUP 2 gene were determined as
target genes.
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(2) mRNA preparation

[0051] T7 RNA polymerase promoter is located upstream of the cDNA cloning site of the pGCAP10 vector and a Nof
| site is located downstream of the same. Hence, the thus obtained cDNA clones of the A1b1 gene and the MUP2 gene
were linearized via Not | digestion. With the use of the resultants as templates and T7RNA polymerase, mRNA was
prepared using an in vitro transcription kit (Ambion).

(8) Probe design

[0052] Probes for stopping a reverse transcription reaction, which is cDNA synthesis reaction, were designed.
[0053] The sequences of translation regions of target gene mRNAs were employed as sequences of the probes. Also,
as a non-natural nucleic acid, bridged nucleic acid (BNA) was arranged in the sequence of each probe. There are no
examples or detailed information concerning the use of special nucleic acids such as BNA or PNA for stopping reverse
transcription or other extension reactions. Examination was cartied out by varying the number of BNAs, ranging from 1
to 5. Also, the 3’ end was modified with biotin, so as to prevent the probe from functioning as a primer for an extension
reaction. The thus designed probe sequences are as shown in Fig. 3. In the sequences in Fig. 3, lower-case letters
indicate bridged nucleic acids. The sequences represented by Alb1-0 and Mup-0 are natural nucleic acids. SEQ ID NOS:
1, 2, and 3 in the Sequence Listing represent the sequences of Alb1-0, Mup2-0, and Mup2-1, respectively. Also, we
consigned probe synthesis to Gene Design Inc.

(4) Verification of effect of suppressing reaction

[0054] The effect of suppressing the reverse transcription reaction was examined using the probes prepared in (3)
above. Probes having "A1b1" in their names were added when A1b1 mRNA was used as a template and probes having
"MUP2" in their names were added when MUP2 mRNA was used as a template. cDNA synthesis was carried out for
each case. As each reaction solution, a total of 13 pl of a reaction solution was prepared by mixing mRNA (500 ng),
poly dT20 primer (100 pmol), dNTP (10 nmol), and a probe (100 pmol) of (3) above. A control reaction solution containing
no probe of (3) above was prepared. These reaction solutions were each maintained at 65°C for 5 minutes and then
rapidly cooled on ice for 2 minutes. SuperScript || RNase H-reverse transcriptase (Invitrogen Corporation) (200 U), an
attached reaction buffer (4 pl), DTT (100 nmol), and ribonuclease inhibitor (40 U) were added so that the volume of each
reaction solution was 20 pl. After 1 hour of reaction at 42°C, 1st strand cDNA was synthesized. The reaction solutions
were subjected to phenol extraction and then an mRNA/cDNA heteroduplex was collected by ethanol precipitation. The
resultant was dissolved in water (10 wl) containing RNase A to degrade mRNA and then the length of cDNA strand in
each reaction solution was confirmed by agarose gel electrophoresis. As a result, compared with the control, no stopping
of reverse transcription reaction was observed for the A1b1-1 probe, A1b1-2 probe, or Mup 2-1 probe. However, cDNA
synthesis was decreased by about 88% in the case of the A1b1-5 probe, by about 66% inthe case of the A1b1-4 probe,
by about 25% in the case of the A1b1-3 probe, and by about 50% in the cases of the Mup 2-3 probe and the Mup2-2
probe. Regarding conditions of the arrangement and number of BNAs contained in each probe required for suppression
of a reverse transcription reaction, it was suggested by the experimental results that 3 or more consecutive nucleotides
are effective, in the case of GC-rich sequences. Also, the effect of the MUP2 probe containing AT-rich BNA is weaker
than that of the A1b1 probe. Hence, it was considered that conditions under which similar effects could be obtained with
any sequence should be examined.

(5) Optimization of effect of suppressing reaction

[0055] Conditions for suppression of cDNA synthesis by A1b1 mRNA were examined usingthe A1b1-5 probe. Exam-
ination was carried out with regard to the amounts of probes to be used, annealing temperature, and annealing time.
Reaction was carried out in the above mentioned reaction system by varying only the amount of the probe to be used.
Also, regarding annealing temperature, an attached reaction buffer (4 pl), DTT (100 nmol), and ribonuclease inhibitor
(40 U) were added so that the volume of the reaction solution was 19 pl, and then the reaction selution was maintained
at 42°C or 57°C for 30 minutes to 2 hours. After rapid cocling, SuperScript || RNase H-reverse transcriptase (Invitrogen
Corporation) (200 U) was added and then reaction was carried out at 42°C for 1 hour, so that cDNA was synthesized.
The detection method was carried out in a manner similar to that in (4) above. As a result, the effect of suppressing
reaction by 95% or more was the highest and exhibited under the following conditions: the amount of the probe used
was 200 pmol, the annealing temperature was 57°C, and the annealing time was 2 hours. However, the following 3
conditions were determined as optimum conditions under which the effect of suppressing reaction by 90% or more could
be obtained in view of the stability of RNA and the amounts of unbound probes, for example: (i) the amount of a probe
to be used ranges from 50 to 100 pmol, (i1) the annealing temperature is 57°C, and (iii) the annealing time is 30 minutes.
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[0056] Next, the effect of suppressing reaction was examined under the above optimum conditions using the Mup2-3
probe orthe Mup 2-2 probe with which an effect equivalent to that in the case of the A1b1-5 probe had not been obtained.
The effect of suppressing reaction by 90% or more was exerted in the case of the Mup2-3 probe. However, in the case
of the Mup2-2 probe, the effect of suppressing reaction by about 50% was exerted, which was similar to that in the
previous case. These results suggested that regarding the effect of suppressing reaction under the optimum conditions
employed in this experiment, suppression by 90% or more was observed regardless of sequence as long as a probe
containing 5 consecutive BNAs had been used. Also, it was suggested that: a probe that is preferably used for the effect
of suppressing reaction has a Tm value (A Tm) higher by 2°C (or more) than that of a probe prepared using natural
nucleic acids and contains 2 or more consecutive non-natural nucleic acids from the 5’ end; and the higher the A Tm,
the higher the effect of suppressing reaction.

[Example 2]
Construction of cDNA library having reduced content of highly expressed gene
(1) 1 st strand cDNA synthesis

[0057] cDNA synthesis was carried out from total RNA using the above probes. The probes used herein were Albl-5
and Mup2-3. Total RNA (10 pg each) obtained from the liver of a male mouse, a pGCAP10 vector primer (JP Patent
Publication (Kokai) No. 4-108385 A (1992)) (150 ng), dNTP (25 nmol), and 100 pmol probe were mixed, so that a total
of 8 nl of each mixture was prepared. The mixed solution was heated at 65°C for 5 minutes and then ice-cooled for 2
minutes. An attached buffer (4 wl) of SuperScript Il RNase H-reverse transcriptase (Invitrogen Corporation) was added
and then the solution was maintained at 57°C for 30 minutes. Subsequently, the solution was ice-cooled for 2minutes,
mixed with DTT (100 nmol), ribonuclease inhibitor (40 U), and SuperScript || RNase H-reverse transcriptase (Invitrogen
Corporation) (200 U), so as to adjust the solution to a total volume of 20 pl. The mixed solution was subjected to 1 hour
of reaction at 42°C, so that 1st strand cDNA was synthesized. After phenol extraction for the reaction solution, the
conjugate of MRNA/cDNA heteroduplex and the vector primer was collected by ethanol precipitation and then dissclved
in 80 pl of water.

(2) Self ligation

[0058] 10 x H buffer (TAKARA SHUZO Co., Ltd.) and 50 U of restriction enzyme EcoR | (TAKARA SHUZO Co., Ltd.)
were added to 80 pl of the solution of the conjugate of a mMRNA/CDNA heteroduplex and a vector primer to a total volume
of 100 ul, followed by 1 hour of reaction at 37°C. The solution was subjected to phenol extraction, the conjugate of the
mMRNA/cDNA heteroduplex andthe vector primertreated with a restriction enzyme was collected by ethanol precipitation,
and then the resultant was dissolved in 24 pl of water. The solution was mixed with a reaction solution (50 mM Ttis-HC
1 (pH 7.5), 5 mM MgCl,, 10 mM 2-mercaptoethanol, 0.6 mM ATP, and 2 mM DTT), 120 U of T4 RNA ligase (TAKARA
SHUZO Co., Ltd.) was added, followed by 16 hours of reaction at 20°C. The mRNA/cDNA heteroduplex was ligated to
EcoR | end of the vector primer for circularization (self ligation reaction). The reaction solution was subjected to phenol
extraction, a self ligation product was collected by ethanol precipitation, and then the self ligation product was dissolved
in 50 pg of water, so that a cDNA vector solution was prepared.

(8) Transformation of Escherichia coli

[0059] The thus prepared cDNA vector solution (1 wl) was mixed with 20 pl of DH10B Electro-cells {Invitrogen Cor-
poration), so that transformation was carried out by an electroporation method. Electroporation was carried out using
MicroPulser (Bio-Rad Laboratories Inc.). The thus obtained transformant was suspended in SOC medium, seeded on
LB agar medium containing 50 p.g/ml ampicillin, and then cultured at 35°C for 16 to 18 hours, so that cDNA clone-
transformed Escherichia coli was obtained.

(4) Calculation of the content by hybridization

[0060] The following 4 types of library were constructed.
C: Library (C) to which ne probe was added.
Alb: Library (Alb) to which A1b1-5 probe was added.

MUP: Library (MUP) to which Mup2-3 probe was added.
W: Library (W) to which A1b1-5 and Mup2-3 probes were added
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[0061] To find the content of the A1b1 gene (GenBank Accession No. NP_033784) and the content of the MUP 2
gene (GenBank Accession No. NP_032673) contained in the constructed cDNA libraries, about 4000 clones were
sampled from each library and then subjected to colony hybridization.

[0062] DIG DNA-labeled probe for hybridization was prepared as follows. The A1b1 gene was digested with Bst X |
and Not | restriction enzymes, so that a 1.1-kbp fragment was generated. Also the MUP2 gene was digested with Avr
Iland Ava |l restriction enzymes, so that a 0.7-kbp fragment was generated. These fragments were subjected to agarose
gel electrophoresis, excised, and then increased in amounts by PCR. Subsequently, the DIG DNA-labeled probe was
prepared using a DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit | (Roche Applied Science). Next, about 4000
colonies were transferred from each library to a Hybond N + nylon membrane (Amersham). After alkali fixation, hybrid-
ization was carried out. Hybridization and detection were carried out according to protocols using DIG High Prime DNA
Labeling and Detection Starter Kit | (Roche Applied Science). Hybridization was carried out at 42°C.

[0063] The number and content of clones detected are shown in Fig. 4. The content of A1b1 gene clones decreased
from 6.6% to 1.0% in the case of Alb library and also decreased to 1.0% in the case of W library. Therefore, the rate of
decrease was 82% in all cases. Also, the content of MUP2 gene clones decreased from 9.9% to 3.1 % in the case of
MUP library and decreased to 3.2% in the case of W library. Therefore, the rate of decrease was about 70% in all cases.
These results suggest that a decrease by 70% or more can be expected with the addition of the probe. Also, in the case
of the W library, the reduction by the same percentage was obtained for each gene even when 2 types of probe had
been added.

(5) Calculation of content via analysis of 5’-end nuclectide sequence

[0064] The structural gene region of the nucleotide sequence of the Mup2 gene has 80% or more homology with that
of the other Mup genes (Mup1 and Mup3). Therefore, not only the Mup 2 gene, but also the entire Mup group was
detected by hybridization. Hence, to find the content more precisely, the nucleotide sequences of about 1000 clones in
C and W libraries were analyzed and then numbers of clones, contents, and rates of decreases were found (Fig. 5). As
a result, the rate of decrease for A1b1 or for Mup2 was found to be 87%.

[0065] As a result of calculation of contents by hybridization and nucleotide sequence analysis above, it was demon-
strated that addition of a probe(s) satisfying requirements that should be satisfied by the probes of the present invention
and construction of a cDNA library using a double-stranded DNA primer decrease the content of clones corresponding
to the probe(s) by 80% or more and such decreasing effect can be obtained by addition of a plurality of probes.
[0066] All publications, patents, and patent applications cited in this description are herein incorporated by reference
in their entirety.

Sequence Listing Free Text
SEQ ID NOS: 1-3 Synthesis

[0067]
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210> 3
211> 31
<212> DNA

<213> Artificial

220>
<223> Synthetic probe

<400> 3
tttctctaag gattccatge tcctcacata g 31
Claims
1. A method for constructing a cDNA library having a reduced content of cDNA clones derived from a target gene,
comprising the steps of:
(i) annealing a double-stranded DNA primer to an RNA mixture containing mRNA having a cap structure at the
5 end and then further annealing at least one probe that binds to mRNA of the target gene so as to inhibit the
reaction of reverse transcriptase;
(i) synthesizing 1st strand cDNA from the double-stranded DNA primer using reverse transcriptase and thus
preparing a conjugate of a mMRNA/cDNA heteroduplex and the double-stranded DNA primer; and
(iii) ligating the 3’ end to the 5’ end of the DNA strand containing the cDNA of the conjugate of the mRNA/cDNA
heteroduplex and the double-stranded DNA primer using ligase for circularization.
2. The method according to claim 1, wherein the target gene is a highly expressed gene.
3. The method according to claim 1, comprising a step of selecting the target gene based on a gene database.
4. The method according to claim 1, wherein the mRNA having the cap structure is contained in a cell extract.
5. Themethodaccordingtoclaim 1, whereinthe primersequence of a double-stranded DNA primer contains asequence
complementary to the poly (A) sequence of mMRNA having a cap structure.
6. The method according to claim 1, wherein the ligase is T4RNA ligase.
7. The methodaccordingtoclaim 1, further comprising, between step (ii) and step (iii), step (ii’) of cleaving the conjugate
of the mMRNA/cDNA heteroduplex and the double-stranded DNA primer with a restriction enzyme, so as to generate
a 5’ protruding end or blunt end of the double-stranded DNA primer.
8. The method according to claim 1, further comprising, following step (iii), step (iv) of substituting the RNA strand of
the conjugate of the mMRNA/cDNA heteroduplex and the double-stranded DNA primer with a DNA strand.
9. The method according to claim 1, wherein the double-stranded DNA primer contains a replication origin, or a rep-
lication origin and a cDNA expression promoter.
10. The method according to claim 1, wherein the probe that binds to the mRNA of a target gene so as to inhibit a

reaction with reverse transcriptase is an cligonucleotide containing non-natural nucleic acids with a melting temper-
ature (Tm value) higher by 2°C or more than that of a complementary sequence of a partial sequence of the target
gene.

12
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The method according to claim 1, wherein the probe that binds to the mRNA of a target gene so as to inhibit a
reaction with reverse transcriptase is an cligonucleotide in which 2 or more consecutive nucleotides from the 5’ end
side are composed of non-natural nucleic acids.

The method according to claim 10, wherein the non-natural nucleic acids are locked nucleic acids, polyamide nucleic
acids, or bridged nucleic acids.

The method according to claim 1, wherein the probes that bind to the mRNAs of target genes so as to inhibit a
reaction with reverse transcriptase target the mRNAs of different types of target gene.

A probe having a sequence complementary to an mRNA sequence, which comprises an oligonucleotide that is
designed so that the 3’ end has a structure modified so that it does not serve as the initiation point for an extension
reaction with reverse transcriptase, 2 or more consecutive nucleotides from the 5’ end are non-natural nucleic acids,
and the Tm value of the nucleotide sequence of the entire probe is higher by 2°C or more than that of a nucleotide
sequence composed of only natural nucleic acids.

The probe according to claim 14, which is used for constructing a cDNA library having a reduced content of cDNA
clones derived from a target gene and binds to the mRNA of the target gene so as to inhibit a reaction with reverse

transcriptase.

A reagent kit for producing a cDNA library containing the probe according to claim 14, a double-stranded DNA
primer, reverse transcriptase, and T4 RNA ligase.

13
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Fig. 1
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Fig. 4
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17

IDT Exhibit 1020.7709




EP 2 322 612 A1

Fig. 5
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PROCEDE DE MARQUAGE ET DE FRAGMENTATION D’ADN

La présente invention concerne un procédé de fragmentation et de marquage d’ADN

ainsi que les applications de ce procédé en particulier dans le domaine du diagnostic.

L’état de la technique monire que de nombreuses méthodes existent pour marquer
des acides nucléiques.

Une premiére méthode consiste a fixer le marqueur sur la base, que celle-ci soit
naturelle ou modifiée. Une deuxiéme méthode propose de fixer le marqueur sur le sucre, 1a
encore qu’il soit naturel ou modifié. Une troisiéme méthode a pour objet la fixation du
marqueur sur le phosphate.

Le marquage sur la base a été notamment utilisé dans ’approche de marquage des
acides nucléiques par incorporation de nucléotides directement marqués.

Le marquage sur le sucre est souvent utilis€ dans le cas des oligonucléotides
préparées par synthése chimique.

Le marquage sur le phosphate a été aussi utilisé pour introduire des bras
fonctionnalisés et des marqueurs lors de la synthése chimique des oligonucléotides.

En fait Phomme du métier, qui doit effectuer le marquage d’un nucléotide, ou d’un
analogue de nucléotide ou d’un acide nucléique, est enclin a effectuer cette fixation sur la base
ou sur le sucre qui lui offre plus de commodité et d’alternatives. C’est d’ailleurs ce qui ressort
de I’étude de nombreux documents, tels que EP-A-0.329.198, EP-A-0.302.175, EP-A-
0.097.373, EP-A-0.063.879, US-A-5,449,767, US-A-5,328,824, WO-A-93/16094, DE-A-39
10 151, EP-A-0.567.841 pour la base ou EP-A-0.286.898 pour le sucre.

La fixation du marqueur sur le phosphate est une technique plus complexe que la
technique consistant & fonctionnaliser la base ou le sucre et a été bien moins utilisée

notamment a cause de la faible réactivité du phosphateA(voir par exemple Jencks W.P. et al J.

* Amer. Chem. Soc., 82, 1778-1785, 1960). De méme dans la revue de O’Donnel et Mc

Laughlin (« Reporter groups for the analysis of nucleic acid structure», p 216-243, dans
« Bioorganic Chemistry : Nucleic Acids », Ed Hecht S.M., Oxford University Press, 1996)

portant sur les méthodes d’introduction de sondes dans les fragments d’oligonucléotides,
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I’alkylation efficace du phosphodiester internucléotidique est considérée comme étant

impossible.

Un deuxieme probléme se pose pour le marquage d’acides nucléiques spécialement
pour les acides nucléiques de grande taille, c'est-a-dire de plus de cent (100) nucléotides, qui
doivent s’hybrider avec des sondes nucléiques. Ce probleme est lié a la géne stérique ou au
manque de spécificité entre I’acide nucléique et la sonde nucléique. Cela se traduit pas une

perte de sensibilité en détection.

La géne stérique peut étre le fait, non seulement, de la longueur de I’acide nucléique,
mais également de I’existence ou de la conservation de structures secondaires. La
fragmentation permet de détruire ces structures et ainsi d’optimiser I’hybridation. Cette géne
stérique joue un réle particulierement important dans le cas de ’hybridation sur des surfaces
contenant des sondes de capture a forte densité, par exemple les puces a ADN mises au point
par la société Affymetrix ("Accessing Genetic Information with High-Density DNA arrays",
M. Shee et al., Science, 274, 610-614. "Light-generated oligonucleotide arrays for rapide
DNA sequence analysis", A. Caviani Pease et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1994, 91, 5022-
5026).

En ce qui concerne la fragmentation des acides nucléiques, de nombreuses méthodes
sont décrites dans 1”état de la technique.

Premié¢rement, la fragmentation peut é&tre enzymatique, c’est-a-dire que la
fragmentation des acides nucléiques peut étre réalisée par des nucléases (DNases).

Deuxiémement, la fragmentation peut étre chimique. Par exemple dans le cas de
I’ADN, on peut effectuer la dépurination ou la dépyrimidination de ’ADN, qui est alors
fragmenté en présence d’une base par un mécanisme dit de « P-élimination». La
fragmentation de I’ADN peut étre réalisé par des mécanismes d’oxydation, d’alkylation,
d’addition de radicaux libres entre autres.

Enfin la fragmentation peut &ire physique, par exemple par sonication ou par voie

photochimique.
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La difficulté consiste en fait a4 associer ces deux étapes de fragmentation et de

marquage.

La demande de brevet WO-A-99/65926 décrit un procédé de marquage d’un acide
ribonucléique (ARN) de synthése ou naturel qui consiste & fragmenter I’ARN et & marquer au
niveau du phosphate terminal. Ce document décrit un certain nombre de fonctions réactives
pouvant étre utilisées pour le marquage en liaison avec la fragmentation. Ces fonctions
permettent de marquer les ARN mais il faut associer une étape de fragmentation pour avoir un
marquage efficace car ce marquage se produit sur le phosphate libéré lors de la fragmentation.
De plus, il faut ajouter un excés important de réactif de marquage par rapport a I’ARN pour
obtenir un marquage efficace, ce qui induit des problémes de bruit de fond généré par le

marqueur en exces. Enfin cette méthode n’est pas applicable a I’ADN double brin.

11 existe donc un besoin pour une technique de marquage de I’ADN simple et efficace
qui permette un bon rendement de marquage et donc une bonne sensibilité, qui sbit spécifique
au niveau de la position de marquage, et en particulier qui n’affecte pas les propriétés
d’hybridation des bases impliquées dans la formation de la double hélice par I’intermédiaire
des liaisons hydrogénes, et enfin qui permette la fragmentation de 1I’ADN dans le but
d’hybrider ces fragments d’ADN marqués sur des sondes nucléiques, et en particulier sur des

sondes nucléiques fixés sur un support solide.

La présente invention décrit un procédé de marquage et de fragmentation d’un acide
désoxyribonucléique (ADN) simple ou double brin comprenant les étapes suivantes :
- fragmenter I’ ADN en créant au moins un site abasique sur ledit ADN,
- attacher un marqueur sur au moins un des fragments par I’intermédiaire d’un réactif de
marquage, ledit réactif se couplant de maniére covalente et majoritaire sur au moins un

phosphate dudit fragment.

La fragmentation et le marquage s’effectue en une étape ou en deux étapes et le
marquage peut s’effectuer indifféremment avant, aprés ou simultanément avec Ila

fragmentation.
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De préférence, la marquage et/ou la fragmentation s’effectue(nt) en solution
homogéne sensiblement aqueuse. De préférence, le marquage et la fragmentation s’effectuent
simultanément, c’est-a-dire que les réactifs nécessaires & ces deux étapes sont mis ensemble
dans une solution sensiblement aqueuse avec ’acide nucléique par exemple. C’est notamment
le cas pour la fragmentation chimique ou enzymatique. Dans le cas de la fragmentation
mécanique par un moyen physique, marquage et fragmentation s’effectuant simultanément
signifie que le moyen physique est appliqué a une solution contenant au moins les acides
nucléiques et le réactif de marquage.

Par solution sensiblement aqueuse, on entend une solution contenant au moins 50%
d’eau. Cette solution contient de préférence des sels comme une solution tampon. Par solution
homogéne, on entend une solution monophasique telle qu’une solution eau/DMSO, par

opposition 4 une solution biphasique telle qu’une solution eau/chloroforme.

La fragmentation de I’ADN par 'intermédiaire de la création d’un site abasique
s’effectue par voie enzymatique, chimique ou physique.

La fragmentation par voie chimique de I’ADN est réalisée en mettant en présence
I’acide nucléique avec un moyen chimique de création de site abasique.

Des exemples de conditions de fragmentation chimique par I’intermédiaire d’un site
abasique de I’ADN sont donnés dans G. Pratviel et al., Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 34,
p746-769, 1995; G. Pratviel et al., Adv. Inorg. Chem.,45, p251-312, 1998; D. S. Sigman et al.
Chem. Rev.,, 93, p2295-2316, 1993 ; J. Lhomme et al., Biopolymers (Nucleic Acid Sciences),
52, p65-83, 1999.

Un site abasique est créé quand la liaison N-glycosidique reliant la base modifiée au
désoxyribose est hydrolysée, laissant la liaison phosphodiester intacte. Ce phénoméne est
appelé dépurination (dans le cas des purines) ou dépyrimidination (dans le cas des
pyrimidines). La dépurination est beaucoup plus fréquente que la dépyrimidination.

Des agents chimiques, tels que le pH acide, les agents oxydants ou les agents
alkylants, peuvent induire le phénomeéne de dépurination et donc la formation de sites
abasiques. Ces agents alkylants sont constitués d’especes électrophiles qui réagissent avec les

sites nucléophiles d’un fragment d’ADN. L’atome d’azote en position 7 de la guanine est le
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site principal d’alkylation de ’ADN. En plus de la protonation des purines, 1’alkylation est

I’une des modifications chimiques susceptibles de rendre la liaison N-glycosidique plus labile.

5 Site abasique

L’oxydation de I’ADN peut également générer des lésions abasiques dites
« alcalilabiles », qui conduisent & la fragmentation de ’ADN en présence d’une base. Par
exemple, le résidu ribonolactone peut étre généré par réaction du radical hydroxyle (OH ) avec

10 le carbone C1°.

O] H
|
Ribonolactone
15 Le site abasique est trés instable. Sous sa forme aldéhydique, il peut subir facilement

une B-élimination du phosphodiester fixé en position 3’, ce qui conduit 4 1a fragmentation du
brin de I’ADN.

La dépurination est spontanée dans des conditions physiologiques (pH 7,4 a 37°C)

20 mais la vitesse de la réaction est trés faible de I’ordre de 3.107'" dépurination par seconde,
c’est-a~dire inutilisable pour une fragmentation efficace. Pour augmenter la vitesse de
réaction, on utilise des agents alkylants qui fragilisent la liaison N-glycosidique ou des

enzymes, comme des ADN glycosylases.
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Un mode préféré de réalisation de la fragmentation est obtenu par I’utilisation d’un
pH acide, c’est-a-dire un pH inférieur a 5, de préférence inférieur a 4. Avantageusement le pH
est d’environ 3.

Un tampon formiate de sodium a pH 3 permet de fragmenter de maniére efficace les
acides nucléiques selon la présente invention. Ce tampon est compatible avec les conditions
de marquage en une étape comme cela sera démontré dans les exemples. Encore plus

avantageusement, un milieu acide (HCI, carbonate, HySOy) est utilisé.

Dans un mode particulier de la présente invention et dans le but d’augmenter encore
la fragmentation, ’acide désoxyribonucléique contient au moins une base modifiée
susceptible de générer un site abasique plus facilement.

Diverses bases modifiées sont utilisables comme les N7-alkylpurines, les N3-
alkylpurines, les O6-alkylpurines, les 8-bromopurines, les 8-thiopurines, les 8-
alkylthiopurines, les 8 azidopurines ou les 8-alkylsulfonylpurines.

Dans le cas ou Pacide nucléique a marquer est généré par une technique
d’amplification enzymatique comme la PCR, 1’utilisation d’une 8-bromopurine permet
d’avoir une incorporation efficace dudit nucléotide pendant 1’amplification ce qui facilite
d’autant le procédé de fragmentation et de marquage selon ’invention, tout en conservant une
sensibilité excellente pour 1’étape d’amplification enzymatique. Une 8-méthylthiopurine est
également incorporée sans géner I’efficacité d’amplification et d’incorporation par PCR. Une
fois incorporée, la base thioéther est oxydée par un peracide ou un dérivé de monopersulfate
comme le peroxymonosulfate de potassium par exemple, en sulphonyle cotrespondant qui est
trés labile. 11 a été démontré que le temps de demi-vie correspondant a ’hydrolyse d’une 8-
méthylsulfonylguanosine est inférieur & 2 minutes alors que le temps de demi-vie pour son

homologue naturel est de 1000 heures.

Par marqueur, on entend au moins un marqueur capable de générer directement ou
indirectement un signal détectable. Une liste non limitative de ces marqueurs suit :

e les enzymes qui produisent un signal détectable par exemple par colorimétrie, fluorescence,

luminescence, comme la péroxydase de raifort, 1a phosphatase alcaline, la f-galactosidase,

la glucose-6-phosphate déshydrogénase,
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e les chromophores comme les composés fluorescents, luminescents, colorants,

e les groupements a densité électronique détectable par microscopie €lectronique ou par leur
propriété électrique comme la conductivité, 1’ampérométrie, la voltamétrie, I’'impédance,

e les groupements détectables, par exemple dont les molécules sont de tailles suffisantes
pour induire des modifications détectables de leurs caractéristiques physiques et/ou
chimiques, cette détection peut &tre réalisée par des méthodes optiques comme la
diffraction, la résonance plasmon de surface, la variation de surface, la variation d’angle de
contact ou des méthodes physiques comme la spectroscopie de force atomique, 1’effet
tunnel, et

e les molécules radioactives comme le *?P, le **S ou le '*1

De préférence, le marqueur n’est pas un marqueur radioactif pour éviter les
problémes de sécurité liés a ces marqueurs.

Dans un mode de réalisation particulier de la présente invention, le marqueur est
détectable électrochimiquement et en particulier le marqueur est un dérivé d’un complexe de
Fer comme un ferrocéne.

Des systémes indirects peuvent étre aussi utilisés, comme par exemple des ligands
capables de réagir avec un anti-ligand. Les couples ligand/anti-ligand sont bien connus de
I’homme du métier, ce qui est le cas par exemple des couples suivants : biotine/streptavidine,
hapténe/anticorps, antigéne/anticorps, peptide/anticorps, sucre/lectine, polynucléotide/
complémentaire du polynucléotide. Dans ce cas, c’est le ligand qui porte la fonction réactive.
L’anti-ligand peut étre détectable directement par les marqueurs décrits au paragraphe
précédent ou étre lui-méme détectable par un autre couple ligand/anti-ligand.

Un autre exemple de systémes indirects utilise une liaison covalente spécifique entre
le ligand et 1’anti-ligand, par exemple méthylcétone et alcoxyamine. Des exemples de ce

systéme sont décrits dans les demandes de brevet WO-A-00/40590 et WO-A-98/05766.

Dans le procédé de la présente invention, la liaison entre le réactif de marquage et
I’acide nucléique est covalente, mais il est décrit ci-dessus que des interactions non covalentes
peuvent étre utilisées notamment dans les systémes d’empilement ou dans le cas ou le
marqueur est détectable indirectement. Le terme «attacher » couvre donc ces différentes

possibilités.
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Ces systémes de détection indirects peuvent conduire, dans certaines conditions, a
une amplification du signal et I’on pourra se reporter aux demandes de brevet antérieures WO-
A-00/07982, WO-A-01/92361 et WO-A-95/08000 de la demanderesse pour des exemples
d’amplification chimique en utilisant des polyméres ou a la demande WO-A-01/44506,
toujours de la demanderesse, pour les systémes d’amplification chimique par empilement.

Dans un mode particulier d’amplification de signal, au moins deux marqueurs sont

présents sur le réactif de marquage.

Dans un mode préféré de I’invention, le traceur est un composé fluorescent de faible
encombrement stérique comme la fluorescéine, le dansyl, les chromophores du type IR (Li-COR
Inc, Lincoln NE, USA), les dérivés cyanines comme le Cy5 et Cy3 (Randolph J.B. and al,
Nucleic Acids Res., 25(14), p2923-2929, 1997) et en particulier les dérivés du Cy5 ou bien le
traceur est un hapténe de faible encombrement stérique comme la biotine ou un dérivé de
I’abiétane (voir la demande WO-A-00/07982). Par faible encombrement stérique, on entend un
poids moléculaire inférieur a 1000 g/mole.

Dans le cas d’un fluorophore, il est préférable de travailler avec des fluorophores dont

Ia longueur d’onde d’excitation est supérieure a 450 nm, de préférence supérieure a 600 nm.

Dans le cas ou le traceur est un hapténe qui ne produit pas de signal par lui-méme,
comme par exemple la biotine, la détection est réalisée par la réaction d’un anti-ligand comme
décrit plus haut. Dans le cas de la biotine, on utilise de préférence de la streptavidine ou un
anticorps anti-biotine couplé a un composé fluorescent comme la fluorescéine, Cy5 ou la
Phycoérythrine. Dans le cas de I’abiétane, on utilise un anticorps monoclonal comme décrit

dans WO-A-00/07982.

Le terme « acide désoxyribonucléique» ou ADN signifie un enchainement d'au moins
deux désoxyribonucléotides comprenant éventuellement au moins un nucléotide modifié, par
exemple au moins un nucléotide comportant une base modifiée tel que l'inosine, la méthyl-5-
désoxycytidine, la diméthylamino-5-désoxyuridine, la désoxyuridine, la diamino-2,6-purine,

la bromo-5-désoxyuridine ou toute autre base modifiée permettant I'hybridation.
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Cet ADN peut aussi étre modifié au niveau de la liaison internucléotidique comme
par exemple les phosphorothioates, les H-phosphonates, les alkyl-phosphonates, au niveau du
squelette comme par exemple les alpha-oligonucléotides ( FR-A-2.607.507) ou les PNA (M.
Egholm et al., J. Am. Chem. Soc., 114, 1895-1897, 1992). L’ADN est naturel ou synthétique,
et/ ou sous la forme de fragment. L’ ADN est simple ou double brin.

En particulier ’ ADN est obtenu par une technique d'amplification enzymatique telle
que :

e la PCR (Polymerase Chain Reaction), décrite dans les brevets US-A-4,683,195, US-A-
4,683,202 et US-A-4,800,159, et sa dérivée RT-PCR (Reverse Transcription-PCR),
notamment dans un format en une étape tel que décrit dans la demande de brevet EP-A-
0.569.272, ‘

e la LCR (Ligase Chain Reaction), exposée par exemple dans la demande de brevet EP-A-
0.201.184,

e la RCR (Repair Chain Reaction), décrite dans la demande de brevet WO-A-90/01069.

On parle alors d’amplicons pour désigner ’ADN généré par une technique
d’amplification enzymatique. L’ADN peut aussi comprendre des ribonucléotides en faible
proportion, par exemple inférieur & 10%.

Chacune de ces modifications peut étre prise en combinaison pour peu qu’au moins

un phosphate soit présent dans I’ADN.

Le réactif de marquage comprend, comme fonction réactive, un motif choisi

parmiles composés suivants : diazométhyle; halogénure d’alkyle; nitrosourée ;

-spirocyclopropane ; aziridine ; époxyde ; trifluorosulfonates.

Les fonctions réactives sont décrites ci-dessous :
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10
0
diazométhyle P C=N, nifrosourée _ I?I — C—NHR®
NO
halogénure d'alkyle — CH,X spirocyclopropane H,C—CH,
: O—CH,
époxyde aziridine HN— CH,

triftluorosulfonate — CH,O— {S:—— CF;4
o
Pour la fonction réactive halogénure d’alkyle, X signifie Br, Cl ou L
Avantageusement le réactif de marquage est la 5-(bromométhyl) fluorescéine.

Pour la fonction réactive nitrosourée, R’ est un alkyle ou H.

La fonction diazométhyle a déja été utilisée pour 1’alkylation des groupements
phosphates, mais un certain nombre de problémes se pose. D’une part, les dérivés diazo en
général sont instables eux-mémes, ce qui génére des probiémes pour [’utilisation de ces
réactifs de marquage dans un kit de marquage, et d’autre part, le produit de couplage est
instable ce qui est rédhibitoire si le produit marqué a pour fonction de mettre en évidence la
présence d’une molécule cible biologique dans un échantillon quelconque, ou si c’est la cible

marquée que 1’on souhaite détecter.

Enfin les dérivés portant la fonction diazométhyle sont insolubles dans 1’eau ce qui
conduit a utiliser des conditions biphasiques pour le couplage avec des acides nucléiques, qui
ne sont solubles et stables que dans 1’eau ou des tampons aqueux, mais ces conditions

ralentissent la vitesse de réaction et donc nuisent a I’efficacité du couplage.

Dans un mode préféré du procédé selon ’invention, le réactif de marquage est choisi

parmi les composés de formule (1) :
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dans laquelle :
e R!représente H ou un groupe alkyle, alkyle substitué, aryle ou aryle substitug,
e Z comprend un marqueur détectable.
5  Z et/ou R! sont choisis pour stabiliser la fonction diazométhyle, ¢’est-a-dire au moins un des

deux groupes Z ou R' a un noyau phényle.

De préférence, le réactif de marquage est choisi parmi les composés de formule (2) :

R

R —(L)—2Z~

=N,

10  danslaquelle :
e R! représente H ou un groupe alkyle, aryle ou aryle substitué,
e R? est un marqueur détectable,

e I est un bras de liaison comportant un enchainement linéaire d’au moins deux liaisons
covalentes et n est égal a4 0 ou 1,et

15 e Z estchoisi parmi :

Y

|
X
RY R 0 0
I I
R ou R® ou —C—NH— Ou —C—

dans lequel :

m R’ et R? représentent indépendamment 1’un de 1’autre : H, NO», Cl, Br, F, I, OR,
20 SR, NR», R, NHCOR, CONHR, COOR avec R = alkyle ou aryle,

B -Y-X- représente -CONH-, -NHCO-, -CH»O-, -CH,S-.

Dans un mode particulier selon la formule (1), Z a la structure suivante :
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Dans ce cas et si R' est égal a H, le réactif de marquage est le 1-Pyrényldiazométhane
(PDAM).

Bien que ce marqueur soit fluorescent, la longueur d’onde d’excitation est trop
proche de celles des acides nucléiques. Un détection indirecte par 1’utilisation d’un anticorps
monoclonal dirigé contre le motif pyréne est préférée. Le mode d’obtention de cet anticorps

est bien connu de I’homme du métier (voir par exemple la demande de brevet WO-A-
00/07982).

Dans un mode préféré de réalisation du procédé, le réactif de marquage est de

formule (3) :

dans laquelle :
e R! représente H ou un groupe alkyle, aryle ou aryle substitué,
e R?représente un marqueur détectable,

e L est un bras de liaison comportant un enchainement linéaire d’au moins deux liaisons
covalentes et n un nombre entier égal 4 0 ou 1,

o RictR* représentent indépendamment 1’un de Pautre : H, NO,, Cl, Br, F, I, OR, SR, NRy,
R, NHCOR, CONHR, COOR avec R = alkyle ou aryle,

o -Y-X- représente -CONH-, -NHCO-, -CH,O-, -CH,S-.

Avantageusement le réactif est de formule (4) :
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dans laquelle :
e R!représente H ou un groupe alkyle, aryle ou aryle substitué,
5 e R*représente un marqueur détectable,
e L est un bras de liaison comportant un enchainement linéaire d’au moins deux liaisons
covalentes et n un nombre entier égal 4 0 oﬁ 1,
o R¥ctR* représentent indépendamment I’'un de I"autre : H, NO,, Cl, Br, F, I, OR, SR, NRy,
R, NHCOR, CONHR, COOR avec R = alkyle ou aryle.
10
Avantageusement le réactif est de formule (5) :
o K
RE—(L)i— NH—C R!
R*
N2
dans laquelle :
o R! représente H ou un groupe alkyle, aryle ou aryle substitué,
15 e R?représente un marqueur détectable,
e I est un bras de liaison comportant un enchatnement linéaire d’au moins deux liaisons
covalentes et n un nombre entier égal 4 0 ou 1,
e RictR* représentent indépendamment 1’un de ’autre : H, NO,, Cl, Bt, F, I, OR, SR, NRy,

R, NHCOR, CONHR, COOR avec R = alkyle ou aryle.
20

Avantageusement le réactif est de formule (6) :
R3

REZ—(L);— CH,—O - R!
R
Na
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dans laquelle :
e R! représente-H ou un groupe alkyle, aryle ou aryle substitué,
e R? représente un marqueur détectable,
e I est un bras de liaison comportant un enchainement linéaire d’au moins deux liaisons
-5 covalentes et n un nombre entier égal a0 ou 1,
e RPctR* représentent indépendamment 1’un de I’autre : H, NO,, Cl, Br, F, I, OR, SR, NR,
R, NHCOR, CONHR, COOR avec R = alkyle ou aryle.

Dans les formules ci-dessus (3) & (6), avantageusement R® et R* représentent

10  indépendamment I’un de I’autre : H, NO,, OCH3.

Ainsi, un composé préféré selon la formule (6) est de formule (6°) :

NO,

REZ—(L),—CH,—O R!
CH;0
N2

~ dans laquelle :
15 e R! représente H ou un groupe alkyle, aryle ou aryle substitué,
e R? représente un marqueur détectable,

e L est un bras de liaison comportant un enchainement linéaire d’au moins deux liaisons

covalentes et n un nombre entier égal a 0 ou 1.

20 Un composé préféré selon la formule (4) est de formule (4°) :
O
RE—(L) C—NH
! =N,
R

dans laquelle :
e R! représente H ou un groupe alkyle, aryle ou aryle substitué,

e R représente un marqueur détectable,
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e L est un bras de liaison comportant un enchainement linéaire d’au moins deux liaisons

covalentes et n un nombre entier égal 2 0 ou 1.

Dans un mode particulier du procédé ou I’on veut amplifier le signal, au moins deux
5 marqueurs sont présents sur le réactif de marquage. En particulier un réactif qui permet de
mettre en oeuvre I’amplification de signal selon la présente invention posséde une structure

R>-(L)y de formule (7) ci dessous :

o 2 ] O R?
g
(CH2)p (CHZ)p
R2— HIN— NHj
‘ O - m-1

dans laquelle :
10 e R?représente un marqueur détectable,
e m est un nombre entier compris entre 1 et 100, de préférence compris entre 1 et 20,

e p est un nombre entier compris entre 1 et 10, avantageusement 2 a 6, de préférence 4.

Cette structure de R*-(L), s’applique indifféremment aux formules (2) a (6)

15  précédentes.

Un autre réactif de marquage préféré pour 1’amplification de signal est le réactif de

formule (8) :
N
i
C
. D@
R R ’

e R’ représente un marqueur détectable,

20  danslaquelle :
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« R® représente H, NO,, Cl, Br, F, I, OR, SR, NR», R, NHCOR, CONHR, COOR avec R =
alkyle ou aryle,
e L est un bras de liaison comportant un enchainement linéaire d’au moins deux liaisons

covalentes et n un nombre entier égala O ou 1,

o .Y-X-représente ~CONH-, -NHCO-, -CH>0O-, -CH,S-.

Avantageusement le réactif pour I’amplification de signal a la formule (9)

N
i

5 ¢ T
R2—(L),—C— NHJ@/ \@ch—@n— 2
3 R3

R
dans laquelle :
e R? représente un marqueur détectable,
e R représente H, NO,, Cl, Br, F, I, OR, SR, NR;, R, NHCOR, CONHR, COOR avec R =
alkyle ou aryle, de préférence R? représente H, NO, ou OCH3,

e L est un bras de liaison comportant un enchalnement linéaire d’au moins deux liaisons

covalentes et n un nombre entier égal 4 0 ou 1.

Certains réactifs avantageux de I’invention sont :

a) de formule (10) :

0
R*—(L),—C—NH

Ny
R!
dans laquelle :
e R! représente H ou un groupe alkyle ou aryle ou aryle substitué,
o R représente un marqueur détectable,
e I est un bras de liaison comportant un enchainement linéaire d’au moins deux
liaisons covalentes et n un nombre entier égal a O ou 1,

b) de formule (11):
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dans laquelle :

e R!représente H ou un groupe alkyle ou aryle ou aryle substitué,
e R’ représente un marqueur détectable,

e L est un bras de liaison comportant un enchatnement linéaire d’au moins deux

liaisons covalentes et n un nombre entier égal 4 0 ou 1,

¢) de formule (12) :
0O R!
RE—(L); lcl:—NH—<@——\<
Ny

e R!représente H ou un groupe alkyle ou aryle ou aryle substitué,

dans laquelle :

e R? représente un marqueur détectable,

e L est un bras de liaison comportant un enchainement linéaire d’au moins deux

liaisons covalentes et n un nombre entier égal 4 0 ou 1.

De préférence, le réactif de marquage a :

a) la structure

Rl
Ny

dans laquelle R' représente un groupe méthyle ou un phényle, ou
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b) la structure :

dans laquelle R! représente un groupe méthyle ou phényle, ou

¢) la structure :

8)
H H I N2
/\/\C_NH
""" nm Rl

dans laquelle R' représente un groupe méthyle ou phényle.

D’autres réactifs préférés selon ’invention ont la formule (13) :

o)
) I
R*— (1),—C—NH

NO,
10  dans laquelle :
e R? représente un marqueur détectable,
e L est un bras de liaison comportant un enchainement linéaire d’au moins deux liaisons

covalentes et n un nombre entier égal a O ou 1.
15 En particulier les réactifs de marquage selon le procédé de 1’invention sont solubles

dans des solvants polaires miscibles a ’eau comme le DMF, le DMSO, CH3;CN, THF, DMA
(diméthylacétamide), NMP (N-méthylpyrrolidone), DME (diméthoxyéthane).
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De préférence, les réactifs de marquage sont solubles dans le DMSO ou I’eau.

Par solvant miscible 4 I’eau, on entend un solvant qui est miscible dans une
proportion d’au moins 5% en volume avec de 1’eau ou un tampon aqueux contenant des sels.

Avantageusement dans les formules précédentes, le bras L comprend un motif
éthyléne glycol ou polyéthyléne glycol pour augmenter la solubilité du réactif dans 1’eau.

Ces réactifs peuvent ainsi se fixer en phase homogene sur les acides nucléiques, la
phase homogéne étant constituée d’une solution sensiblement aqueuse, ¢’est-a-dire contenant

au moins 50% d’eau.

Un objet de la présente invention est de décrire un procédé de détection d’un acide
désoxyribonucléique cible (ADN) simple ou double brin comportant les étapes suivantes :
a) fragmenter et marquer lesdits ADN selon 1’un quelconque des procédés décrits
précédemment,
b) hybrider les fragments marqués sur au moins une sonde nucléique suffisamment spécifique
de I’acide nucléique cible,

c) détecter I’hybride formé par 1’intermédiaire du marqueut.

Comme cela sera démontré dans les exemples, la dénaturation de I’ADN avant
hybridation permet d’augmenter la sensibilité. Cette étape de dénaturation a lieu apres la
fragmentation et le marquage.

Dans un mode particulier du procédé, une étape d’amplification enzymatique a lieu
avant la fragmentation et le marquage. L’étape d’amplification enzymatique génére des
amplicons ADN & partir d’un acide nucléique cible ADN, mais aussi 3 partir d’un acide
nucléique cible ARN comme une ARN messager, un ARN de transfert ou un ARN ribosomal.
La technique de RT-PCR par exemple est un moyen connu pour amplifier I’ ARN.

De préférence, les étapes de fragmentation, marquage et dénaturation ont lieu en
méme temps, aussi bien dans le cas d’un acide nucléique cible naturel que dans le cas d’un
acide nucléique cible obtenu par une technique d’amplification enzymatique.

La fragmentation par création d’un site abasique implique la perte d’une base. Dans
les procédés de détection d’acide nucléique cible et en particulier dans les procédés de

génotypage c’est-a-dire dans les procédés ou l’acide nucléique cible présente un
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polymorphisme réparti sur sa séquence, il est nécessaire d’identifier une pluralité de
modifications de séquences dont certaines représentent la modification d’une seule base entre
la cible et les sondes nucléiques dont la fonction est d’identifier cette modification (sondes de
capture). La spécificité est donc essentielle dans ce contexte. De maniere surprenante, la
présente invention démontre que cette perte d’une base n’affecte en rien la spécificité de

I’hybridation pour un acide nucléique marqué et fragmenté selon 1’invention.

La présente invention a aussi pour objet un procédé de mise en évidence d’un
polymorphisme, réparti en des positions prédéterminées ou non d’un acide nucléique cible par
la présence d’une pluralité de délétions et/ou insertions et/ou mutations dans la séquence dudit
acide nucléique cible par rapport a une séquence, dite de référence, comportant les étapes
suivantes :

a) disposer d’un ADN cible comportant I’ensemble du polymorphisme 2 étudier, ledit ADN
étant éventuellement généré par une technique d’amplification enzymatique,

b) fragmenter et marquer ledit ADN par un des procédés décrits précédemment,

c) hybrider lesdits fragments sur une pluralité de sondes nucléiques dites sondes de capture, la
pluralité de sondes de capture étant fixé sur un support solide et la pluralité de sondes de
capture couvrant dans son ensemble au moins le polymorphisme é étudier,

d) détecter les hybrides formés entre les fragments marqués et au moins une partie des sondes
nucléiques par Vintermédiaire du marqueur et en déduire le polymorphisme de ’ADN

cible.

Comme indiqué précédemment une étape de dénaturation aprés I’étape de
fragmentation et marquage permet d’améliorer la sensibilité du procédé, et cette étape est

réalisée de préférence simultanément avec 1’étape de marquage et de fragmentation.

Le procédé de fragmentation et de marquage selon I’invention est particuliérement
utile dans le cas ot ’ADN marqué et fragmenté doit s’hybrider avec une multitude d’acides
nucléiques, notamment oligonucléotides, fixés sur le support solide a une position
prédéterminée pour former une puce a ADN. Paf "puce & ADN", on entend un support solide

de dimension réduite ot sont fixés une multitude de sondes de capture i des positions
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prédéterminées. Par multitude, on entend un support solide comportant au moins dix (10)
sondes nucléiques de séquences différentes, avantageusement au moins quatre cents (400), de

préférence au moins mille (1000).

En effet, la densité des acides nucléiques fixés sur le support solide impose des
contraintes stériques importantes lors de I’hybridation et la fragmentation permet d’améliorer
cette étape d’hybridation. Des exemples de ces puces 3 ADN sont donnés par exemple dans
les publications de G. Ramsay, Nature Biotechnology, 16, p40-44, 1998; F. Ginot, Human
Mutation, 10, p1-10, 1997 ; J. Cheng et al, Molecular diagnosis, 1(3), p183-200, 1996 ; T.
Livache et al, Nucleic Acids Research, 22(15), p2915-2921, 1994 ; J. Cheng et al, Nature
Biotechnology, 16, p541-546, 1998. Le terme "support solide" tel qu'utilisé ici inclut tous les
matériaux sur lesquels peut étre fixé un acide nucléique. Le support solide peut étre sous la
forme d'une plaque de microtitration, d'une membrane, d'une particule ou d'une plaque

sensiblement plane.

L’invention concerne I’utilisation d’un ADN marqué, tel que défini ci-dessus,

comme sonde de détection d’une acide nucléique cible.

Pour permettre la détection et/ou la quantification et/ou la purification de I’acide
nucléique cible, PADN marqué est capable de former un complexe d’hybridation avec une
sonde nucléique. A titre d’exemple, I’acide nucléique marqué est suffisamment
complémentaire de la cible pour s’hybrider spécifiquement en fonction des conditions de
réaction et notamment de la température ou de la salinité du milieu réactionnel.

Le procédé de détection est applicable pour le séquencage, le profil d’expression des
ARN messagers ou le criblage de mutations a des fins de recherche ainsi que le criblage de
drogues dans 1’industrie pharmaceutique, le diagnostic de maladies infectieuses (aussi bien en
bactériologie, virologie, parasitologie) ou génétiques, le contrdle alimentaire ou industriel.

De nombreuses publications décrivent ce type d’applications : Antoine de Saizieu et
al, Nature Biotechnology, 16, p44-48, 1998 ;Thomas R. Gingeras et al Genome Research, 8,
p435-448, 1998 ; David J. Lockhart et al, Nature Biotechnology, 14, p1675-1680, 1996 ;
Daniel D. Shoemaker et al, Nature Genetics, vol 14, p450-456, 1996 ; R.J. Lipshutz et al;
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BioTechniques, 19(3), p442-447, 1995; David G. Wang et al, Science, 280, p1077-1082,
1998 ; Kevin L. Gunderson et al; Genome Research, 8, p1142-1152, 1998 ; Joseph G. Hacia et
al; Nature Genetics, vol 14, p441-447, 1996.

La tendance en matiére de diagnostic et notamment pour les maladies infectieuses
(SIDA ou Tuberculose par exemple) est de baisser le niveau de sensibilité jusqu'a la détection
d’une molécule unique dans un échantillon, qui peut représenter plusieurs millilitres dans le
cas d’un prélévement liquide type sang ou urine ou liquide céphalo-rachidien. Ce niveau de
sensibilité ne peut étre obtenu que si toutes les étapes depuis le prélévement de 1’échantillon
jusqu’au rendu de résultat sont optimisées. En particulier dans le cas ou une étape
d’amplification enzymatique est nécessaire pour obtenir la sensibilité nécessaire (infection
virale ou bactérienne comme VIH, VHC ou Tuberculose), un procédé de marquage et/ou
fragmentation comme décrit dans la présente invention permet de ne pas affecter la sensibilité
de la technique d’amplification, soit parce qu’il n’est pas nécessaire de remplacer les
désoxyribonucléotides utilisés dans la technique d’amplification enzymatique, soit parce ce

que les désoxyribonucléotides incorporés n’altérent pas la sensibilité.

Des informations complémentaires peuvent étre trouvées dans une autre demande de
brevet de la Demanderesse, déposée le 4 mai 2001 sous le numéro d’enregistrement
FR01/06040, ainsi que de son extension internationale déposée le méme jour que la présente

invention.

Les figures et exemples ci-joints représentent des modes particuliers de réalisation et

ne peuvent pas étre considérés comme limitant la portée de la présente invention.

La figure 1 représente les formules développées de différents réactifs utilisés dans la

présente invention ainsi que 1’abréviation les désignant (o- signifie ortho, m- méta et p- para).

Les figures 2A & 2I représentent les profils, en fonction du temps, analysés par

électrophorése capillaire du couplage covalent de différents réactifs portant une fonction
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diazométhyle sur I’uridine 3° monophosphate (3°-UMP) selon I’exemple 6.1. Les molécules
sont les suivantes :

e PDAM en figure 24,

e DPDAM a2 mM (millimole(s) par litre) en figure 2B,
e DPDAM 320 mM en figure 2C,

e PMDAM en figure 2D,

e NPDAM en figure 2E,

e BioDPDAM en figure 2F,

e méta-BioPMDAM en figure 2G,

e para-BioPMDAM en figure 2H, et

e ortho-BioPMDAM en figure 21

Les figure 3A A 3D représentent les profils en fonction du temps analysée par
électrophorése capillaire de la réaction du méta-BioPMDAM sur quatre (4) nucléotides 3°-
monophosphate selon I’exemple 6.2. Les molécules sont les suivantes :

e 3’-CMP en série ribonucléotide selon 1a figure 3A,
e 3’-AMP en série ribonucléotide selon la figure 3B,
e 3°-GMP en série ribonucléotide selon la figure 3C, et

e 3’-TMP en série désoxyribonucléotide selon la figure 3D.

La figure 4 représente les profils en fonction du temps analysée par électrophorése
capillaire de la réaction du méta-BioPMDAM sur un dinucléotide 5’-ApUp selon 1’exemple
6.3.

Les figures 5A & 5D représentent le spectre RMN du proton dans D,0 des différents

~ conjugués entre le réactif méta-BioPMDAM et quatre (4) ribonucléotides 3’-monophosphate

selon I’exemple 6.4. Les molécules sont les suivantes :
e 3’-GMP en figure 5A,

e 3’-AMP en figure 5B,

e 3’ CMP en figure 5C, et
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e 3> UMP en figure 5D.

La figure 6 représente un schéma de synthése d’un réactif de marquage portant deux

biotines pour I”’amplification chimique du signal.

La figure 7 représente le mécanisme de fragmentation en milieu acide par la

formation de site abasique.

La figure 8 montre, selon I’exemple 8.1, la cinétique de dégradation a pH acide pour
différents nucléosides modifiés (8-bromo-2’-désoxyadénosine (8-BrdA) et la 5-bromo-2’-
désoxycytidine (5-BrdC)) ainsi que les quatre nucléosides naturels (dA, dC, dG et dT). Les
résultats sont représentés sous forme de pourcentage d’hydrolyse du nucléoside de départ (en

ordonnée) par rapport au temps de réaction en minutes (en abscisse).

La figure 9 représente, selon I’exemple 11.2, la cinétique de marquage en fonction du
temps a4 une température de 60°C avec le réactif PDAM sur un ODN synthétique 5°-
phosphate. Les résultats sont représentés sous forme de pourcentage de marquage par rapport

au temps de réaction exprimé en minutes (en abscisse).

La figure 10 représente, selon "exemple 11.3, le pourcentage de marquage en
fonction de la température de réaction. Les résultats sont présentés sur la figure 10 avec en

ordonnée le pourcentage de marquage et en abscisse la température de réaction en °C.
La figure 11 représente une voie de synthése pour un réactif selon la formule 4°, en utilisant le

réactif commercial 5-Nitrovanilline. La fonction aldéhyde est le précurseur de la fonction

diazomeéthyle.

Exemple 1 : Synthése de réactifs avec la biotine :

Schéma général de synthese :
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R ,
ﬁ ‘ N-méthylmorpholine ﬁ A /EO
HN™ "NH + & 0] iBuOCOC! HN" "NH \l
H : -
OH
S ':/\/\[r
0o

NH, DMF NH

D-Biotine 1a : R = CH,, substituant méta

1b : R = CHj,, substituant para
1¢: R = CHg, substituant ortho
1d : R = Ph, substituant méta

NoH4-Ho0

(0] (o] NH
JL Z 1 N, MnO, JL /,(|§N, 2
HN™ "NH 3 —~—— HN™ "NH =
H-z—-ﬁ-H H H
- NH NH
S :'/\/\n/ S "/\/\n/
O

0]

3a: R = CHjs, substituant méta 2a : R = CH,, substituant méta
3b : R = CHj, substituant para 2b : R = CH3, substituant para
3c: R = CHj, substituant ortho 2c: R = CHj,, substituant ortho
3d : R = Ph, substituant méta 2d : R = Ph, substituant méta .

Exemple 1.1 : Synthése du méra-BioPMDAM :

e Composé biotine méta-acétophénone 1a :

On solubilise la D-biotine (1,0 gramme (g), 4,1 millimoles (mmol)) dans 45 millilitres (mL)
de DMF anhydre & chaud. On refroidit a 0°C sous argon, puis on ajoute successivement la N-
méthylmorpholine (590 microlitres (pL), 5,33 mmol) et le chloroformiate d'isobutyle (840 pL,
6,60 mmol). On laisse sous agitation pendant 30 minutes (mn), puis on ajoute la 3-
aminoacétophénone (824 mg, 6,10 mmol) et la N-méthylmorpholine (480 pL, 4,35 mmol)
dans 10 mL de DMF. La solution est maintenue sous agitation & 0°C pendant 2 heures (h),
puis on évapore a sec. On reprend le résidu dans 3 mL de MeOH, puis on ajoute 50 mL d’eau.
Le précipité obtenu est filtré, lavé avec de 1’eau, du CH,Cl, et de I’éther pour donner 1,2 g (80

%) de produit 1a brut. Une recristallisation dans le couple MeOH-H>O donne 1a (1,01 g, 70

%) sous forme d’une poudre blanche.
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F 145°C. - IR (KBr) : 3280, 2931, 2857, 1691, 1590,1540, 1487, 1434, 1298, 1266 om . -
RMN 'H (300 MHz, DMSO-dg) 8 = 1,3-1,7 (m, 6 H) ; 2,33 (t, J= 8 Hz, 2 H) ; 2,55 (s, 3 H) ;
258 ; (d,J=12 Hz, 1 H); 2,83 (dd, J=12 et 5 Hz, 1 H) ; 3,13 (m, 1 H) ; 4,15 (m, 1 H) ; 4,31
(m,1H);634 (s, 1 H); 6,41 (s, 1H); 7,44 (t, J=8Hz, 1 H) ;7,64 (d, /=8 Hz, 1 H) ; 7,85
(d,J=8Hz, 1 H); 8,17 (s, 1 H) ; 10,05 (s, 1 H). - MS (FAB/glycérol), m/z: 362 [M+H] -

e Composé méta-hydrazone 2a :

Une solution de 1a (500 mg, 1,38 mmol) et d’hydrazine monohydrate (200 uL, 4,15 mmol)
dans de I’éthanol absolu (8 mL) est chauffée a reflux pendant 2 h. Aprés refroidissement a
température ambiante, le précipité blanc est filtré, lavé avec de 1’eau, puis avec deo I’¢ther et

séché. On obtient ainsi 385 mg (74 %) de produit 2a sous forme d’une poudre blanche.

F 185°C. - IR (KBr) : 3298, 2931, 2857, 1698, 1665, 1626, 1541, 1494, 1470, 1446, 1330,
1265 cm . - RMN 'H (300 MHz, DMSO-de) & = 1,3-1,7 (m, 6 H) ; 1,98 (5, 3 H) ; 2,26 (t, J =
8 Hz, 2 H); 2,56 ; (d, /= 12 Hz, 1 H) ; 2,81 (dd, J=12 et 5 Hz, 1 H) ; 3,11 (m, 1 H) ; 4,13
(m, 1 H) ;4,29 (m, 1 H); 6,39 (s, 3 H) ; 6,42 (s, 1 H) ; 7,22 (m, 2 H) ; 7,50 (d, J=8 Hz, 1 H) ;
7,84 (s, 1 H) ; 9,82 (s, 1 H). - MS (FAB/glycérol), m/z: 376 [M+H] .

o Composé méta-diazométhane 3a :

On solubilise 2a (180 mg, 0,48 mmol) dans 2 mL de DMF. On ajoute alors MnO» (340 mg,
3,9 mmol). Aprés 30 minutes d’agitation & température ambiante, le mélange est filtré a
travers un entonnoir fritté contenant de la célite (épaisseur : 0,5 cm) et des tamis moléculaires
en poudre 3 A (0,5cm). Le mélange réactionnel est concentré jusqu’a un volume d'environ 0,5
mL, puis 5 mL d’éther sont ajoutés. Le précipité résultant est filtré, lavé a 1’éther puis séché.

Le composé 3a (170 mg, 95 %) est obtenu sous forme d’une poudre rose.
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F 160°C. - IR (KBr) : 3278, 2935, 2859, 2038, 1704, 1666, 1605, 1577, 1536, 1458, 1430,
1263 cm~1. - RMN 'H (300 MHz) § = 1,3-1,7 (i, 6 H) ; 2,11 (s, 3 H); 2,28 (1, /= 8 Hz, 2 H);
2,57 ;(d, J=12Hz, 1 H); 2,81 (dd, J=12 et SHz, 1 H) ;3,11 (m, 1 H) ; 4,13 (m, 1 H) ; 4,29
(m, 1 H) ;6,33 (s, 1 H); 6,41 (s, 1 H) ; 6,60 (m, 1 H) ; 7,25 (m, 3 H) ; 9,84 (s, 1 H).).

Exemple 1.2 : Synthése du para-BioPMDAM :

o Composé biotine para-acétophénone 1b :

On solubilise la D-biotine (1 g, 4,1 mmol) dans 45 mL de DMF anhydre 4 chaud. On refroidit
4 0°C sous argon puis on ajoute successivement la N-méthylmorpholine (590 pL, 5,33 mmol)
et chloroformiate d’isobutyle (840 pL, 6,60 mmol). On laisse sous agitation pendant 30 min,
puis on ajoute la 4-aminoacétophénone (824 mg, 6,10 mmol). La solution est maintenue sous
agitation a 0°C pendant 2 h puis on évapore & sec. On reprend le résidu dans 50 mL d’eau. Le
précipité obtenu est filtré, lavé avec de 1’eau puis avec SOmL de MeOH a chaud. Le précipité
blanc est dissous dans du DMF en chauffant puis la solution obtenue est filirée et lavée au

MeOH. Le filtrat est récupéré et évaporé a sec pour donner 888 mg de 1b (2,46 mmol, 60 %).

F 260°C. - IR (KBr) : 3260, 2930, 2358, 1706, 1673, 1610, 1526, 1401, 1380, 1322, 1257,
1150 em . - RMN 'H (200 MHz, DMSO-dg) 8 = 8,82 (s, 1H, NH-CO) ; 7,57 (d, 2H, J= 9 Hz,
Ar-H) ; 6,83 (d, 2H, J= 9 Hz, Ar-H) ; 6,40 (s large, 1H, NH-CO-NH) ; 6,32 (s large, 1H, NH-
CO-NH) ; 4,28 (m, 1H, CH,-CH-NH) ; 4,12 (m, 1H, CH-CH-NH) ; 3,11 (m, 1H, CH-S) ; 2,80
et 2,55 (systéme ABX, 2H, 2Jap= 5 Hz, >Jax = 12 Hz, *Jpx = 0 Hz, CH,-S) ; 2,35 (t, 2H, J = 8
Hz, CH,-CO) ; 2,10 (s, 3H, CH3) ; 1,60-1,34 (m, 6H, (CHy)s).

e Composé para-hydrazone 2b :

Le composé 1b (870 mg, 2,4 mmol) est dissous a chaud dans 1’éthanol (99 %, 8 mL) puis
I’hydrazine monohydrate (995 pL, 19,5 mmol) est ajoutée. La solution est chauffée & reflux
pendant 3 h. Le précipité blanc obtenu est filtré, lavé avec de I’eau glacée. On obtient ainsi

820 mg (90 %) de produit 2b sous forme d’une poudre blanche.
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F 305°C. — IR (KBr) : 3281, 3183, 2930, 2857, 1698, 1658, 1593, 1521, 1459, 1401, 1325,
1263, 1187 cm’. - RMN 'H (200 MHz, DMSO-ds) 5 = 9,68 (s, 1H, NH-CO) ; 7,52 (s, 4H, J =
9 Hz, Ar-H) ; 6,43 (s large, 1H, NH-CO-NH) ; 6,35 (s large, 1H, NH-CO-NH) ; 6,21 (s, 2H,
NH,) 4,29 (m, 1H, CH,-CH-NH) ; 4,12 (m, 1H, CH-CH-NH) ; 3,12 (m, 1H, CH-S) ; 2,81 et
2,56 (systéme ABX, 2H, %/ag=5 Hz, *Jax = 12 Hz, *Jpx = 0 Hz, CH,-S) ; 2,32 (1, 2H, /=8
Hz, CH,-CO) ; 1,97 (s, 3H, CHy) ; 1,63-1,36 (m, 6H, (CHy)s).

e Composé para-diazométhane 3b :

On solubilise 2b (200 mg, 0,53 mmol) dans 10 mL de DMF. On ajoute alors 800 mg de
MnO,. Aprés 10 minutes d’agitation, le mélange est filtré & travers une couche mixte Célite
(0,5 cm) - tamis moléculaire (0,5 cm en poudre). Le mélange réactionnel est évapore a sec
puis lavé a 1’éther et séché. Le composé 3b (190 mg, 96 %) est obtenu sous forme d’une

poudre rose.

F 180°C (dec). - IR (KBr) : 3257, 2930, 2857, 2032, 1698, 1597, 1524, 1510, 1455, 1404,
1307, 1259, 1180 cm’ . - RMN 'H (200 MHz, DMSO-dg) 8 = 10,18 (s, 1H, NH-CO) ; 7,88 (d,
2H, J = 6 Hz, Ar-H) ; 7,7 (d, 2H, J= 6 Hz, Ar-H) ; 6,41 (s large, 1H, NH-CO-NH) ; 6,34 (s
large, 1H, NH-CO-NH) ; 4,28 (i, 1H, CH,-CH-NH) ; 4,12 (m, 1H, CH-CH-NH) ; 3,11 (m,
1H, CH-S) ; 2,80 et 2,55 (systéme ABX, 2H, 2Jag= 5 Hz, *Jax = 12 Hz, *Jpx = 0 Hz, CH2-8) ;
2,35 (t, 21, J = 8 Hz, CH2-CO) ; 2,10 (s, 3H, CH3) ; 1,60-1,34 (m, 6H, (CHz)3).

Exemple 1.3 : Synthése de 1’ortho-BioPMDAM :

e Composé biotine ortho-acétophénone 1c¢ :

On solubilise la D-biotine (1 g, 4,1 mmol) dans 45 mL de DMF anhydre & chaud. On refroidit
3 0°C sous argon puis on ajoute successivement la N-méthylmorpholine (590 pL, 5,33 mmol)
et chloroformiate d’isobutyle (840 pL, 6,60 mmol). On laisse sous agitation pendant 30 min,

puis on ajoute la 2-aminoacétophénone (824 mg, 6,10 mmol). La solution est maintenue sous

IDT Exhibit 1020.7744



10

15

20

25

30

WO 02/090584 PCT/FR02/01542
29

agitation 4 température ambiante pendant 3 h 30 puis on évapore a sec. On reprend le résidu
dans 50 mL d’eau. Le précipité obtenu est filtré, lavé avec de 1’eau puis avec 50mL de MeOH
a chaud. Le précipité obtenu est filtré, lavé avec de 1’eau. Une recristallisation est faite en
dissolvant le produit dans du MeOH & chaud et en reprécipitant par addition d’eau. Le
précipité est filtré, lavé a I’eau, puis a 1’éther pour donner 1,1 g (2,95 mmol, 72 %) de produit

1c brut.

F 150°C. - IR (KBr) : 3248, 2930, 2857, 2359, 1691, 1669, 1651, 1582, 1528, 1448, 1354,
1310, 1245, 1161 cm . - RMN 'H (200 MHz, DMSO-dg) 8 = 11,24 (s, 1H, NH-CO) ; 8,33 (d,
1H, J = 8,5 Hz, Ar-H) ; 7,97 (d, 2H, J = 8 Hz, Ar-H) ; 7,57 (t, 1H, J = 7 Hz, Ar-H) ; 7,18 (t,
1H, J = 7 Hz, Ar-H) ; 6,44 (s large, 1H, NH-CO-NH) ; 6,35 (s large, 1H, NH-CO-NH) ; 4,30
(m, 1H, CH,-CH-NH); 4,14 (m, 1H, CH-CH-NH); 3,12 (m, 1H, CH-S); 2,80 et 2,55
(systéme ABX, 2H, “Jag= 5 Hz, *Jax = 12 Hz, *Jpx = 0 Hz, CH»-S) ; 2,61 (s, 3H, CHs) ; 2,37
(t, 2H, J = 8 Hz, CH,-CO) ; 1,62-1,38 (m, 6H, (CHy)3).

o Composé ortho-hydrazone 2¢ :

Le composé 1¢ (500 mg, 1,38 mmol) est dissous a chaud dans I’éthanol (99 %, 8 mL) puis
I’hydrazine monohydrate (572 pL, 11,1 mmol) est ajoutée. La solution est chauffée a reflux
pendant 50 minutes. La solution est évaporée a sec. Le précipité blanc obtenu est filtre, lave
avec de I’eau puis séché a 1’éther. On obtient ainsi 416 mg (11,1 mmol, 80 %) de produit 2¢

sous forme d’une poudre blanche.

F 161°C. — IR (KBr) : 3412, 3240, 2930, 2857, 2351, 1706, 1677, 1604, 1590, 1531, 1463,
1444, 1372, 1303, 1270, 1169 cm .- RMN 'H (200 MHz, DMSO-dg) & =11,97 (s, 1H, NH-
CO); 8,35 (d, 1H, J= 8 Hz, Ar-H) ; 7,45 (d; 1H, J= 7 Hz, Ar-H) ; 7,19 (t, 1H,J = 7,5 Hz, Ar-
H) ;7,04 (t, 1H, J= 7 Hz, Ar-H) ; 6,61 (s, 2H, NH,) ; 6,42 (s large, 1H, NH-CO-NH) ; 6,35 (s
large, 1H, NH-CO-NH) ; 4,32 (m, 1H, CH,-CH-NH) ; 4,14 (m, 1H, CH-CH-NH) ; 3,12 (m,
1H, CH-S) ; 2,81 et 2,56 (systéme ABX, 2H, %/ap= 5 Hz, */ax = 12 Hz, *Jpx = 0 Hz, CH-S) ;
2,31 (t, 2H, J = 8 Hz, CH»-CO) ; 2,09 (s, 3H, CH3) ; 1,63-1,36 (m, 6H, (CHa)s).
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o Composé ortho-diazométhane 3¢ :

On solubilise 2¢ (200 mg, 0,53 mmol) dans 10 mL de DMF. On ajoute alors 800 mg de
MnO,. Aprés 15 minutes d’agitation, le mélange est filtré & travers une couche mixte
Célite(0,5cm)-tamis moléculaire(0,5cm en poudre). Le mélange réactionnel] est évaporé a sec
puis lavé 3 1’éther et séché. Le composé 3¢ (130 mg, 65 %) est obtenu sous forme d’une

poudre rose.

F 110°C. - IR (KBr) : 3248, 2930, 2857, 2367, 2342, 2038, 1699, 1521,1456 cm . - RMN 'H
(200 MHz, DMSO-dg) 8 = 9,37 (s, 1H, NH-CO) ; 7,26-7,00 (m, 4H, Ar-H) ; 6,43 (s large, 1H, ‘
NH-CO-NH) ; 6,35 (s large, 1H, NH-CO-NH) ; 4,30 (m, 1H, CH,-CH-NH); 4,15 (m, 1H,
CH-CH-NH) ; 3,12 (m, 1H, CH-S) ; 2,82 et 2,54 (systéme ABX, 2H, *Jap= 5 Hz, *Jax = 12
Hz, 3Jax = 0 Hz, CH,-S) ; 2,24 (t, 2H, J = 8 Hz, CH,-CO) ; 2,12 (s, 3H, CH3) ; 1,63-1,37 (m,
6H, (CHy)3).

Exemple 1.4 : Synthése du méta-BioDPDAM :

o Composé méra-benzophénone 1d :

On solubilise la D-biotine (500 mg, 2,05 mmol) dans 23 mL de DMF anhydre a chaud. On
refroidit & 0°C sous argon, puis on ajoute successivement la N-méthyimorpholine (295 pL,
2,67 mmol) et le chloroformiate d'isobutyle (420 pL, 3,28 mmol). On laisse sous agitation
pendant 30 min, puis on ajoute la 3-aminobenzophénone (605 mg, 3,07 mmol) et la N-
méthylmorpholine (240 pL, 2,17 mmol) dans 7 mL de DMF. La solution est maintenue sous
agitation 4 0°C pendant 2 h, puis on évapore & sec. On reprend le résidu dans 1 mL de MeOH,
puis on ajoute 25 mL d’eau. Le précipité obtenu est filtré, lavé avec de I’eau, puis avec de
’éther pour donner 810 mg (93 %) de produit 1d brut. Une recristallisation dans le couple

MeOH-H,0 donne 1d (630 mg, 72 %) sous forme d’une poudre blanche.
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RMN 'H (200MHz, DMSO-dg) & =10,10 (s, 1H, NH-CO) ; 87,39 (m, 9H, Ar-H) ; 6,43 (s
large, 1H, NH-CO-NH) ; 6,35 (s large, 1H, NH-CO-NH) ; 4,27 (m, 1H, CH,-CH-NH) ; 4,13
(m, 1H, CH-CH-NH) ; 3,12 (m, 1H, CH-S) ; 2,84 et 2,55 (systéme ABX, 2H, */as= 5 Hz, *Jax
= 12 Hz, 3Jpx = 0 Hz, CH,-S) ; 2, 31 (t, 211, J= 8 Hz, CH-CO) ; 1,59-1,36 (m, 6H, (CHy)s).

o Composé méta-hydrazone 2d :

On solubilise 1d (350 mg, 0,83 mmol) dans 5,5 mL d’éthanol absolu puis on ajoute
I’hydrazine monohydrate (140 pL, 2,48 mmol). La solution est chauffée a reflux pendant une
nuit. Aprés évaporation, le produit est repris dans 1 mlL d’éthanol et de ’eau. Le précipite
blanc est recristallisé : on le dissout dans un minimum d’éthanol & chaud et I’on ajoute de
I’eau jusqu’a apparition d un léger trouble. Aprés refroidissement, le précipité obtenu est lavé
a I’eau puis séché 3 1’éther. On obtient ainsi 264 mg (73 %) de produit 2d sous forme d’une

poudre blanche.

RMN 'H (200 MHz, DMSO-dg) § = 9,99 (s, 1H, NH-CO) ; 9,80 (s, 2H, NHy) ; 7,54-6,88 (m,
9H, Ar-H); 6,26 (s large, 1H, NH-CO-NH) ; 6,21 (s large, 1H, NH-CO-NH) ; 4,28 (m, 1H,
CH,-CH-NH) ; 4,13 (m, 1H, CH-CH-NH) ; 3,12 (m, 1H, CH-S) ; 2,78 et 2,59 (systtme ABX,
2H, 2Jag= 5 Hz, *Jax = 12 Hz, *Jpx = 0 Hz, CH,-S) ; 2,27 (t, 2H, J = 8 Hz, CH>-CO) ; 1,57-
1,36 (m, 6H, (CHz)s).

e Composé méta-diazodiphényl 3d :

On solubilise 3d (500 mg, 0,53 mmol) dans 1 mL de THF. On ajoute alors 80 mg de MnO,
activé. Aprés 5 minutes d’agitation a température ambiante, le mélange est filtré a travers une
couche mixte Célite (0,5 cm) -tamis moléculaire (0,5 cm en poudre). Le mélange réactionnel

est évaporé a sec. Le composé 3d (47 mg, 100 %) est obtenu sous forme d’une huile violette.

RMN 'H (200 MHz, DMSO-d¢) 8 = 9,95 (s, 1H, NH-CO) ; 7,60-6,9 (m, 9H, Ar-H) ; 6,42 (s
large, 1H, NH-CO-NH) ; 6,35 (s large, 1H, NH-CO-NH) ; 4,28 (m, 1H, CH-CH-NH) ; 4,14
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(m, 1H, CH-CH-NH) ; 3,12 (m, 1H, CH-S) ; 2,83 ¢t 2,59 (systéme ABX, 2H, %/ap= 5 Hz, *Jax
= 12 Hz, 3Jsx = 0 Hz, CH,-S) ; 2,27 (t, 2H, J = 8 Hz, CH,-CO) ; 1,58-1,35 (m, 6H, (CHz)s).

Exemple 2 : Réactif de marquage avec le Cy5 : Cy5-PMDAM :

N Aoz %
Q ﬁ +  PHHN" " NHPh - NP~ RS

— .- \
ci ! Ph

S T = 1o SO AT
I+

i ‘\/\/\H’OH
P o
SN - Cy5-COOH
w * BTN O — - 10
N X oH

o]
7 8 9
CHs Hi Hs
CHs
CICO0Bu o] NH>NH2 N-NH2 MnO2 N2
10 + o B —_ —_—
o c
y5_ NH Cy5. _NH Cy5._NH
NH, [N] E b4 T E ¢l
Me
1 12 12bis

O O T L,
ot o G G

(o] o
10 Cy5-COOH

e Composé Todure de 2-[4-(N-acétyl-N-phénylamino)buta-1,3-diényl]-1.2.3,3-tétraméthyl{3H]

indolium 6 :

Le mélan;ge du monochlothydrate de malonaldehyde-bis(phénylimine) 5 (18,3 g; 70,0
mmole), de NaOAc (9,0 g; 110 mmole) et de l'iodure de 1,2,3,3- tétraméthyl[3H]indolium 4
(4,25 g; 14,1 mmole) dans de 'anhydride acétique (75 mL) est chauffé & 110°C pendant 20
min. Aprés refroidissement, on ajoute de l'éther (350 mL) et le solide brun précipite est filtre,
lavé avec de I'éther (3 x 100 mL). Le solide est redissout dans 150 mL de CHyCl,, filtré

(élimination des sels minéraux) puis évaporé pour donner un solide brun (6,0 g, 90 %).
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RMN 'H (CDCls) : § =8,64 (d: 1H; J=12Hz; 1-H); 8,14 (t; 1H; J=16; 12 Hz ; 3-H) ;
7,63-7,19 (m ; 9H) ; 6,90 (d; 1H; J=15Hz; 4-H) ; 5,82 (t; 1H; J= 12 ; 13 Hz ; 2-H) ; 4,06
(s; 3H; NCH3) ; (2,16 (s ; 3H ; -COCH3) ; 1,74 (s ; 6H ; CHa).

e Composé Bromure de 1-(5-carboxypentyl)-2.3.3-triméthyl] 3HJindolium 9 :

On mélange le 2,3,3-triméthylindole 7 (10,0 g ; 62,8 mmole) et l'acide 6-bromohexanoique 8
(12,3 g; 62,8 mmole) sans solvant et chauffe & 110°C pendant 12 h sous argon. Le mélange
réactionnel pateux rouge-violet est lavé avec de l'acétate d'éthyle (2 x 60 mL, on triture la pate
avec la spatule et on décante le surnageant), puis avec de l'acétone (50 mL, la pate solidifie).

Le solide rose est filtré puis séché sous vide (16,0 g ; 73 %).

e Composé Cy5SCOOH 10 :

Le mélange de liodure 6 (6,0 g; 12,7 mmole), du bromure 9 (4,5 g; 12,7 mmole) et de
NaOAc (2,6 g ; 32 mmole) dans de l'anhydride acétique (35 mL) est chauffé a 110 °C pendant
20 min. Aprés refroidissement, on ajoute de 1'éther (150 mL) et le précipité est filiré et lave
avec de I'éther (3 x 50 mL). Le solide est dissous dans 100 mL de CH,Cl,, filtré et purifié par
chromatographie sur colonne de SiO; (€luant : MeOH 5-10 %/CH;Cl,). On obtient 3,4 g (44
%).

RMN H (CDCls) : =8,03 (t; 2H; J=10; 11 Hz, 2-H, 4-H) ; 7,38-6,91 (m ; 9H ; Ar-H, 3-
H); 641 (d;1H;J=14Hz; 1-H); 6,31 (d; 1H;J=13 Hz; 5-H) ; 4,07 (¢; 2H, /=77
Hz ; a-CHy) ; 3,68 (s ; 3H ; NCH3) ; 2,47 (t; 2H, J=7; 7Hz ; e-CH2) ; 1,71 (m ; 18H ; CHs,
B,y et 8-CHy).

« Composé de couplage de la 3-aminoacétophénone avec le CySCOOH 10 (produit 11) :

A une solution de Cy5COOH 10 (1,19 g; 1,9 mmole) dans 12 mL de CHyCly, on ajoute N-
méthylmorpholine (360 pL ; 3,2 mmole). La solution est refroidie avec un bain de glace, puis
on ajoute le chloroformiate d'isobutyle (480 pL ; 3,7 mmole). Aprés 5 minutes d'agitation, on

additionne la 3-aminoacétophénone (488 mg ; 3,6 mmole). On agite le mélange a température
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ambiante pendant 3 h. En ajoutant 250 mL d'éther, on obtient un solide pateux. Apres
agitation, on laisse reposer le solide au fond de ballon et on décante le surnageant. On ajoute
de nouveau 50 mL d'éther et on triture avec une spatule pour obtenir un solide. Celui-ci est
filtré, lavé avec de l'eau, de I'éther, puis séché sous vide. Le produit (iodure) est ensuite
dissous dans de 1'éthanol, passé sur colonne d'amberlite IRA900 (CI” ; 15 g). La solution
&thanolique recueillie est évaporée & sec puis passée sur colonne de SiO;. On obtient 0,93 g

(77 %) de solide bleu.

e Composé Cy5-hydrazone 12 :

On ajoﬁte 3 une solution de l'acétophénone 11 (0,93 g ; 1,46 mmole) dans 5 mlL d'éthanol
absolu I'hydrazine monohydraté (180 pL ; 3,1 mmole) que I’on agite & température ambiante
pendant 7 h. On ajoute 50 mL d'éther et le précipité est filtré et lavé avec de I'éther. On dissout
le produit brut dans 50 mL de CH,Cly, la solution est filtrée puis concentrée a 10 mL. Le
produit est précipité par ajout de 100 mL d'éther, filtré, lavé a I'éther et séché sous vide. On
obtient 540 mg de produit 12 (57 %).

e Composé CySPMDAM 12bis :

A une solution de 100 mg d’hydrazone 12 dans 2 mL de DMF, on ajoute 300 mg de MnO, et
’on agite vigoureusement pendant 10 min. On filire la suspension a travers une couche de
célite et lavée avec DMF (3x500 pL). On ajoute 50 mL d'éther et 1'huile déposée est triturée
avec une spatule et le surnageant est décanté. On répéte 'opération de lavage trois fois avec 25
mL d’éther et le solide ainsi obtemu est filtré, séché. On obtient 65 mg (65 %) de produit
12bis. La pureté du produit est d'environ 80-85 % (RMN 'H).

Exemple 3 : Autres réactifs synthétisés :

Exemple 3.1 : Synthése de para-nitrophényldiazométhane (NPDAM) :
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Le 4-nitrobenzaldéhyde hydrazone est commercialement disponible (référence 28,118-2,
Aldrich, France).

On travaille donc sur 600 mg (3,64 mmole) de ce produit que 1’on dissout dans 9 mL de THF.
La solution est laissée sous agitation pendant 5 minutes puis 1,26 g (4 équivalent, 14,56
mmole) de MnO, sont additionnés avec précaution. Le mélange est laissé sous agitation
pendant 10 minutes, puis filtré. Le filtrat récupéré est évaporé 4 sec. Aprés lavage au pentane,
le composé para-nitrophényldiazométhane est obtenu sous forme d’une poudre orange vif

avec un rendement de 79 % (468 mg, 2,87 mmole).

F 80-82°C. - RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) 8 = 8,11 (d, 2H, J =9 Hz, Ar-Hz) ; 7,18 (d, 2H,
J=9 Hz, Ar-Hy); 6,06 (s, 1H, CH;-Ny).

Exemple 3.2 : Synthése du phénylméthyldiazométhane (PMDAM ) :

Hydrazone de ’acétophénone : On dilue ’acétophénone (2,0 g, 16 mmole) dans 16 mL
d’éthanol absolu puis on ajoute ’hydrazine (2,3 mL, 48 mmole). On porte au reflux. Aprés 2
h, on évapore le solvant et on reprend le résidu dans de I’éther (150 mL). On lave avec de
I’eau (100mL). Aprés séchage sur Na,SO4, on évapore 1’éther. On obtient I'huile jaune péle
(1,5 g, 11 mmole, 69 %).

Phénylméthyldiazométhane (PMDAM) : On dissout I’hydrazone (150 mg, 1,1 mmole) dans 3
mL de THF. On ajoute le MnO; (480 mg, 5,5 mmole). On agite pendant 30 min 4 température
ambiante. Le milieu se colore en rouge. On filtre et on évapore le solvant. On obtient ’huile

rouge (145 mg, 100 %). Ce réactif est utilisé sans puriﬁcaﬁon.
Exemple 3.3 : Synthése du diphényldiazométhane (DPDAM) :

La Benzophénone hydrazone est commerciale (référence B 960-2 Aldrich, France).

On travaille donc sur 196 mg (1,0 mmole) que I’on dissout dans 5 mL. de THF. 435 mg (5 éq,
5,0 mmole) de MnO, sont additionnés, le mélange est laissé sous agitation pendant 10
minutes, puis filtré. Le filtrat récupéré est évaporé a sec. On obtient 193 mg (0,99 mmole). Ce

réactif est utilisé sans purification.
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Exemple 3.4 : Synthése du NVDAM :
NO, NO,
X 1) NH,-NH,, EtOH N
—— 2
CH;0 2) MnQO,, THF CH30
OCH; OCH;
5 NVDAM

La synthése est réalisée selon le protocole décrit précédemment a partir de 6-

nitrovératraldéhyde (Aldrich, référence 27,960-9).

10  Exemple 4 : Synthése du dérivé biotinylé a partir du NPDAM :

(selon ref.) 1. Couplage
1. HOCH ,CH,OH, TsOH 2. hydrazine o
2. Na,S, reflux 3, MnO, Biot (

M. E. Wall et al., J. Med. Chem., 1993, 36, 2689.

Le dérivé 2-amino-4-nitro benzaldéhyde est préparé selon la méthode de ME Wall et al
15 référencé ci-dessus.

La préparation du diazométhane NPDAM est identique & celle décrite dans I’exemple 3.1 ci-
dessus.

20 Exemple 5 : Préparation des acides nucléiques ADN :

Les amplicons ADN sont générés par PCR & partir de cibles d’ADN génomique

Mycobacterium tuberculosis 165 (10" copies comme cibles de départ) en utilisant le kit Fast
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Start de Roche, 0,2 mM de chaque désoxyribonucléotide (d-ATP, d-CTP, d-GTP, d-TTP), 0.3
pM d’amorces et 0,4 pL. d’enzyme.

Les parameétres de la PCR sont les suivants :

- 95°C : 4 min puis 35 cycles (95°C : 30 sec ; 55°C : 30 sec ; 72°C : 30 sec) puis 4°C .

Les amplicons sont analysés qualitativement par électrophorése sur gel d’agarose (1,5%, TBE
0,5X). Le volume déposé est de 5 pL et la migration s’effectue durant 20 min 4 100 Volts (V).

La visualisation des produits PCR est réalisée sous lampe UV aprés coloration au bromure
d'éthidium.

P’

Les conditions pour la culture, D’extraction des Mycobactéries ainsi que les amorces

d’amplification sont données dans la demande de brevet WO-A-99/65926.

Exemple 6 : Réactivité des réactifs de marquage sur des nucléotides modéles

La synthése des réactifs de marquage est décrite dans les exemples 1 a 4 ci-dessus. Le PDAM
décrit dans la présente invention est commercialement disponible. (référence P1405,

Molecular Probes, Eugene, OR)

Exemple 6.1 : Marquage des monomeres UMP 3’-phosphate :

La réactivité des réactifs de marquage portant une fonction diazométhyle a été ¢tudiée pour

contrdler la spécificité de la réaction.

Un protocole a été mis au point qui consiste & étudier cette réactivité par électrophorése
capillaire sur un composé modele le 3°>-UMP (Uridine 3’monophosphate, référence U1126
Sigma) dans les conditions standards suivantes :

3-UMP 0,04 mM ; H;BOs 2,0 mM ; Marqueur 2,0 mM [ajouté avec un solvant organique
approprié (THF, AcOEt ou DMSO)] ; Solvants H,O - CH3CN -Solvant organique (rapport :
1/3/1).
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On répartit cette solution en dix fractions de 250 pL que ’on chauffe a 60 °C. Apreés une
durée définie, chaque fraction est traitée avec 250 uL de dichlorométhane. Aprés agitation, on
¢élimine la phase organique (phase inférieure). On répéte cette opération encore deux fois.
Aprés centrifugation (5 min, 5000 tours par minutes (rpm)), la phase aqueuse est analysée par
électrophorése capillaire. Les conditions de I’électrophorese capillaire (EC) sont les
suivantes : I’analyse EC a été effectuée par I’appareil Beckman P/ACE 5000. Un capillaire de
silice fondue non traité (75 pm x 50 cm) a ét¢ utilisé. Le voltage appliqué est de 30 kV
(polarité normale) et la température du capillaire a été maintenue a 23°C. Les
électrophorégrammes ont été enregistrés 4 254 nm. La solution tampon borate (0,1 M, pH 8,3)
a &té préparée 2 partir de 1’acide borique en ajustant le pH avec une solution NaOH et filtrée a

travers un filtre 0,2 pm. Les échantillons ont été injectés sous pression (0,5 psi, 5 secondes).

Chaque analyse est précédée de la régénération du capillaire par passages successifs d’une

solution de NaOH (0,1 M, 2 min), eau (2 min) et de tampon borate (2 min) sous pression (20

psi).

La réaction est effectuée en faisant varier le temps de réaction entre 0 et 4 heures, comme
indiqué sur chaque figure, et les résultats sont présentés pour chaque réactif testé sur les
figures 2A & 2I avec la concentration en réactif utilisé.

Le temps de réaction est indiqué sur chaque électrophorégramme.

Avec tous les réactifs testés, on obtient la formation exclusive d’un produit monoalkylé, ce
qui prouve la spécificité de la réaction.

La réactivité, ¢’est-a-dire le temps de demi réaction du réactif sur le 3°-UMP, peut éire ainsi
calculée, par comparaison de la hauteur des pics, et les résultats sont présentés dans le tableau

1 ci-dessous (conditions standards décrites ci-dessus) :

Formules ele @?: o oy
chimiques et M o
noms PDAM DPDAM PMDAM NPDAM
Réactivité 5 min 20h 30 min 4h
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Formules | 3 "L Ho~t on,
chimiques A Bio. M o Bh\'o(NH -
ot g : v
noms BioDPDAM m-BioPMDAM  p-BioPMDAM  0-BioPMDAM *
Réactivité 10h 15 min 5 min 1 min

* Avec le 0-BioPMIDAM, la réactivité est estimée car dans les conditions de conceniration de 2 mM en réactif de

marquage, la réaction est compléte en moins de 5 min. La figure 21 utilise donc une concentration de 0,2 mM.

Tableau 1 : Réactivité (temps de demi réaction) de réactifs

On peut néanmoins noter que, la réaction étant trés spécifique et ne conduisant pas a des sous
produits pour tous les réactifs testés, il est possible d’augmenter la concentration du réactif de
marquage sans conséquence du point de vue de la sélectivité sur le marquage.

Ainsi pour le réactif DPDAM, si I’'on augmente la concentration & 20 mM (voir figure 2C), la
réactivité (temps de demi réaction) est de 2 heures. Le méme résultat est obtenu avec le

BioDPDAM (figure 2F) ou la réactivité est de 45 min & une concentration de 30 mM.

Exemple 6.2 : Test de différents nucléotides 3'-monophosphate :

De maniére a éviter toute erreur d'interprétation, une étude complémentaire sur le marqueur
méta-BioPMDAM, pris & titre d'exemple significatif, a été effectuée avec les autres

nucléotides 3’-monophosphate.

Les nucléotides testés sont les suivants : 3-AMP (référence 85,194-9, Aldrich), 3'-GMP
(référence 151214, ICN), 3'-CMP (référence C1133, Sigma), 3-TMP (série désoxyribo)
(référence T1008, Sigma). Les électrophorégrammes obtenus avec les différents nucléotides
sont représentés sur les figures 3A a 3D. Les temps de réaction indiqués sur la figure 3A sont

identiques pour les figures 3B 4 3D.

Quel que soit le nucléotide de départ (série ribo ou désoxyribo), nous observons la formation

exclusive et compléte du produit alkylé en 130 min 4 60°C. 11 est important de noter que dans
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le cas de la guanine (base la plus réactive avec les réactifs alkylants usuels), seul le produit
alkylé au phosphate est observé prouvant la trés grande sélectivité de la réaction.
Cette étude permet également de vérifier que la vitesse de la réaction ne dépend pas de la

nature de nucléotide en tant que substrat.
Exemple 6.3 : Etude d’un dinucléotide :

L’alkylation du dinucléotide ApUp (référence A4298, Sigma) a été effectuée avec le méta-
BioPMDAM afin de vérifier la sélectivité de la réaction vis-a-vis du phosphate terminal par
rapport au phosphate internucléotidique. Le suivi de la réaction par électrophorése est
représenté sur la figure 4. Les conditions sont les conditions standards de 1’exemple 6.1 déja

décrit.

La formation exclusive d'un seul produit est observée montrant une bonne sélectivité du
réactif méta-BioPMDAM vis-a-vis du phosphate terminal par rapport au phosphate

internucléotidique.

Exmple 6.4: Caractérisation des adduits avec les quatre (4) nucléotides 3’-

monophosphates :

Pour s’assurer que les produits obtenus provenaient bien d'une alkylation au phosphate, la
synthése des adduits des monophosphates 3'-UMP, 3'-CMP, 3'-GMP et 3'-AMP avec le réactif
méta-BioPMDAM a été effectuée. La réaction d'alkylation est réalisée a I'échelle préparative
comme indiqué ci-dessous. Les adduits, obtenus avec des rendements de 1'ordre de 70 % sont

purifiés puis étudiés par RMN du proton et du phosphore.

Protocole de préparation :

On dissout le 3'-UMP (sous forme de sel disodique ; 9,3 mg ; 21,1 pmol) dans 2 mL d'une
solution aqueuse 0,1 M de H3BO;, puis on ajoute successivement 2 mL de CH3;CN, 6 mL de

MeOH puis le réactif méta-BioPMDAM (75 mg ; 0,20 mmol). La réaction est réalisée pendant
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2,5 h a température ambiante. Elle est suivie par électrophorése capillaire. On ajoute 3 mL
d'eau, puis I'excés du réactif est éliminé par extraction avec CHyCly. La phase aqueuse est
&vaporée. Le résidu est dissous dans une petite quantité d'eau et purifié par passage sur une
colonne de gel de silice en phase inverse (Lichroprep RP-18, Merck ; élution MeOH/H,0
(20/80)). On obtient 10 mg (69 %) de l'adduit du 3°-UMP.

Les spectres de RMN du proton obtenus pour les adduits du 3'-NMP (N= G, U, C, A) sont
présentés sur les figures SA a 5D. L’identification des adduits a été réalisé par des expériences
de RMN 2 deux dimensions 'H/'H (COSY). Deux diastéréoisomeéres pour chacun de ces
adduits dans un rapport 1/1 sont présents.

Un seul pic est présent pour la RMN du phosphore vers 0 ppm (300 MHz, D20).

Ces expériences démontrent que la réaction est bien spécifique, qu’un seul adduit est observé
et que le marquage a bien lieu sur le phosphore. Il n’y a pas de réaction secondaire
d’alkylation sur les bases. Les produits de marquage sont donc particulicrement adaptés pour

une étape d’hybridation.

Exemple 7 : Etade de stabilité a la température :

Tous les dérivés du diazométhane, décrit dans le tableau 1 de I’exemple 6.1 ci-dessus, sont
conservé i 1’état solide dans le congélateur & -20 °C pendant au moins trois (3) mois et aucune
perte de réactivité n’est observée.

La stabilité a température ambiante sur la paillasse a été déterminée par RMN 'H pour les
deux réactifs NPDAM et méia-BioPMDAM. Nous n'avons observé ancune décomposition en
laissant le NPDAM pendant un mois sur la paillasse sans précaution particulicre. Nous
observons environ 50% de décomposition en laissant le méta-BioPMDAM sur la paillasse
pendant vingt-cing (25) jours.

La stabilité a la température du réactif de marquage est une caractéristique essentielle. En
effet, la destination finale d’un tel réactif pour une application industrielle est un kit de
marquage. Un réactif qui n’est pas stable au moins pendant quinze (15) jours a -20°C, de

préférence un (1) mois est invendable. Méme s’il existe des moyens de stockage et d’envoi
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jusqu'a -110°C, il existe une relation entre la stabilité 4 -110°C et & -20°C et c’est pourquoi la

valeur de quinze (15) jours a -20°C, de préférence un (1) mois & -20°C est un minimum

industriel. Au dela de -110°C, les laboratoires ne disposent pas des équipements nécessaires

(congélateur) pour stocker ces réactifs du point de vue de "utilisateur et du fabricant, et il n’y
5  apas de moyen simple type carboglace pour les expédier du point de vue du fabricant.

En ce qui concerne la stabilité a température ambiante, une stabilité de quelques heures, de

préférence de un (1) jour, est suffisante pour permettre a "utilisateur d’effectuer le marquage.

10  Exemple 8 : Etude de la frasmentation de ’ADN :

Exemple 8.1 : Hydrolyse de différents nucléosides en milieu acide :

Le but de cette étude est de démontrer la différence en terme de stabilit€ a pH acide entre les
15  nucléosides naturels, les nucléosides modifiés ainsi que les nucléosides de type puriniques et
pyrimidiniques. Cette étude permet également de mieux contrdler la fragmentation de I’ADN

en tenant compte de sa composition en bases.

o ;ér
HO— :o: | HO— l HO o
OH '

OH
o] NH; NHa
H\N N N)I /‘jiN
N/
[ >—8r
HQNAN N '%N ‘*N N
HO
o
OH

20

IDT Exhibit 1020.7758



10

15

20

25

30

WO 02/090584 PCT/FR02/01542
43

Deux nucléosides modifiés, la 8-bromo-2’-desoxyadenosine (8-BrdA) et la 5-bromo-2’-
désoxycytidine (5-BrdC) ainsi que les quatre (4) nucléosides naturels (dA, dC, dG et dT) ont
été utilisés dans cette étude.

50 nanomoles (nmol) de chaque nucléoside sont incubées dans 50 mM de formiate de sodium
pH 3 4 95°C. Les temps d’incubation varient de O 4 45 min. Aprés séchage sous vide et reprise
par 20 pl d’eau pure, les échantillons (10 nmol) sont alors analysés par HPLC en phase
inverse. Les résultats sont donnés sous forme de pourcentage d’hydrolyse du nucléoside de

départ (en ordonnée) par rapport au temps d’incubation en minutes (en abscisse) voir figure 8.

Les courbes de la figure 8 montrent que la modification de 1’adénine en position 8 par un
atome de brome rend ce nucléoside moins stable que le nucléoside naturel. D’autre part, les
résultats montrent que, dans les conditions utilisées, la dépurination est beaucoup plus
importante que la dépyrimidination.

Cette étude montre que la fragmentation de I’ADN par la dépurination ou la dépyrimidination
peut &ire contrdlée en optimisant les conditions d’hydrolyse, ou en incorporant soit des bases
modifiées moins stables que les bases naturelles soit des bases pouvant étre modifiées et

hydrolysées apres leur incorporation.

Exemple 8.2 : Fragmentation de ’ADN double brin incorporant ou non un nucléotide

modifié :

Trois amplifications PCR ont été réalisées en paralléle a partir de cible ADN génomique
Mycobacterium tuberculosis 16S (10" copies de départ) en utilisant le kit Fast Start de
Roche, 0,2 mM de chaque désoxyribonucléotide (d-ATP, d-CTP, d-GTP, d-TTP), 0,3 uM
d’amorces et 0,4 pl. d’enzyme.

Les paramétres de la PCR sont ceux de I’exemple 5.

Dans le premier cas, le protocole est utilisé tel quel : cas de 1a PCR dite naturelle.

Dans le deuxiéme cas, le protocole est modifié pour obtenir une PCR a 30 % de 8Br-dATP.
Ceci est réalisé en introduisant 0,2 mM de d-CTP, d-GTP et d-TTP. On introduit également
0,14 mM de d-ATP et 0,06 mM de 8-BrdATP. (La 8-BrdATP est commerciale (référence N~
2005-1, TriLink Biotechnologies, San Diego CA).
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Dans le troisiéme cas, le protocole est modifié pour obtenir une PCR & 50 % de 8-Brd ATP.
Ceci est réalisé en introduisant 0,2 mM de d-CTP, d-GTP et d-TTP. On introduit également
0,1 mM de d-ATP et 0,1 mM de 8-BrdATP.

L’étude de la fragmentation seule de ces amplicons a été réalisée dans les conditions décrites
ci-dessus : 50 mM de formiate de sodium pH 3 4 95°C.
L’analyse a été effectuée sur gel dénaturant de polyacrylamide (8 % polyacrylamide, 7 M urée,

1 X TBE) utilisant coloration au bromure d’éthidium.

Aprés 15 min d’incubation a4 95 °C dans 50 mM de formiate de sodium pH 3, aucune
différence n’est visible entre les trois (3) cibles. Dans tous les cas, nous avons observé une

fragmentation totale des amplicons PCR.

La dépurination des amplicons PCR a été également réalisée a différents pH et a différentes
températures et temps d’incubation. L’analyse sur gel, dans les conditions ci-dessus, montre
qu’a pH 3, la fragmentation est totale aprés seulement 10 min d’incubation a 95°C. A ce pH,
la fragmentation est aussi totale & 60°C aprés 30 min d’incubation.

A pH 4, 30 min d’incubation sont nécessaires pour ’obtention d’une fragmentation totale des
amplicons ADN méme a 95°C. Ce résultat est trés intéressant et montre que le site abasique
généré a pH acide est instable et donc conduit & la fragmentation de la chaine ADN sans aucun

autre traitement particulier.

Exemple 9 : Marquage et fragmentation de PADN par le dérivé mérta-bioPMDAM (3a)

en deux étapes :

Le dérivé méta-bioPMDAM (3a) a été obtenu selon le schéma réactionnel décrit dans
Pexemple 1.1.
Les amplicons ADN ont été préparés par amplification PCR selon le protocole décrit dans

P’exemple 5.
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Marquage

A 10 pl de PCR, 38 pL d’eau pure (sigma), 50 pL de formiate de sodium a pH 3 (100 mM
dans 1’eau pure) sont ajoutés et le mélange est incubé pendant 30 minutes a 60°C. Puis 2 pL
de méta-bioPMDAM (100 mM dans DMSO) sont ajoutés ensuite. La solution a été¢ mélangée
par vortex, puis incubée 15 minutes supplémentaires a 60°C.

Les essais sont réalisés en duplicata afin de pouvoir analyser la fragmentation de I’ADN sur

gel et Pefficacité de marquage par hybridation et lecture de la puce a ADN.

Purification
La purification est réalisée sur colonnes QIAQUICK™ (Nucleotide Removal kit, Qiagen,

Hilden, Allemagne). Le protocole de purification utilisé est celui recommandé par le

fournisseur.

Aprés purification, 1’éluat est transféré dans un tube propre contenant 400 pL. de tampon
d’hybridation (1,75 mL 20X SSPE ; 2,9 mL Bétaine 5M ; 290 uL. DTAB 0,1M ; 10 pL Anti-
mousse 30%) sont ajoutés. Les références de ces substances sont, pour :

¢ la bétaine référence B-2754 Sigma, et

e ]a DTAB référence D-5047 Sigma.

La solution est mélangée par vortex et incubée 10 min & 95°C, afin de séparer les brins
d’ADN qui ne sont pas séparés lors de I’étape de marquage pendant la fragmentation (étape de
dénaturation). Le tube est ensuite plongé dans un mélange eau-glace a4 0°C avant hybridation

sur puce & ADN.

Hybridation sur puce 8 ADN

Aprés I’étape de marquage pendant la fragmentation, les fragments obtenus sont hybridés sur
les puces & ADN congues pour ’analyse de la région 213-415 de la séquence M20940
« Genbank » de ’ARN 16S de Mycobacterium tuberculosis. Cette puce 3 ADN est décrite
dans A. Troesch et al, J. Clin Microbiol., 37(1), p49-55, 1999.

Les étapes d’hybridation ont été réalisées sur les stations fluidiques (Affymetrix, Santa Clara,

CA) en utilisant le protocole d’hybridation et les tampons décrits dans A. Troesch et al, J. Clin
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Microbiol., 37(1), p49-55, 1999. Une étape supplémentaire est nécessaire pour révéler la

biotine (détection indirecte).

L’ hybridation est révélée par le couplage de la streptavidine marquée a la phycoérythrine
(PE) qui interagit avec la biotine de la méta-BioPMDAM dans les conditions suivantes ;
300 pL d’eau pure; 300 pl. de tampon Tris 100 mM pH 7 / NaCl 1M/ tween 0,05% /
Antimousse 0,005% ; 6 pL de BSA (50 mg/mL) ; 6 pL de streptavidine-PE (300 pg / mL).

Les références de ces substances sont, pour :

la Streptavidine-Phycoérythrine : référence R0438, Dako, Danemark,
la Streptavidine-CY35 : référence C0050, Dako, Danemark,

[ ]

I'Antimousse référence M5-575, Ultra Additives Inc., et

le Tween référence P-7949, Sigma.

Lecture de la puce & ADN :

La lecture de la fluorescence émise a la surface de la puce a ADN aprés marquage et
hybridation ainsi que la génération des données en termes d’infensité du signal et du
pourcentage d’homologie sont réalisés par les systémes de lecture et le logiciel fournis par
Affymetrix (GeneChip® Instrument System et GeneChip® Information System, Santa Clara
CA).

Le systéme de lecture fournit des intensités en signal et bruit de fond exprimées en rfu
(« relative fluorescence unit »). Le pourcentage d’homologie est donné par rapport a une
séquence référence qui dans ce cas est la séquence de Mycobacterium tuberculosis.

Les résultats en termes d’intensité moyenne du signal (I), du bruit de fond (B) et du
pourcentage d’homologie (%) sont donnés dans le tableau 2 ci-dessous :

De maniére générale, on considére qu’un pourcentage d’homologie supérieur a 90% est un
résultat satisfaisant bien que ’on cherche en général un résultat supérieur a 95%. Au dessus de
95%, les valeurs ne sont plus indiquées car elles ne sont pas significatives dans le cas de la
puce & ADN Mycobactéries. Une intensité élevée avec un bruit de fond faible est le deuxiéme
résultat recherché dans les exemples qui suivent. Dans tous les résultats, le bruit de fond B est

déduit de ’intensité moyenne I.
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Analvse sur gel de polyacrylamide

Les échantillons destinés 4 étre analysés sur gel sont séchés sous vide, repris par 10 pL d’eau
pure et 10 pL de bleu formamide 2X.
La migration est effectuée sur gel d’acrylamide 8%, dans du TBE 1X, une (1) heure a 150 V.

Le pH acide a été utilisé pour la fragmentation de I’ADN. En effet 4 ce pH, le phénoméne de
dépurination engendre des sites abasiques trés instables conduisant & une fragmentation
presque immédiate des séquences ADN a température élevée. Ce type de fragmentation

produit des fragments ADN-5’ phosphate.

I’analyse sur gel montre que l’incubation des amplicons PCR a 60°C pendant 30 min en
solution dans le tampons formiate (50 mM, pH 3) conduit & une fragmentation totale de ces
amplicons. Ceci nous a permis d’évaluer le marquage pendant la fragmentation des amplicons

ADN en présence du marqueur méta-bioPMDAM.

Les résultats de marquage pendant la fragmentation des amplicons ADN en termes de

pourcentage d’homologie, d’intensité des signaux et du bruit de fond sont donnés dans le

tableau 2 ci-dessous.

Conditions de marquage des amplicons PCR | Homologie (%) I (rfu) B (rfu) B

Tampon : formiate pH3, 50 mM
Marqueur : 2 mM méta-bioPMDAM > 05§ 4456 593 7,5
Incubation : 30 min a 60°C

Tableau 2 : Marquage et fragmentation des amplicons ADN en termes d’homologie,
d’intensité des signaux (I) et du bruit de fond (B)

Cet exemple montre que les dérivés de I’invention peuvent étre utilisés pour le marquage des
fragments ADN produits par amplification enzymatique dans un protocole en deux étapes. Ils

peuvent étre également utilisés pour le marquage de I’ ADN naturel non amplifié.
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Exemple 10 : Marquage de ’ADN par le dérivé Cy5-PMDAM (12bis) :

Le marquage de ’ADN par ce nouveau marqueur portant le fonction diazométhyle a été

évalué en utilisant un fragment ADN synthétique.

oD O
l l/\/\”/NH

(@]
Cy5-PMDAM (12bis)

Le réactif de marquage Cy5-PMDAM (12bis) est préparé selon le protocole décrit dans
I’exemple 2.

Un oligodésoxyribonucléotide (ODN) vingt (20) mers est préparé selon la méthode dite au
phosphoramidite. On introduit un phosphate a 1’extrémité 5’ par un réactif de phosphorylation
standard compatible avec la chimie au phosphoramidite. La séquence de cet ODN est
constituée de toutes les bases mnaturelles de 1I’ADN (séquence | de I’ODN: 5’-
CTGAACGGTAGCATCTTGAC-3). Cette séquence est complémentaire de séquences de
capture d’une puce & ADN dite « modele », synthétisée selon la technologie Affymetrix. Cette
puce & ADN contient des sondes de capture identiques en séquence et qui sont réparties en
damier sur sa surface. La lecture de cette puce & ADN donne des informations quant a la

performance du marquage en terme d’intensité mais pas de résultat d’homologie.

Marquage : A 50 picomoles (pmoles) de cet ODN, 10 pL de Cy5-PMDAM (100 mM dans le
DMSO) sont ajoutés. Le volume final est de 100 pL. Aprés homogénéisation, I’incubation est

réalisée a 60°C pendant 30 minutes.

Purification et lecture: La purification pour éliminer I’excés de réactif de marquage est

réalisée selon 1’exemple 9. La lecture sur puce & ADN est effectuée selon I’exemple 17.

IDT Exhibit 1020.7764



10

15

20

25

WO 02/090584 PCT/FR02/01542
49

Résultats :

La moyenne des intensités de marquage (I) lue sur la puce & ADN est de 16 644 rfu pour un
bruit de fond (B) de 450 rfu.

Ce niveau d’intensité est trés élevé et montre que le réactif de marquage Cy5-PMDAM (12bis)
est tout a fait compatible avec le marquage des fragments d’ADN sur le groupement

phosphate.

Exemple 11 : Marquage et fragmentation de ’ADN par le réactif PDAM :

Exemple 11.1 : Marquage par le 1-Pyrényldiazométhane (PDAM) :

l CH=N,

1-Pyrényldiazométhane

Le PDAM est obtenu chez Molecular Probes (Eugene, OR) et solubilisé dans du DMSO
anhydre.

Deux ODN de vingt (20) mers ont été utilisés comme modéles ADN : un ODN de 20mer 5°-
hydroxyle et le méme ODN de 20mer portant un phosphate a 1I’extrémité 5°. La séquence de
I’ODN est décrite dans 1’exemple 10. La réaction de marquage est réalisée dans un mélange a
50 % en DMSO et 1,5 mM en 1-Pyrényldiazométhane (PDAM) & 60°C pendant 30 minutes
ou une heure.

L’efficacité du marquage a été évaluée par chromatographie sur couche mince (en phase
normale) dans un éluant isopropanol/ammoniaque/eau 60/10/30. Aprés 30 minutes, le
couplage est total sur I’'ODN 5°-phosphate. Il faut une heure pour obtenir un couplage partiel
sur I’ODN 5’-hydroxyle c¢’est a dire environ 50%.
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Les résultats de I’exemple 6 sont confirmés sur une séquence modeéle de 20 bases en ce qui
concerne le marquage préférentiel des réactifs portant une fonction diazométhyle sur le
phosphate terminal. Le marquage sur un phosphate intranucléotidique n’est pas un
inconvénient rédhibitoire puisque cela peut conduire 4 une augmentation de la sensibilité par
introduction de plus d’un marqueur sur le fragment d’acide nucléique. Cela permet a I’acide
nucléique de s’hybrider avec une bonne sensibilité sur la cible complémentaire tout en
conservant une bonne spécificité d’hybridation.

L’homme du métier par des réactions d’optimisation peut ainsi contrdler la spécificité du
marquage, en jouant par exemple sur le réactif de marquage, le temps de réaction et la

température, pour avoir un marquage exclusif sur le phosphate terminal.

Exemple 11.2 : Etude cinétique de 1a réaction de marquage par le PDAM :

Cette étude a été réalisée en utilisant ’ODN 20mer 5’-phosphate dans les conditions
précédentes en faisant varier le temps de réaction. Les rendements de marquage ont été
évalués par analyse chromatographie liquide haute pression (CLHP) en phase inverse dans les
conditions suivantes :

Phase inverse colonne Spheri-5 RP-18 5 pm, 220x 4,6 mm (Perkin Elmer). Les tampons et le
gradient utilisés sont :

e Tampon A : 0,1 M TEAA ; Tampon B = 50% Tampon A + 50 % CH3CN, et

e Gradientde 10 4 50 % de B en 30 min & 1 ml/min & température ambiante.

Les résultats sont représentés sur la figure 9 avec en abscisse le temps de réaction, exprimé en
minutes, et en ordonnée le pourcentage de marquage.

Le rendement est proche de 90% aprés seulement 10 min d’incubation & 60°C.
Exemple 11.3 : Effet de la température sur le marquage au PDAM :
Le marquage a été réalisée en utilisant ’ODN 20mer 5’-phosphate dans les conditions

précédentes en faisant varier la température d’incubation et avec un temps d’incubation de 10

minutes dans chaque cas.
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Les rendements de marquage ont été évalués par analyse CLHP en phase inverse.

Les résultats sont présentés sur la figure 10 avec en ordonnée le pourcentage de marquage et
en abscisse la température de réaction en °C

Il est trés important de noter que méme & température ambiante (25°C), nous observons un
marquage de I’ODN. Aprés 10 minutes d’incubation a 25 °C, le rendement de marquage est
environ de 25%. A des températures supérieures a 50°C, des rendements supérieurs & 80%
sont obtenus.

Ceci montre Defficacité et la flexibilité de cette chimie de marquage de I’ADN par les réactifs

portant une fonction diazométhyle.

Exemple 12 : Marquage et fragmentation des amplicons ADN obtenus par amplification

PCR avec le réactif de marquage méfa-bioPMDAM (3a) :

Le dérivé méta-bioPMDAM (3a) a été obtenu selon le schéma réactionnel décrit dans
I’exemple 1.1.
Les amplicons ADN ont été€ préparés par amplification PCR selon le protocole décrit dans

P’exemple 5.
Exemple 12.1 : Comparaison du marquage avec et sans fragmentation :
a. Marquage dans les conditions de fragmentation :

A 10 pL de PCR sont ajoutés 50 pL de formiate de sodium pH 3 (50 mM) et 2 pl de méta-
BioPMDAM 100 mM dans du DMSO). Le volume est ajusté a 100 pl. La solution est

incubée 30 min a 60°C.

b. Marquage sans fragmentation :

A 10 pL de PCR sont ajoutés 2 uL de méta-BioPMDAM (100 mM dans du DMSO). Le

volume est ajusté & 100 pL. La solution est incubée 30 min a 60°C.

Le reste du protocole est identique a celui de I’exemple 9.
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Résultats
Protocole utilisé Homologie (%) | I(xfu) |B (xfu)| I/B
a. Marquage dans les conditions de
>95 3995 569 7,0
Jragmentation
b. Marquage sans fragmentation 94,1 500 542 0,9

Tableau 3 : Comparaison du marquage avec et sans fragmentation

Les résultats dans le tableau 3 ci-dessus montre que sans fragmentation, la moyenne des
intensités obtenues est au méme niveau que le bruit de fond (500 rfu). Le marquage pendant la
fragmentation donne un niveau d’intensité bien supérieur (environ 4000 rfu) et un trés bon
pourcentage d’homologie. La combinaison des deux étapes représente donc bien une
amélioration significative pour la détection d’un acide nucléique de longueur supérieure a cent

nucléotides.
Exemple 12.2 : Effet de la dénaturation avant hybridation sur puce 4 ADN :

Deux réactions de marquage ont été réalisées en paralleéle dans deux tubes séparés selon le
protocole suivant : A 10 pL. de PCR sont ajoutés 50 pL de tampon formiate de sodium pH 3 -
(50 mM) et 2 pL. de méta-bioPMDAM (100mM dans du DMSO). Le volume total est ajusté &
100 pL et incubé 30 min a 60°C.

Aprés purification sur colonne (exemple 9), la solution issue du premier tube est incubée 10
min 4 95°C (afin de désapparier le double brin d’ADN), puis le tube est plongé dans un
mélange eau-glace a 0°C jusqu'a I’hybridation sur la puce ADN.

La solution issue du deuxiéme tube est hybridée sur la puce a ADN sans dénaturation

préalable.
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Les fragments biotinylés hybridés sur les sondes de capture 4 la surface de la puce 4 ADN sont
révélés par I’introduction d’une streptavidine marquée par la phycoérythrine en utilisant les

conditions décrites dans I’exemple 9.

Résultats

Conditions utilisées | Homeologie (%) | I (xfu) B (rfu) B

Avec dénaturation >95 22812 570 40,1

Sans dénaturation 93,5 4795 681 7,0

Tableau 4 : Effet de la dénaturation avant hybridation sur puce 3 ADN

Les résultats obtenus, présentés dans le tableau 4, avec la dénaturation pré-hybridation sont
supérieurs a ceux obtenus sans I’étape de dénaturation. Ceci montre que la dénaturation de
I’ADN est nécessaire pour obtenir un bon niveau d’intensité. La fragmentation via les sites
abasiques est un moyen pour faciliter la dénaturation d’un ADN double brin et renforcer
I’hybridation sur les sondes de captures.

Pour tester d’autres réactifs de marquage et compte tenu des résultats obtenus avec les
différentes conditions ci-dessus, nous avons défini un protocole de référence utilisant la
fragmentation au tampon formiate de sodium (50 mM, pH 3) et un étape de dénaturation pré-

hybridation.

Exemple 13 : Marguage et fragmentation des amplicons PCR par les réactifs biotinylés

dans un protocole en une étape :

Les dérivés méta~, ortho-, et para-bioPMDAM ont été préparés selon le protocole décrit dans
les exemples 1.1, 1.2 et 1.3. IIs ont été solubilisés dans du DMSO anhydre 4 une concentration

de 100 mM.
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Le protocole est identique & celui de ’exemple 12.2 ci-dessus (marquage et fragmentation en

une étape puis étape de dénaturation pré-hybridation).

Résultats
5
Marqueur Homologie (%) | I (xfu) B (rfu) /B
ortho-bioPMDAM >95 25951 820 31,6
méta-bioPMDAM >056 22960 581 39,5
para-bioPMDAM 94,1 43785 1205 36,3

Tableau 5 : Marquage et fragmentation des amplicons PCR par les réactifs biotinylés

dans un protocole en une étape

10 Le protocole optimisé avec fragmentation et marquage en une étape donne d’excellents
résultats avec différents réactifs de marquage avec la fonction réactive diazométhyle, comme

le montrent les résultats exposés dans le tableau 5.

15 Exemple 14 : Marquage et fragmentation de ’ADN par le BioDPDAM :

Les amplicons ADN ont été préparés par amplification PCR selon le protocole décrit dans
I’exemple 5.
La synthése du réactif de marquage est décrite dans I’exemple 1.

20 Le protocole est identique & celui de I’exemple 12.2, y compris la dénaturation a 95 °C avant

I’étape d’hybridation.
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Résultats

Marqueur utilisé Homologie (%6)| 1(@fu) |B (rfu)| I/B

BioDPDAM 93,0 32359 3610 9,1

Tableau 6 : Marquage et fragmentation de ’ADN par le BioDPDAM
Ce résultat, décrit dans le tableau 6, montre que des substitutions aussi importantes que le

groupement phényle peuvent étre utilisées pour optimiser la réactivité des réactifs de

marquage portant une fonction diazométhyle.

Exemple 15: Marquage et fragmentation de PADN par Ia 5-

(bromométhyDfluorescéine :

Les amplicons ADN ont été préparés par amplification PCR selon le protocole décrit dans
I’exemple 5.

A 10 pL de PCR sont ajoutés 50 pl de formiate de sodium pH3 (100 mM) et 2 pL de 5-
(bromométhyl)fluorescéine (Molecular probes, Eugen, OR) (100 mM dans du DMSO). Le

volume est ajusté & 100 pL. La solution est incubée 30 min 4 60°C.

Les conditions de purification sont conformes a celles de I’exemple 9. Une étape de
dénaturation est effectuée comme décrit dans I’exemple 12.2.

Les autres conditions d’hybridation et de lecture sont identiques a celles décrites dans ’article
de A. Troesch et al. J. Clin. Microbiol., 37(1), p 49-55 1999. La fluorescéine est directement

détectable sur le lecteur.
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Protocole utilisé Homologie (%) | I (rfu) | B (xfu)| I/B
Marquage et fragmentation des
amplicons PCR avec la 5-(bromo- >05 855 183 4,7
méthyl)fluorescéine

Tableau 7 : Marquage et fragmentation de I’ADN par la 5-(bromométhyl)fluorescéine_

Ce résultat du tableau 7 montre que la fragmentation de ’ADN par la création de sites
abasiques est tout 3 fait compatible avec un réactif de marquage portant une fonction réactive
halogénure d’alkyle. Ce protocole est réalisé en une étape (fragmentation et marquage) mais

avec des intensités plus faibles qu’avec les marqueurs portant une fonction diazométhyle.

Exemple 16 : Marquage et fragmentation des amplicons ADN en présence d’un autre

agent chimigque de fragmentation dérivé de 1a phénanthroline :

Des amplicons ADN ont été préparés par amplification PCR selon le protocole décrit dans
I’exemple 5. Deux types de conditions sont utilisées :

Conditions a :

A 10 pL de PCR sont ajoutés 20 pL de phénanthroline-FeSO4 (25 mM) et 2 pL de méta-
BioPMDAM (100 mM dans DMSO). Le volume total est ajusté & 100 pL. Le mélange est
incubé 60 min a 95°C.

Conditions b :

A 10 pL de PCR sont ajoutés 50 pL de tampon formiate de sodium pH3 (100 mM dans eau
pure) et 2 pL de de méta-BioPMDAM (100 mM dans DMSO). Le volume total est ajusté a
100 pL. Le mélange est incubé 60 min a 95°C.

Les autres conditions du protocole sont identiques a celles de I’exemple 9.
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Conditions Homologie (%) | I@fu) | B (rfu) /B

Phénanthroline FeSO4(5 mM)

méta-bioPMDAM (2 mM) =93 2236 | 500 4,5
60 min 4 95°C

Tampon formiate (50mM) pH3

méta-bioPMDAM (2 mM) =95 6786 | 565 | 12,0
60 min 4 95°C

Tableau 8 : Marquage et fragmentation des amplicons ADN en présence de la phénanthroline_
Les deux conditions de fragmentation permettent un résultat satisfaisant comme démontré

dans le tableau 8.

Le meilleur résultat est obtenu avec les conditions (b) utilisant la fragmentation a pH acide.

Exemple 17 : Fragmentation des amplicons PCR marqués par incorporation de d-UTP-

fluorescéine :

Incorporation du nucléotide marqué

Une amplification PCR a été réalisée selon le protocole suivant afin générer des amplicons
PCR marqués par la fluorescéine (marquage sur les bases).

A partir de cible ADN génomique Mycobacterium tuberculosis 165 (10** copies) en utilisant
le kit Fast Start de Roche, 0,2 mM des désoxyribonucléotides d-ATP, d-CTP et d-GTP ainsi
que 0,14 mM de d-TTP et 0,06 mM de d-UTP-12-fluoresceine, 0,3 uM d’amorces et 0,4 pL
d’enzyme. Le pourcentage du nucléotide marqué par rapport a son homologue naturel d-UTP
est de 30%. C’est ce rapport qui est généralement utilisé dans les réactions de marquage des
amplicons par incorporation de nucléotides marqués.

La d-UTP-12-fluoresceine est disponible commercialement chez Roche Diagnostics référence
1373242, Mannheim, Allemagne).

Les paramétres de la PCR sont ceux de I’exemple 5.
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a. Fragmentation des amplicons PCR marqués a 30% par d-UTP-fluorescéine :

A 10 pL de PCR sont ajoutés 50 pL de tampon formiate de sodium pH 3 (50 mM). Le volume

est ajusté a 100 pL. La solution est ensuite incubée 30 min a 60°C.

b. Marguage pendant la fragmentation des amplicons PCR _contenant 30% par d-UTP-

fluorescéine :
A 10 pL de PCR sont ajoutés 50 pL. de tampon formiate de sodium pH 3 (50 mM) et 2 pL de

méta-BioPMDAM (100 mM dans du DMSO). Le volume est ajusté & 100 pL. La solution est

ensuite incubée 30 min a 60°C. Cet essai correspond a un protocole de référence qui permet
de comparer les différentes stratégies de marquage en s’affranchissant de la variabilité due a

I’étape d’amplification.

Une étape de purification sur colonne et une étape de dénaturation & 95°C sont effectuées dans

tous les cas comme dans I’exemple 9.

Protocole (al) :

Les acides nucléiques obtenus par fragmentation des amplicons marqués a la d-UTP-
fluorescéine (conditions a)) sont hybridés sur puce 3 ADN et détectés dans un premier temps
par lecture directe des signaux fluorescents émis par la fluorescéine comme décrit dans

I’exemple 15.

Protocole (a2) :

Une étape d’amplification du signal a été utilisée pour améliorer la sensibilité de marquage.
L’amplification du signal a ¢t€ réalisée par 1’introduction, lors de 1’étape d’hybridation, d’un
anticorps anti-fluorescéine biotinylé (référence 216-065-084, Jackson ImmunoResearch) puis
d’une streptavidine marquée par la phycoérythrine en utilisant les conditions successives
suivantes :

e 300 uL d’eau pure,
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e 300 uL de tampon Tris 100 mM pH 7 / NaCl 1M / tween 0,05% / Antimousse 0,005% , 2,4
uL de BSA (50 mg/ml), 1,2 pL @’ anticorps anti-fluorescéine biotinylé. (1 mg/ mL),

e 300 pL d’eau pure, et

e 300 pL de tampon Tris 100 mM pH 7 / NaCl 1M / tween 0,05% / Antimousse 0,005% ; 6
uL de BSA (50 mg/mL) ; 6 pL de streptavidine-PE. (300 ug / mL).

Dans ce protocole, la fluorescéine agit comme un hapténe (traceur détectable indirectement

par un anticorps marqué) et non pas comme un fluorophore.

Protocole (b) :

Les fragments biotinylés (condition 5) hybridés sur puce & ADN sont révélés par

I'introduction d’une streptavidine marquée par la phycoérytflrine en utilisant les conditions

suivantes :

e 300 pL d’eau pure, et

e 300 pL de tampon Tris 100 mM pH 7 / NaCl 1M/ tween 0,05% / Antimousse 0,005% ; 6
pL de BSA (50 mg/mL) ; 6 pL de streptavidine marquée. (300 pg / mL).

La lecture de la fluorescence émise a la surface de la puce & ADN aprés marquage et
hybridation ainsi que la génération des données en termes d’intensité du signal et du
pourcentage d’homologie sont réalisés par les systémes de lecture et le logiciel fournis par
Affymetrix. A ce propos, il est important de noter que le systéme de lecture utilisé contient
deux filtres permettant de détecter directement :
e la fluorescéine dans le cas ol les amplicons sont marqués au d-UTP-fluorescéine
uniquement, selon le protocole al, ou bien

e la phycoérythrine dans le cas ou les amplicons sont marqués :

- au d-UTP-fluorescéine avec amplification du signal, selon le protocole a2, ou

- par le méra-bioPMDAM pendant leur fragmentation, selon le protocole b.
Dans les deux cas ol la révélation s’effectue par la phycoérythrine, 1’utilisation d’un filtre
permet de s’affranchir du signal généré par la fluorescéine et c’est bien le signal de la

phycoérythrine qui est détecté.

IDT Exhibit 1020.7775



10

15

WO 02/090584 PCT/FR02/01542
60
Résultats
e . Marqueur [Homologie
Protocole utilisé I(fu)|B (fu)| /B
détecté (%)
al. Fragmentation des amplicons PCR
Flu* 81,6 595 342 1,7
marqués par la d-UTP-fluorescéine
a2. Fragmentation des amplicons PCR
marqués par la d-UTP-fluorescéine avec PE* >05 22107| 3461 | 6,4
amplification du signal
b. Fragmentation et marquage sur les mémes
amplicons PCR modifiés par la d-UTP- PE* >05 21700] 1503 | 14,4
fluorescéine et marqués par la méta-
BioPMDAM

* Flu =Fluorescéine et PE = Phycoérythrine

Tableau 9 : Fragmentation des amplicons PCR marqués par incorporation de

d-UTP-fluorescéine

Les résuitats, du tableau 9 ci-dessus, montrent que la fragmentation chimique utilisant la

création de site abasique est compatible avec le marquage enzymatique des amplicons ADN et

que le marquage peut avoir lieu avant la fragmentation.

Les niveaux d’intensité ainsi que le pourcentage d’homologie obtenus avec ce protocole

d’incorporation enzymatique du fluorophore sont faibles en comparaison de ceux obtenus

avec le marcjuage pendant la fragmentation utilisant le réactif de marquage avec une fonction

diazométhyle comme le méta-bioPMDAM (conditions (b)).

Pour atteindre le niveau d’intensité obtenue avec le dérivé méta-bioPMDAM, une étape

d’amplification du signal est nécessaire (conditions a2). Ceci montre bien ’efficacit¢ de la

fonction réactive diazométhyle par rapport a ’incorporation traditionnelle de base modifiée

comme le d-UTP fluorescéine (protocole de référence (b)).
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Exemple 18 : Fragmentation de ’ADN double brin par sonication :

Des amplicons ADN ont été obtenus en utilisant le protocole décrit dans ’exemple 5. Ces

amplicons ont été fragmentés par sonication en présence et en absence du marqueur.

a. Marquase des amplicons PCR pendant la sonication

A 10 pL de réaction PCR sont ajoutés 2 pL de méta-BioPMDAM (100 mM dans DMSO). Le

volume est ajusté 3 100 uL par de 1’eau pure le pH est ajusté 4 6,5. Le mélange est incube 30
min 34 60°C dans un bain d’une cuve a ultrasons (fréquence 35kHz, modele T460-H, Bioblock,

France).

b. Marquage pendant la fragmentation chimique des amplicons PCR (protocole de référence

en une étape)

A 10 pL de réaction PCR sont ajoutés 50 pL de formiate de sodium pH 3 (50 mM) et 2 pL. de
méta-BioPMDAM (100 mM dans du DMSO). Le volume est ajusté a 100 pl. La solution est

incubée 30 min a 60°C.
Les essais sont réalisés en duplicata afin de pouvoir analyser la fragmentation de I’ADN sur
gel et Vefficacité de marquage par hybridation et lecture de la puce 3 ADN comme décrit

précédemment (exemple 9 sur la détection de la phycoérythrine).

Analyse sur gel

L’analyse a été effectuée sur gel dénaturant de polyacrylamide (8 % polyacrylamide, 7 M
urée, 1 X TBE) utilisant coloration au bromure d’éthidium.

L’analyse sur gel montre que les amplicons ADN sont fragmentés par sonication a 60°C.
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Résultats
Conditions Homologie (%) | I(fu) | B@fu) | I/B
a. M e pendant la fragmentation
arquage pendant la fragmentatio 93,8 271 | 631 | 36
par sonication
b. M dant 1 tati
arquage pendant la fragmentation 05 19639 1459 13.5
chimique (conditions de référence)

Tableau 10 : Fragmentation de I’ADN double brin par sonication

Les résultats de marquage du tableau 10 pendant la sonication (conditions a) sont
satisfaisants. Ceci montre que la fragmentation physique par sonication des cibles ADN est
compatible avec la chimie de marquage par des réactifs de marquage portant une fonction
diazométhyle.

Les faibles résultats de marquage dans ce cas sont certainement dus au fait que le marqueur se
dégrade sous I’effet des ultrasons. Les résultats avec la fragmentation par création de site

abasique par action du pH acide sont meilleurs.

Exemple 19 : Marquage, fragmentation et dénaturation de PADN en une étape :

Les amplicons ADN ont été préparés par amplification PCR selon le protocole décrit dans
I’exemple 5.

Deux réactions de marquage ont été réalisées :

a. Marguage, fragmentation et dénaturation a 95°C en une seule étape :

A 10 pL de PCR sont ajoutés 50 pL de tampon formiate de sodium pH3 (50 mM) et 2 pL du
marqueur méta-BioPMDAM (100mM dans du DMSO anhydre). Le volume final est ajusté a
100 pL. La solution est ensuite incubée 30 min & 95°C. Dans ce cas, le mélange réactionnel a

été hybridé sur puce & ADN sans aucune purification préalable.
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b. Marguage et fragmentation a 60°C :

A 10 pL de PCR sont ajoutés 50 pL de tampon formiate de sodium pH3 (50 mM) et 2 pL. du
" marqueur méta-BioDPDAM (100mM dans du DMSO anhydre). Le volume final est ajusté a
100 pL. La solution est ensuite incubée 30 min a 60°C. Le mélange réactionnel a été ensuite
purifié selon le protocole décrit auparavant. Dans ce protocole et avant hybridation sur puce a

ADN, les fragments ont été dénaturés selon le protocole décrit dans ’exempie 12.2.

Résultats

Protocole utilisé Homologie (%) | X (rfu) B (xfu) I'B
. M , tati t
a. Marquage, fragmentation e 05 5426 506 10,7
dénaturation a 95°C
b. Marquage et fra tation a
rquage ot fragmentation >05 7015 818 6,8

60°C puis dénaturation a 95°C

Tableau 11 : Marquage, fragmentation et dénaturation de I’ADN en une étape

L’exemple 12.2 a démontré 1’importance de la dénaturation de I’ADN double brin pour la
sensibilité de détection. Ces résultats du tableau 11 montrent qu’avec 1’approche
fragmentation par création de site abasique, le marquage, la fragmentation et la dénaturation
de I’ ADN peuvent étre réalisées en une seule étape, ce qui représente une amélioration notable
du point de vue de la simplicit¢ et du temps pour I’utilisateur et cela sans affecter la sensibilité

de détection.
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Exemple 20 : Synthése du para-Bio-EG3-PDAM :

4-carboxybenzaldéhyde

MeOH CH(OMe)3
TMSCI DowexWX8 100
OOMe OOMe H,N-(CH;);-(-0-CH,-CH,);-CH,-NH,

o
; g
HZN\/\/O\/\O/\/O\/\/N
26
1) Biotine, CDI, dans DMF
o purification
/LL 2) Déprotection : HC1 2N
HN” ~NH |
H H Y H
s NH/\/O\/\O/\/O\/\/N
28
0 NH,-NH,, EtOH abs N -NH2
\
0 MnQ,, DMF
N

HN)LNH
H H
NH 0. o) kll
s R N e M el g
O 30

® Protection du 4-carboxylbenzaldéhvyde :

Le 4-carboxybenzaldéhyde est commercial. On le dissout (3 g ; 20 mmol) dans une solution
10 de chlorure de triméthylsilyle (10 g ; 92 mmol) dans 100 mL de MeOH. Le mélange est laissé

sous agitation pendant 40 h & température ambiante. Aprés évaporation, un solide blanc
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correspondant au 4-méthoxycarbonylbenzaldéhyde 24 est isolé, caractérisé par RMN et utilisé

tel quel pour la réaction suivante.

RMN ' (200MHz, CDCls) § =10,07 (s, 11, -CHO) ; 8,17 (d, 2, J = 8 Hz, Ar-Hag) ; 7,92
(d, 2H, J = 8 Hz, Ar-Hs 5) ; 3,93 (s, 3H, CO-O-CH).

® Protection du 4-méthoxvycarbonylbenzaldéhyde :

Le 4-méthoxycarbonylbenzaldéhyde (3,35 g; 20 mmol) est mis en solution avec de
Porthoformiate de triméthyle (4,8 g ; 40 mmol) en présence de Dowex SOWX8-100 (1 g). Le
mélange est chauffé 3 reflux pendant 2 h, puis filtré et évaporé. Aprés un essai de
recristallisation, une analyse par RMN montre que la réaction n’est pas compléte et celle-ci est
relancée dans 30 mL de MeOH, 30 mL de CH(OMe); et 1 g de Dowex 50WX8-100 a
température ambiante. On réalise une filtration puis une évaporation, afin d’obtenir 3,55 g

(16,89 mmol, 84 %) de produit 25.

RMN 'H (200MHz, CDCl3) § = 8,01 (d, 2H, J = 8 Hz, Ar-Hag) ; 7,50 (d, 2H, J = 8 Hz, Ar-
His) ; 5,41 (s, 1H, CH) ; 3,93 (s, 3H, -CO-O-CHy) ; 3,29 (s, 6H, -O-CH).

® Composé 26 :

On solubilise le composé 25 (3,1 g; 14,8 mmol) dans 16 mL (73 mmol) de 4,7,10-Trioxa-
1,13-tridécanediamine. La solution obtenue est chauffée & 140-150°C pendant 2 h. Le mélange
est ensuite dissous dans 100 mL de DCM (dichlorométhane ou CH,Cl») et lavé 6 fois avec 10
mlL d’eau. La phase organique est séchée avec Mg SO, puis évaporée jusqu’a 1’obtention
d’une huile. Cette huile est lavée avec du pentane 3 fois de suite par décantation, puis une
nouvelle extraction avec DCM et H,O est réalisée. Aprés séchage sur MgSO, et évaporation,

le produit 26 est isolé avec un rendement de 63 % (9,27 mmol).

RMN 'H (200MHz, CDCl3) 8 = 7,78 (d, 2H, J = 8 Hz, Ar-Ha,) ; 7,46 (d, 2H, J = 8 Hz, Ar-
His); 5,39 (s, 1H, CH); 3,62-3,47 (m, 14H, Hy g 100,11 €t Hs: 13> et Hz) ; 3,29 (s, 6H, ~O-
CH,) ; 2,72 (m, 2H, Hys7) 1,87 (m, 2H, Hy) ; 1,64 (m, 2H, Hy4) ; 1,30 (s large, 2H, NH)).
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® Composé biotinylé 27 :

La biotine (500 mg ; 2,05 mmol) est mise en suspension dans 10 mL de DMF puis 365 mg
(2,25 mmol) de CDI sont ajoutés. Cette solution est laissée sous agitation pendant 30 min a
température ambiante. Le composé 26 (900 mg ; 2,26 mmol) est dissous dans 1 mL de DMF,
puis ajouté petit A petit a3 la solution précédente. Le mélange ainsi obtenu est laissé sous
agitation pendant 1 h & température afnbiante. Aprés évaporation, une purification sur colonne
par chromatographie-flash (colonne de 20 mm de diamétre) est réalisée avec 250 mL de
MeOH-DCM 6 %, puis avec 200 mL de MeOH-DCM 7 % et enfin 200 mL de MeOH-DCM 8
%. Les fractions correspondant au produit 27 sont rassemblées puis &évaporées a sec pour

donner 1,00 g d’huile avec un rendement estimeé a 50 %.

RMN 'H (200MHz, CDCl3) 8 = 9,50 (s large, 1H, NHimidazote) 5 7,80 (d, 2H, J = 8 Hz, Ar-
Hag) ; 7,64 (8, 1H, Himidarote) 3 7,46 (d, 2H, J = 8 Hz, Ar-Hss et 1H, NHy); 7,05 (s, 2H,
Himidazote) ; 6,76 (t, 1H, NH;¢) , 6,20 (s large, 1H, NHgy) ; 5,44 (s large, 1H, NHgs) ; 5,37 (s,
1H, CH) ; 4,42 (m, 1H, Hge,) ; 4,24 (m, 111, Hps,) ; 3,59-3,44 (m, 14H, Hy g 10,11 €t Hs 13 et
Hj") ; 3,29 (m, 8H, H;s et 2-0-CHz) ;3,07 (m, 1H, Hgps) ; 2,84 et 2,66 (systéme ABX, 2H,
27a5= 5 Hz, *Jax = 12 Hz, *Jsx = 0 Hz, Hge) ; 2,13 (t, 2H, J= 8 Hz, Hg)o) ;1,85 (m, 2H, Hs) ;
1,66 (m, 2H, Hy4’) ; 1,40-1,37 (m, 6H, Hg s, ro).

® Composé aldéhydigue 28 :

L’acétal 27 est dissous dans 50 mL de chloroforme, puis 20 mL de HCI 2N sont ajoutés . Le
mélange diphasique est vigoureusement agité pendant 15 min. On récupére la phase organique
qu’on séche sur NaHCO3 anhydre. On filtre, on évapore et le composé 28 est obtenu sous
forme d’une pate (495 mg; 0,855 mmol) avec un rendement global de 42 % a partir de la

biotine.

RMN 'H (300MHz, CDCls) § = 10,05 (s, 1H, CHO) ; 7,98 (d, 2H, J= 8 Hz, Ar-Hy) ; 7,92 (d,
oH, J = 8 Hz, Ar-Hss); 7,58 (1, 1H, NHy) ; 6,46 (t, 1H, NHy¢) , 6,02 (s large, 1H, NHzg) ;
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5,19 (s large, 1H, NHgs3) ; 4,46 (m, 1H, Hges,) ; 4,27 (m, 1H, Hgsa) ; 3,66-3,56 (m, 10H, Hy,
g 100110 et Hs) 5 3,50-3,20 (m, 4H, Hj 13°) ; 3,28 (m, 2H, His) ; 2,95 (m, 1H, Hgy) ; 2,84 et
2,71 (systéme ABX, 2H, 2/ap= 5 Hz, >Jyx = 12 Hz, *Jpx = 0 Hz, Hgg) ; 2,15 (t, 2H, J = 8 Hz,
Hpgio) ;1,89 (m, 2H, Hy) ; 1,72-1,63 (m, 6H, Hys, He7, 89) ; 1, 23 (m, 2H, Hgs).

® Composé hydrazone 29 :

L’aldéhyde 28 (495 mg ; 0,855 mmol) est dissous dans 10 mL d’éthanol absolu. L’hydrazine
(350 pL ; 7,20 mmol) est ajoutée, puis le mélange réactionnel est chauffé a reflux pendant 1 h.
L’huile obtenue aprés évaporation est dissoute dans EtOH abs, pour étre de nouveau évaporée.
On obtient alors une mousse qu’on triture au pentane. La péte correspondant au produit 29

(511 mg ; 0,862 mmol) est obtenue avec un rendement de 100 %.

RMN 'H (300MHz, CDCl3) & = 7,76 (d, 2H, J = 8 Hz, Ar-H,) ; 7,72 (s, 1H, CH) ; 7,56 (d,
2H, J = 8 Hz, Ar-H;5); 7,34 (t, 1H, NHy) ; 6,45 (t, 1H, NH;s), 5,98 (s large, 1H, NHg)) ;
5,78 (s large, 2H, NH>) ; 5,18 (s large, 1H, NHg3) ; 4,44 (m, 1H, Hgs,) ; 4,26 (m, 1H, Hgs,) ;
3,62-3,56 (m, 10H, Hp g 10011 et Hs?) ; 3,48-3,45 (m, 4H, Hs13) ; 3,27 (m, 2H, H;5) ; 3,07
(m, 1H, Hpy) ; 2,84 et 2,68 (systéme ABX, 2H, 2Jap= 5 Hz, *Jax = 12 Hz, *Jgx = 0 Hz, Hgq) ;
2,11 (t, 2H, J = 8 Hz, Hpio) ;1,86 (m, 2H, Hy') ; 1,72-1,59 (m, 6H, His, Hp7, o) ; 1, 21 (m,
2H, Hgs)-

® Composé diazo 30 :

On solubilise I’hydrazone 29 (357 mg ; 0,602 mmol) dans 17,5 mL de DMF. On ajoute alors
MnO; (700 mg ; 7,7 mmol). Aprés 12 min d’agitation & température ambiante, le mélange est
filtré sur millipore contenant de la célite (épaisseur : 2 cm) et du tamis moléculaire en poudre
3 A (0,5 cm). Le mélange réactionnel est évaporé a sec. L huile résiduelle obtenue est lavée a
Péther, trois fois de suite. Le composé 30 (290 mg, 0,491 mmol) est obtenu sous forme d’un

solide 1égérement rose avec un rendement de 82 %.
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RMN 'H (300MHz, DMSO-dg) § = 8,28 (t, 1H, NHy") ; 7,77 (d, 2H, J = 8 Hz, Ar-Hy) ; 7,74
(t, 1H, NHyg') ; 7,00 (d, 2H, J = 8 Hz, Ar-Hss) ; 6,38 (s large, 1H, NHg:) ; 6,32 (s large, 1H,
NHgs) ; 5,80 (s, 1H, CH-N,) ; 4,27 (m, 1H, Hge,) ; 4,11 (m, 1H, Hgs,) ; 3,51-3,44 (m, 10H,
H7 g 100,110 et Hs) ; 3,37 (m, 2H, Hy5°) ; 3,32 (m, 4H, Hy 13) ; 3,05 (m, 1H, Hpy) ; 2,79 et 2,58
(systéme ABX, 2H, “Jag= 5 Hz, *Jax = 12 Hz, *Jpx = 0 Hz, Hge) ; 2,02 (t, 2H, J = 8 Hz,
Hgio) ;1,69 (m, 2H, Hy) ; 1,59-1,48 (m, 6H, His, Hy7, Bo) ; 1, 25 (m, 2H, Hgy).

La réactivité du composé 30 a été testée sur 3'-Uridine-monophosphate et suivie par
électrophorese capillaire. Les conditions d’analyse sont celles de I’exemple 6.1. Les résultats

montrent un temps de demi vie de 45 minutes.

Le réactif est stable a -20°C pendant au moins 1 mois.

Exemple 21 : Marquage et fragmentation des amplicons d’ADN avec_le réactif de

marquage para-Bio-EG3-PDAM :

Les intéréts principaux de ce genre de molécules, c'est-a-dire de dérivés de PDAM portant un
bras de liaison a base de polyéthyléne glycol, sont de permettre 1’éloignement de la fonction
diazo par rapport a la biotine, et d’augmenter la solubilité et, au final, la réactivité de ces

molécules.
Le dérivé para-Bio-EG3-PDAM 30 a été obtenu selon le schéma réactionnel décrit dans
Pexemple 20. Les amplicons ADN ont été préparés par amplification PCR selon le protocole

décrit dans I’exemple 5. Deux réactions de marquage ont été réalisées.

a. Marquage par le réactif para-Bio-EG3-PDAM :

A 10 pL de PCR sont ajoutés 10 pL de para-Bio-EG3-PDAM (100 mM dans du DMSO) et
77 uL d’eau Dnase/Rnase free. La solution est homogeéne et ne présente pas de précipités.
Cette solution est incubée 10 min 4 95°C, puis 3 pL d’HCI 4 0,1 M sont ajoutés et la solution

est incubée 10 min a 95°C.
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Le reste du protocole est identique & celui de I’exemple 8.

b. Marquage par le réactif méra-BioPMDAM :

A 10 pL de PCR sont ajoutés 10 pL de méta-BioPMDAM (100 mM dans du DMSO) et 77 uLL
d’eau Dnase/Rnase free. La synthése de ce produit est évoqué dans I’exemple 1.1. La solution
présente un léger précipité. Cette solution est incubée 10 min 3 95°C. Puis 3 pL. ’HC1 0,1 M
sont ajoutés et la solution est incubée 10 min & 95°C.

Le reste du protocole est identique a celui de I’exemple 8.

Résultats :
Protocole utilisé Homologie (%) I (rfu) B (rfu) /B
a. Marquage par le réactif
> 95% 15151 621 24,4
para-Bio-EG3-PDAM
b. Marquage par le réactif
> 95% 11226 515 21,8

méia-BioPMDAM

Tableau 12 : Etude comparative du marquage et de la fragmentation d’amplicons d’ADN avec
le para-Bio-EG3-PDAM et le méra-BioPMDAM

Les intensités de signal obtenues dans ce tableau 12 sont trés satisfaisantes et le pourcentage
d’homologie est €levé. Ce résultat montre que 1’introduction d’un bras polyéthyléne glycol sur
la molécule de marquage diazo permet d’augmenter la solubilité en phase aqueuse du réactif.
Le test est donc homogeéne. De plus, I’augmentation de la solubilité permet d’augmenter la

réactivité du marqueur.

Exemple 22 : Synthése d’autres dérivés PDAM comportant un bras de liaison 3 base de

polyéthyléne glycol :
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Exemple 22.1 : Synthése du méte-Bio-EG3-PMDAM :

Schéma de synthése

o O
O
d o —
O
@] NH, H NH
Anhydride Succinique O (
3-aminoacétophénone 68
CDI|EG3
0
o)
o NH
H2N/\/\0/\/ \/\O/\/\N
0
69
CDI| D-biotine ©
X
HN NH
O
o NH
S HN/\/\O/\/ \/\O/\/\N
o 0
70

HoN-NH;

N
MI"IOZ 2
o J
HN™ “NH '
0

NH
o!
s HN "0 \/\o/\/\NH)J\/\H/
0

O
méta-Bio-EG;-PMDAM 71
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Composé 68 :

On solubilise la 3-aminoacetophenone (14,5 g, 107 mmol) dans 50 ml de DMF anhydre. On
ajoute l'anhydride succinique (10,7 g, 107 mmol) et on laisse sous agitation, sous argon et a
température ambiante. Aprés 6 b, la solution est concentrée sous vide et 50 ml de méthanol
sont ajoutés. Le précipité obtenu est filtré et lavé avec méthanol et éther. On obtient ainsi 19,4
g (81%) de produit 68 sous forme d'une poudre de couleur blanc cassé.

RMN H (200 MHz, DMSO-dg): d = 2,5-2,6 (m, 7H); 7,45 (t, 1H); 7,64 (d, 1H); 7,83 (d, LH);
8,19 (s, 1H); 10,16 (s, 1H); 12,12 (s, 1H).

Composé 69 :

On solubilise 5,07 g (22 mmol) du composé 68 dans 10 ml de DMF anhydre, sous argon. On
met sur glace et on ajoute 5,00 g (32 mmol) de carbonyldiimidazole. Apres 20 min, on ajoute
lentement 20 ml (94,6 mmol) du 4, 7, 10-trioxatridecanediamine (EG3). Apres 3h de réaction
a température ambiante, on évapore le DMF et reprend le résidu dans 100 ml de CH2CL,. On
fait des extractions avec du NaH603 saturé et H,O, aprés quoi la phase organique est séchée
avec du Nap,SO;, anhydre et le solvant évaporé. On obtient ainsi 4,34 g (46%) du produit 69.
RMN 'H (200 MHz, DMSO-de): d = 1,59 (m, 2H); 1,87 (m, 2H); 2,16 (s, 3H); 2,40 (m, 2H);
2,55 (m, 2H); 3,08 (m, 2H); 3,45 (m, 16H); 7,30 (t, 1H); 7,42 (d, 1H); 7,70 (d, 1H); 7,83 (t,
1H); 7,97 (s, 1H); 10,00 (s, 1H).

Composé biotinylé 70 :

On solubilise la D-biotine (1,0 g, 4,1 mmol) dans 10 ml de DMF anhydre, sous argon. On
refroidit sur glace et on ajoute le carbonyldiimidazole (CDI) (0,665 g, 4,1 mmol) dans 10 mi
de DMF anhydre. Aprés 15 min, on ajoute le composé 69 (1,8 g, 4,1 mmol) dans 2 ml de
DMF anhydre. On laisse réagir 3 h 4 35°C, puis on évapore le DMF et on reprend dans 100ml
de CH,CL,. On fait des extractions avec du NaHCO; saturé et H,O, aprés quoi la phase

organique est séchée avec du Na,SO4 anhydre et le solvant évaporé. La caractérisation par
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RMN du produit ainsi obtenu montre qu'on obtient un mélange du produit 70 et du EGj; libre.
Une autre étape de purification ets effectuée avant de continuer la synthese.
Le composé final, méta-Bio-EG3-PMDAM, est obtenu aprés deux étapes de synthése selon le

schéma décrit dans l'exemple 1.

L'intérét de cette synthése est double. D'une part, on obtient le produit 69 en seulement deux
étapes; ce produit peut &ire utilisé comme précurseur du diazo avec la possibilité d'y accrocher
des molécules détectables de nature différente, grice au groupement amine terminal. Ce
groupement permet aussi de greffer le composé 69 sur des supports solides, avec l'objectif
d'immobiliser des acides nucléiques. D'une autre part, le composé 71 poss¢de le méme centre
réactif que la méta-Bio-PMDAM (notre molécule de référence), ce qui facilite l'analyse des

avantages liés a l'inclusion du bras éthyléneglycol (EGs).

Le réactif est stable 4 -20°C pendant au moins 1 mois.

Exemple 22.2 : Synthése du méta-Bio-EG4-PMDAM :

Schéma de synthése :
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@ Protection de la 3-nitro-acétophenone 13 :

On dissout 33 g (0,20 mol) de 3-nitro-acétophénone dans 400 mL de toluc¢ne, puis on ajoute
40 mL (0,717 mol) d’éthyléne glycol et 600 mg (3,15 mmol) d’acide para-tolueéne sulfonique
(APTS). On monte un systeme Dean Stark. On chauffe la solution pendant 3 h a 130°C. Aprés
avoir laissé la solution revenir a température ambiante, on ajoute 400 mL d’acétate d’éthyle,
puis on lave celle-ci avec 8 mL d’une solution de NaHCO; saturée. On séche la phase
organique sur MgSOy4. Aprés évaporation, on obtient un solide jaune péle 13 (39,72 g ; 0,190

mol) avec un rendement de 95 %.

RMN 'H (200MHz, CDCL3) § =7,11 (t, 1H, J = 8 Hz, Ar-H) ; 6,87-6,78 (m, 2H, Ar-H) ; 6,59
(ddr 1H7 J= 675 HZ: AI—H) 2 4700 (m7 2H7 ..I__Izcacétalc) 5 3:79 (1n7 2H7 ..I__I.ancétale) 5 1761 (Sy 3H;
CHy).

® Préparation de ’amine 14 :

Le composé 13 (39,7 g; 0,190 mol) est dissous dans 500 mL d’EtOH, puis 1 g de palladium
sur charbon 10 % est ajouté. On chauffe pour tout dissoudre, puis on laisse la solution revenir
a température ambiante. Aprés avoir fait le vide et mis la solution sous Hp, on laisse sous forte
agitation pendant 5 h. La solution est ensuite filtrée a chaud puis évaporée. Le produit 14 est
lavé au pentane, et isolé sous forme d’un solide (34 g ; 0,189 mol) avec un rendement de 99
Y.

RMN 'H (200MHz, CDCls) 8 =7,14 (t, 1H, J= 8 Hz, Ar-H) ; 6,85 (m, 2H, J=7,5 Hz, Ar-H) ;
6,79 (s, 1H, Ar-H) ; 6,59 (dd, 1H, J = 6,5 Hz, Ar-H) ; 4,00 (m, 2H, HoCacetato) ; 3,77 (m, 2H,

HoCocstale) 5 1,61 (s, 3H, CHs3).

® Composé bromé 15 :

I’amine 14 (12,3 g; 68,7 mmol) et la triéthylamine (7 g; 69 mmol) sont mises en solution
dans 150 mL de DCM sous argon. On ajoute 3 —5 °C au goutte-a-goutte une solution de 13,8 g

(60 mmol) de bromure de bromoacétyle dissous dans 150 mL de DCM. A 1a fin de ’addition,
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on ajoute 100 mL de NaHCOs3 aqueux 1 N. On lave la phase organique deux fois de suite avec
NaHCO; aqueux et on séche sur MgSO4. Aprés évaporation a sec, 22,6 g d'huile marron est

obtenue correspondant au composé 15 et utilisée telle quelle pour la réaction suivante.

RMN 'H (200MHz, CDCls) 6 = 8,29 (s large, 1H, NH) ; 7,62 (dt, 1Hy, J= 5 Hz, Ar-H) ; 7,47
(s, TH, Ar-Hy); 7,38-7,19 (m, 2H, Ar-Hsg) ; 4,00 (m, 2H, Br-CH,) ; 3,75 (m, 4H, H.C-
_chacétale) 5 1961 (S, 3H, CH3)

® Composé alcool 16 :

L’hydrure de sodium (3,3 g; 82,5 mmol) est lavé trois fois avec du pentane puis mis en
suspension dans 150 mL de THF, le tétra éthyléne glycol (50 mL ; 0,29 mol) est alors ajouté &
température ambiante. On laisse la réaction sous agitation pendant 15 min, puis on refroidit la
solution 4 —-5°C.

L’ajout du composé 15 préalablement dilué dans 25 mL de THF se fait au goutte-a-goutte. On
laisse sous agitation pendant 30 min pour laisser revenir a température ambiante. On
concentre la solution & 100 mL, puis on dilue celle-ci avec 500 mL de CHCl;. On lave trois
fois de suite cette phase organique avec 250 mL de NaHCO; aqueux 1 N, puis on la seche sur
MgSO, avant de I’évaporer. On purifie le produit sur colonne de silice par chromatographie-
flash (colonne de 65 mm de diamétre) avec 1,5 L de MeOH-DCM 5 %, puis avec 500 mL de
MeOH-DCM 7 %, et enfin 500 mL de MeOH-DCM 10 %. Les fractions correspondant au
composé 16 sont rassemblées, puis évaporées & sec pour donner 17,4 g (42,1 mmol) de

produit, avec un rendement de 61 %.

RMN 'H (200MHz, CDCl3) & = 8,86 (s large, 1H, NH) ; 7,71 (d, 1H, J = 7,5 Hz, Ar-Hy) ; 7,51
(s, 1H, Ar-H,); 7.29-7,24 (m, 2H, Ar-Hsg); 4,09 (m, 2H, CO-CH,-O) ; 3,99 (m, 2H,
HoChcstale) 5 3,72-3,53 (m, 20H, O-CH,-CHb-O, HoCacgiale €t HO-CHb) ; 1,61 (5, 3H, CHs).

® Composé tosvlate 17 :

L’alcool 16 (4,13 g ;10,0 mmol) est mis en solution dans 5 mL de pyridine. On ajoute ensuite

2,0 g (10,5 mmol) de chlorure de tosyle & température ambiante. On met sous agitation sous
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argon pendant 10 h. On dilue avec 100 mL de DCM, on lave trois fois la phase organique avec
20 mL de NaHCO; aqueux 1 N, puis on la séche sur MgSO,4 avant de la co-évaporer avec du
toluéne. Une purification sur colonne par chromatographie-flash (colonne de 50 mm de
diameétre) est réalisée avec 500 mL de MeOH-DCM 2 %, puis 500 mL. de MeOH-DCM 3 %,
et enfin 500 mLL de MeOH-DCM 4 %. Les fractions correspondant au produit 17 sont
rassemblées puis évaporées a sec pour donner 3,68 g (6,48 mmol) d’huile avec un rendement

estimé a 65 %.

RMN 'H (300MHz, CDCl3) § = 8,86 (s large, 1H, NH) ; 7,76 (d, 4H, J = 5,5 Hz, Ar-Hgy) ;
7,60 (d, 1H, J = 7,5 Hz, Ar-Hy) ; 7,50 (s, 1H, Ar-Hy) ; 7,32-7,22 (m, 2H, Ar-Hsg) ; 4,10 (m,
2H, CO-CH,-O) ; 4,00 (m, 2H, HyCacsute) ; 3,73-3,54 (m, 20H, O-CH,-CH,-O, HyCocetate €t
HO-CIL) ; 2,42 (s, 3H, Ar-CHs) ; 1,61 (s, 3H, CHa).

® Composé phtalimide 18 :

On met le tosylate 17 (3,68 g ; 6,48 mmol) en solution avec 1,52 g (10,0 mmol) de DBU (1,8-
diazobicyclo-[5.4.0]-undecéne) puis on ajoute le phtalimide (1,47 g; 10 mmol). La solution
ainsi obtenue est chauffée 4 85-90°C pendant 17 h puis évaporée. On purifie le produit sur
colonne de silice par chromatographie-flash (colonne de 50 mm de diamétre) avec 1 L
d’acétone-DCM 15 %, puis avec 1 L d’acétone-DCM 20 %. Les fractions correspondant au
composé 18 sont rassemblées, puis évaporées a sec pour donner 3,15 g (5,8 mmol) de produit,

avec un rendement de 90 %.

RMN 'H (200MHz, CDCl3) & = 8,73 (s large, 1H, NH) ; 7,79 (m, 2H, Ar-Hyp) 3 7,99 (m, 2H,
Ar-Hpna et Ar-Hy) ; 7,49 (s, 1H, Ar-Hy) ; 7,27-7,18 (m, 2H, Ar-Hsg) ; 4,10 (m, 2H, CO-CH,-
0) ; 4,00 (m, 2H, H>Cacetate) 5 3,69-3,56 (m, 20H, O-CH,-CH>-O, H2Cjcétate €t Npna-CHz) ;5 1,61
(s, 3H, CHs).

IDT Exhibit 1020.7792



10

15

20

25

30

WO 02/090584 PCT/FR02/01542
71

® Composé amine 19 :

Le produit 18 est dissous dans 20 ml. d’EtOH absolu en chauffant & reflux a 75-80°C.
L’hydrazine (1,07 mL ; 22,1 mmol) est ensuite ajoutée, et la réaction est laissée sous agitation
pendant 1 h 15. Le précipité obtenu est filtré sur fritté et la phase éthanolique évaporée. Le
précipité blanc est ensuite lavé au DCM, et 1a phase DCM est évaporée. L huile jaune obtenue
(2,3 g ; 5,57 mmol) est directement utilisée pour la réaction suivante, méme si elle contient de

I’imidazole qui pourra étre éliminé par la suite, lors de 1’étape de déprotection de 1’acétal.
RMN H (300MHz, CDCl3) & = 8,83 (s large, 1H, NH) ; 7,69 (d, 1H, J= 7,5 Hz, Ar-H,) ; 7,51
(s, 1H, Ar-Hy); 7,30-7,19 (m, 2H, Ar-Hsg¢); 4,10 (m, 2H, CO-CH,-O); 4,00 (m, 2H,

HoCacstate) 5 3,69-3,56 (i, 20H, O-CHo-CH»-O, HoCacétale €t HoN-CHp) 5 1,61 (s, 3H, CHa).

® Composé biotinylé 20 :

On solubilise la D-Biotine (1,05 g ; 4,32 mmol) dans 10 mL de DMF anhydre. On ajoute sous
argon 790 mg (4,87 mmol) de carbonyle diimidazole (CDI). Aprés 10 min d’agitation, on
ajoute I’amine 19 diluée dans 5 mL de DMF. La solution est laissée 40 min sous agitation,
puis évaporée avant d’étre purifiée sur colonne par chromatographie-flash.

Pour ceci on utilise une colonne de 50 mm de diamétre avec comme éluant 500 mL de

MeOH-DCM 5 %, puis 500 mL de MeOH-DCM 10 %, et enfin 500 mL. de MeOH-DCM

15 %. Les fractions correspondant au produit 20 sont rassemblées puis évaporées a sec pour

donner une huile jaune (1,66 g ; 2,6 mmol).
L’huile jaune obtenue (2,4 g) contenant d’aprés le spectre RMN environ 30 % en poids
d’imidazole. On en déduit donc que le rendement de la réaction aboutissant au produit 20 est

d’environ 60 % par rapport a la biotine de départ.

RMN 'H (300MHz, CDCl3) & = 8,80 (s large, 1H, NH) ; 7,66 (m, 3H, Ar-H; et Himidazolo) ;
7,54 (s, 1H, Ar-Hp) ; 7,28-7,24 (m, 2H, Ar-Hsg) ; 7,07 (s, 2H, Himidazoto), 6,59 (t, 1H, NH;s) ;
6,06 (s large, 1H, NHg1) ; 5,19 (s large, 1H, NHzgs) ; 4,45 (m, 1H, Hgea) ; 4,27 (m, 1H, Hpgs,) ;
4,10 (s, 2H, Hz) 5 4,00 (m, 2H, HyCacstato) ; 3,75-3,49 (m, 18H, O-CH-CH2-O et HyCueetaio) ;
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3,36 (m, 2H, His) ; 3,09 (m, 1H, Hgs) ; 2,85 et 2,66 (systéme ABX, 2H, 2/ap= 5 Hz, *Jax = 12
Hz, >Jpx = 0 Hz, Hpe) ; 2,16 (1, 2H, J = 8 Hz, Hp) ; 1,61 (s, 3H, CH3) ; 1,59-1,3 (m, 6H, Hpo,

B8, B7)-

® Compose cétone 21 :

L’acétal 20 est dissous dans 80 mL de chloroforme, puis 30 mL de HCI 2 N sont ajoutés. On
laisse sous forte agitation pendant 45 min. La phase organique est récupérée puis séchée sur
NaHCOj3; anhydre. Aprés filtration, la solution est évaporée et ’huile obtenue est lavée au

pentane pour donner le produit 21 (1,48 g; 2,48 mmol) avec un rendement de 99 %.

RMN 'H (300MHz, CDCl3) & = 8,99 (s large, 1H, NH) ; 8,07 (s, 1H, Ar-Hy) ; 7,98 (d, 2H, J =
8 Hz, Ar-H,); 7,66 (d, 2H, J = 8 Hz, Ar-Hg); 7,42 (t, 2H, J = 8 Hz, Ar-Hs); 6,38 (t,
1H, NH;s:) ; 5,78 (s large, 1H, NHg,) ; 4,96 (s large, 1H, NHgs) ; 4,47 (m, 1H, Hgea) ; 4,29 (m,
1H, Hgsa) ; 4,13 (s, 2H, Hs’) ; 3,76-3,37 (m, 16H, O-CH,-CH,-0) ; 3,32 (m, 2H, His) ; 3,11
(m, 1H, Hgy) ; 2,89 et 2,75 (systéme ABX, 2H, 2Jxp=5 Hz, *Jax = 12 Hz, *Jax = 0 Hz, Hp) ;
2,59 (s, 3H, CHs) ; 2,16 (t, 2H, J= 8 Hz, Hpyo) ; 1,64-1,40 (m, 6H, Hpo, ps, B7)-

® Composé hydrazone 22 :

La cétone 21 est dissoute dans 20 mL d’EtOH absolu. On chauffe & reflux a 75 —80°C. On
ajoute ensuite 1’hydrazine (816 pL ; 16,81 mmol) et on laisse sous agitation pendant 3 h.
Aprés filtration, on évapore a sec, on redissout dans 1’éthanol jusqu’a 1’obtention d’une
mousse blanche collante. Dans un deuxiéme temps, on dissout cette mousse dans 50 mL de
chloroforme puis on ajoute 20 mL d’une solution de NaHCO3 saturée. On lave bien puis on
récupére la phase organique. On la séche sur Na,COj anhydre et aprés filtration, on évapore &
sec afin d’obtenir une nouvelle mousse collante. Celle-ci correspond au produit 22 (842 mg

g ; 1,38 mmol) et est obtenue avec un rendement de 66 %.

RMN 'H (300MHz, CDCls) & = 8,81 (s large, 1H, NH) ; 8,82 (s, 1H, Ar-Hy) ; 7,64 (d, 2H, J =
8 Hz, Ar-Hy) ; 7,32 (m, 4H, Ar-Hsg) ; 6,43 (t, 1H, NHys) ; 5,89 (s large, 1H, NHg)) ; 5,46 (s
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large, 2H, NH,) ; 4,99 (s large, 1H, NHgs) ; 4,44 (m, 1H, Hge,) ; 4,27 (m, 1H, Hgs,) ; 4,11 (s,
2H, Hz’) ; 3,70-3,37 (m, 16H, O-CH,-CH,-0) ; 3,32 (m, 2H, H,4) ; 3,08 (m, 1H, Hgy) ; 2,87 et
2,67 (systétme ABX, 2H, *Jag= 5 Hz, *Jax = 12 Hz, >Jpx = 0 Hz, Hge) ; 2,11 (m, 5H, CHj; et
Hagio) ; 1,64-1,40 (m, 6H, Hao, Bs, 7).

® Composé diazo 23 :

L’hydrazone 22 (100mg ; 0,164 mmol) est dissoute dans 1 mL de DMF sous argon. On ajoute
80 mg de MnO, activé et on laisse sous forte agitation pendant 30 min. Le mélange est filtré &
travers une couche mixte Célite (3 cm) - tamis moléculaire en poudre (1 cm). La solution est
ensuite évaporée a sec. L’huile obtenue en fin d’évaporation est triturée jusqu’a 1’obtention

d’un poudre rose correspondant au composé 23 (78 mg ; 0,128 mmol ; 78 %).

RMN 'H (300MHz, DMSO-de) & = 9,60 (s large, 1H, NH) ; 7,89 (s, 1H, Ar-Hy) ; 7,76 (t,
1H, NH,5) ; 7,35-7,25 (m, 4H, Ar-Hsg) ; 6,64 (d, 2H, J = 8 Hz, Ar-Hy) ; 6,36 (s large, 1H,
NHsg:) ; 6,32 (s large, 1H, NHgs) ; 4,28 (m, 1H, Hgg,) ; 4,08 (m, 1H, Hps,) ; 4,06 (s, 2H, Hj») ;
3,55-3,31 (m, 16H, O-CH,-CH,-0) ; 3,17 (m, 2H, His) ; 3,08 (m, 1H, Hgg) ; 2,80 et 2,59
(systéme ABX, 2H, 2Ja5= 5 Hz, *Jax = 12 Hz, *Jax = 0 Hz, Hge) ; 2,13 (m, 5H, CHs) ; 2,13 (4,
2H, .J =8 Hz, Hg;0) ; 1,99-1,30 (m, 6H, Hgg, ps_p7).

La réactivité du composé 23 a été testée sur 3'-Uridine-monophosphate et suivie par
¢lectrophorese capillaire. Les conditions d’analyse sont celles de I’exemple 6.1. Les résultats
montrent un temps de demi vie de 30 minutes.

La stabilité du réactif est supérieure a 1 mois a -20°C.

Exemple 22.3 : Synthése du para-Bio-EG3-PMDAM :

Schéma de synthése :
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® Protection de I’acide 4-acétylbenzoique_:

On dissout ’acide 4-acétylbenzoique (1 g; 6,1 mmol) dans une solution de chlorure de
triméthylsilyle (TMSCI, 10 g ; 92 mmol) dans 5 mL. de MeOH. Le mélange est chauffé a 90°C
pendant une nuit. Aprés évaporation, un solide blanc correspondant au composé 31 (1,21 g ;

5,75 mmol) est isol€, caractérisé par RMN et utilisé tel quel pour la réaction suivante.
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RMN 'H (200MHz, CDCls) & = 8,08 (d, 2H, J = 8 Hz, Ar-Hyg) ; 7,59 (d, 2H, J = 8 Hz, Ar-
Hss) ; 3,18 (s, 6H, -O-CHz) ; 1,53 (s, 3H, CHa).

® Composeé 32 :

On dissout le composé 31 (1,21 g; 5,75 mmol) dans 5 ml d’orthoformiate de triméthyle en
présence de Dowex 50WX8-100 (0,3 g). Le mélange est chauffé 4 60°C pendant une nuit, puis
filtré et évaporé pour donner le composé 32 (1,19 g ; 5,3 mmol) avec un rendement de 87 %.
RMN 'H (200MHz, CDCl3) & = 8,00 (d, 2H, J = 8 Hz, Ar-Hy¢) ; 7,54 (d, 2H, J = 8 Hz, Ar-
Hss) ; 3,89 (s, 1H, CO-O- CH3) ; 3,16 (s, 6H, -O-CHj3) ; 1,51 (s, 3H, CHs).

® Compose 33 :

On solubilise le cdmposé 32 (1,17 g ; 5,22 mmol) dans 5 mL (22,7 mmol) de 4,7,10-trioxa-
1,13-tridécanediamine. La solution obtenue est chauffée a 140°C pendant 4 h. Le mélange est
ensuite dissous dans 30 mL de DCM et lavé 3 fois avec 10 mL d’cau. La phase organique est
séchée avec Mg SOy, puis évaporée jusqu’a I’obtention d’une huile correspondant au produit

33 (1,44 g ; 3,49 mmol) avec un rendement de 67 %.
RMN 'H (200MHz, CDCl3) & = 7,76 (d, 2H, J = 8 Hz, Ar-Hy¢) ; 7,51 (d, 2H, J = 8 Hz, Ar-
Hsjs) ; 3,62-3,47 (m, 14H, Hy g 10,110 €t Hs 13- et Hz) 5 3,15 (s, 6H, -O-CHs) ; 2,73 (m, 2H,

His) 1,88 (m, 2H, Hy) ; 1,65 (m, 2H, Hig) ; 1,38 (s large, 2H, NH,).

® Composé biotinylé 34 :

La biotine (780 mg ; 3,19 mmol) est mise en suspension dans 13 mL de DMF. On ajoute
ensuite 590 mg (3,60 mmol) de CDL Cette solution est laissée sous agitation pendant 30 min 4
température ambiante. Le composé 33 est dissous dans 1 mL de DMF, puis ajouté petit & petit
a la solution précédente. Le mélange ainsi obtenu est laissé sous agitation pendant 1 h a
température ambiante. Aprés évaporation du DMF, une purification sur colonne par

chromatographie-flash (colonne de 35 mm de diamétre) est réalisée avec 500 mL de MeOH-
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DCM 6 %, puis avec 250 mL. de MeOH-DCM 8 %, et enfin 250 mL. de MeOH-DCM 8 %.
Les fractions correspondant au produit 34 sont rassemblées, puis évaporées a sec pour donner

1,05 g d’huile avec un rendement estimé a 30 %.

RMN 'H (300MHz, CDCls) & = 8,49 (s large, 1H, NHipigazolc) 3 7,79 (d, 2H, J = 8 Hz, Ar-
Hag) ; 7,66 (5, 1H, Himidazote) ; 7,50 (d, 2H, J = 8 Hz, Ar-Hz5) ; 7,38 (t, 1H, NHy) ; 7,11 (s, 2H,
Himidazolo) ; 6,67 (t, 1H, NHig) , 5,99 (s large, 1H, NHg1) ; 5,15 (s large, 1H, NHags) ; 4,46 (m,
1H, Hgeo) ; 4,27 (m, 1H, Hps,) ; 3,61-3,45 (m, 14H, Hyp g 100110 et Hs 13 et Hy) ; 3,28 (m, 2H,
H;is); 3,15 (s, 6H, -OCH3) ; 2,85 (m, 1H, Hpa) ; 2,85 et 2,69 (systeme ABX, 2H, 2Jsp=5 Hz,
3Jax = 12 Hz, *Jex = 0 Hz, Hgs) ; 2,14 (t, 2H, J = 8 Hz, Hg10) ;1,86 (m, 2H, Hy) ; 1,69 (m, 2H,
Hys) ; 1,49 (s, 3H, CHs) ; 1,42-1,39 (m, 6H, Hgy, ps, Bo)-

® Composé 35 :

<

L’acétal 34 est dissous dans 45 mL de chioroforme, puis 10 mL de HCI 2N sont ajoutés . Le
mélange diphasique est vigoureusement agité pendant 5 min. On récupere la phase organique
qu’on s¢che sur NaHCO; anhydre. On filtre, on évapore, et le composé 35 est obtenu sous
forme d’un solide jaune clair (504 mg ; 0,87 mmol) avec un rendement global de 27 % a partir

de la biotine.

RMN 'H (300MHz, CDCl3) & = 7,97 (d, 2H, J = 8 Hz, Ar-H,6) ; 7,91 (d, 2H, J = 8 Hz, Ar-
Hsjs); 7,51 (t, 1H, NHy) ; 6,50 (t, 1H, NH;¢') , 6,05 (s large, 1H, NHzg;) ; 5,23 (s large, 1H,
NHgs) ; 4,45 (m, 1H, Hges) ; 4,27 (m, 1H, Hgsy) ; 3,62-3,56 (n, 10H, Hy g 101> et Hs) ; 3,48~
3,46 (m, 4H, Hs-13) ; 3,27 (m, 2H, H;s) ; 3,10 (m, 1H, Hgy) ; 2,85 et 2,71 (systéme ABX, 2H,
2Jap= 5 Hz, >Jax = 12 Hz, >Jagx = 0 Hz, Hpg) ; 2,60 (s, 3H, CHs) ; 2,14 (t, 2H, J = 8 Hz,
Hgio) ;1,89 (m, 2H, Hy) ; 1,72-1,61 (m, 6H, His, Hp7 o) ; 1, 40 (m, 2H, Hgs).

® Composé hydrazone 36 :

La cétone 35 (500 mg ; 0,864 mmol) est dissoute dans 11 mL de EtOH absolu. L hydrazine

(335 uL ; 6,911 mmol) est ajoutée, puis le mélange réactionnel est chauffé a reflux pendant 1
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h. L’huile obtenue aprés évaporation, est dissoute dans EtOH abs, pour étre de nouveau
évaporée. On obtient alors une mousse collante correspondant au produit 36 (488 mg ; 0,823

mmol) avec un rendement de 95 %.

RMN 'H (300MHz, CDCl;) & = 7,76 (d, 2H, J = 8 Hz, Ar-H, ) ; 7,67 (d, 2H, J = 8 Hz, Ar-
Hss); 7,29 (¢, 1H, NHy) ; 6,46 (t, 1H, NHy¢), 5,98 (s large, 1H, NHg)) ; 5,55 (s large, 2H,
NHy) ; 5,14 (s large, 1H, NHgs) ; 4,45 (m, 1H, Hge,) ; 4,24 (m, 1H, Hgs,) ; 3,62-3,51 (m, 10H,
H7 g 100,110 et Hs) ; 3,47-3,45 (m, 4H, Hs13) ; 3,27 (m, 2H, H;s) ; 3,07 (m, 1H, Hpy) ; 2,84 et
2,69 (systéme ABX, 2H, 2/xp= 5 Hz, *Jax = 12 Hz, *Jsx = 0 Hz, Hgg) ; 2,11 (t, 2H, J= 8 Hz,
Hagio et s, 3H, CH;3) ; 1,86 (m, 2H, Hy) ; 1,72-1,59 (m, 6H, Hys», He7, Bo) ; 1, 21 (0, 2H, Hgs).

® Composé diazo 37 :

On solubilise 1’hydrazone 36 (200 mg; 0,337 mmol) dans 5 mL de DMF. On ajoute alors
MnO; (450 mg ; 5,17 mmol). Aprés 15 min d’agitation & température ordinaire, le mélange est
filtré sur millipore contenant de la célite (épaisseur : 2 cm) et du tamis moléculaire en poudre
3 A (0,5 cm). Le mélange réactionnel est évaporé a sec. L’huile résiduelle obtenue est lavée 2
I’éther trois fois de suite, jusqu’a 1’obtention d’une poudre. Le composé 37 (290 mg, 0,491

mmol) est obtenu sous forme d’un solide rose avec un rendement de 93 %.

RMN 'H (300MHz, DMSO-d¢) & = 8,33 (t, 1H, NHy) ; 7,83 (d, 2H, J = 8 Hz, Ar-H,) ; 7,73
(t, 1H, NHi¢6) ; 6,98 (d, 2H, J = 8 Hz, Ar-Hs5) ; 6,39 (s large, 1H, NHg:) ; 6,33 (s large, 1H,
NHgs) ; 4,30 (m, 1H, Hgea) ; 4,12 (m, 1H, Hgsa) ; 3,51-3,45 (m, 16H, Hy, g, 10, 11 €t Hs> et Hys
et Hy 13°) ; 3,07 (m, 1H, Hgyq) ; 2,79 et 2,58 (systéme ABX, 2H, 2/xp= 5 Hz, *Jpx = 12 Hz, *Jpx
= 0 Hz, Hpg) ; 2,14 (s, 3H, CH;) ; 2,04 (t, 2H, J = 8 Hz, Hpjo) ;1,77 (m, 2H, Hy) ; 1,62-1,48
(m, 6H, Hy4, Hy7 Bo) 5 1, 31 (m, 2H, Hgg).

La réactivité du compos¢ 37 a été testée sur 3'-Uridine-monophosphate et suivie par
électrophorése capillaire. Les conditions d’analyse sont celles de I’exemple 6.1. Les résultats
montrent un temps de demi vie de 60 minutes.

Le réactif est stable 4 -20°C pendant au moins 1 mois.
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Exemple 22.4 : Synthése du méta-Bio-EG3-PDAM :

Schéma de synthése :

CH(OMe)3 O
)

COOMe DowexWX8-100 H,N-(CHy)s-(O-CH,-CHy)5-CH,-NH,
COOMe

39 \A |

38 A

Méthyl-3-foermylbenzoate

H
HN A OO

40 - O
1) Biotine, CDJ, dans DMF

2) Déprotection : HC1 2N

L Os
HN NH
H H \ H
s NH__~_O~_"~ o A~ N
(@] O
42
0 NHz
NHz'NI_Iz, EtOH abs N
AN
HN™ NH
H H \ N
s NH\/\/O\/\O/\/ O \/\/N
o o)
43
0] MnO,, DMF
A N
HN™ 'NH Y
H H H
s N’i/\/o\/\o /\/O\/\/N
0] 0]
44

® Protection du méthyl-3-formvlbenzoate 38 :
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La résine Dowex S0WX8-100 (2 g) est mise en solution dans 25 mL de MeOH et 25 mL
d’orthoformiate de triméthyle puis laissé sous agitation pendant 15 min. Aprés décantation, on
lave la résine deux fois de suite avec 20 mL de MeOH. On met ensuite cette résine dans 100
mL de MeOH, 50 mL de CH(OMe); et on ajoute 7,12 g (43,4 mmol) de méthyl-3-
formylbenzoate. La solution est laissée 15 min sous agitation, puis filtrée sur papier plissé
avant évaporation. Le produit 39 (9 g; 43,1 mmol) est isolé sous forme d’un liquide jaune

clair avec un rendement de 99 %.

RMN 'H (200MHz, CDCls) § = 8,10 (s, H, Ar-Hy) ;7,9 (d, H, J = 8 Hz, Ar-Hy) ; 7,63 (d, H, J
= 8 Hz, Ar-Hy) ; 7,42 (, H, J= 8 Hz, Ar-Hs) ; 5,40 (s, 1H, CH) ; 3,90 (s, 3H, -CO-O-CHs) ;
3,31 (s, 6H, -O-CHs).

® Composé 40 :

On solubilise le composé 39 (2 g; 9,5 mmol) dans 10,4 mL (47,6 mmol) de 4,7,10-Trioxa-
1,13-tridécanediamine. La solution obtenue est chauffée a 165°C pendant 2 h. Le mélange est
ensuite dissous dans 80 mL de DCM et lavé 4 fois avec 20 mL d’eau. Aprés séchage sur
MgSOy et évaporation, le produit 40 est isolé avec un rendement de 60 % (2,27 g; 5,69

mmol).

RMN 'H (200MHz, CDCl3) 8= 7,84 (s, H, Ar-Hy) ;7,75 (d, H, /=8 Hz, Ar-H,) ; 7,53 (d, H, J
= 8 Hz, Ar-Hg); 7,39 (t, H, J = 8 Hz, Ar-Hs) ; 5,38 (s, 1H, CH); 3,64-3,43 (m, 14H,
Hy 8 100,110 et Hs» 130 et Hs0) 5 3,29 (s, 6H, -O-CH3) ; 2,72 (m, 2H, H;s") 1,87 (m, 2H, Hy') ; 1,64
(m, 2H, His’) ; 1,30 (s large, 2H, NH)).

® Composé biotinylé 41 :

La D-biotine (344 mg; 1,40 mmol) est mise en suspension dans 4 mL de DMF puis 250 mg
(1,54 mmol) de CDI sont ajoutés. Cette solution est laissée sous agitation pendant 30 min a
température ambiante. Le composé 40 (616 mg ; 1,54 mmol) est dissous dans 2 mL. de DMF,

puis ajouté petit & petit 4 la solution précédente. Le mélange ainsi obtenu est laissé sous
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agitation pendant 50 min & température ambiante. Aprés évaporation, une purification sur
colonne par chromatographie-flash (colonne de 30 mm de diamétre) est réalisée avec 750 mL
de MeOH-DCM 10 %, puis avec 250 mL de MeOH-DCM 15 %. Les fractions correspondant
au produit 41 sont rassemblées puis évaporées a sec pour donner 740 mg d’huile avec un

rendement estimé A 50 %.

RMN 'H (200MHz, CDCl3) § = 7,87 (s, H, Ar-Hy) ;7,78 (d, H, J = 8 Hz, Ar-Hy) ; 7,65 (s, 1H,
Himidazole) 5 7,33 (d, H, J= 8 Hz, Ar-Hg) ; 7,39 (t, H, J= 8 Hz, Ar-Hs) ; 7,07 (s, 2H, Himidazole) 5
6,65 (t, 1H, NHi¢) , 5,95 (s large, 1H, NHg,) ; 5,38 (s, 1H, CH) ; 5,15 (s large, 1H, NHags) ;
4,43 (m, 1H, Hgea) ; 4,27 (m, 1H, Hgza) ; 3,59-3,44 (m, 14H, H7 510,11 €t Hs 13> et Hz:) ; 3,29
(m, 8H, H;s et 2-O-CHj3) ;3,07 (in, 1H, Hps) ; 2,84 et 2,66 (systéme ABX, 2H, *Jp= 5 Hz,
3Jax =12 Hz, *Jpx = 0 Hz, Hp¢) ; 2,13 (t, 2H, J= 8 Hz, Hpq) ;1,85 (m, 2H, Hy') ; 1,66 (m, 2H,
His); 1,40-1,37 (m, 6H, Hg7, 83, Bo)-

@® Composé aldéhvdique 42 :

L’acétal 41 est dissous dans 20 mL de chloroforme, puis 5 mL de HCI 2N sont ajoutés . Le
mélange diphasique est vigoureusement agité pendant 15 min. On fécupére 1a phase organique
qu’on séche sur NaHCO; anhydre. On filtre, on évapore et le composé 42 est obtenu sous
forme d’une huile jaune (593 mg ; 1,02 mmol) avec un rendement global de 87 % & partir de

la biotine.

RMN 'H (300MHz, CDCls) § = 10,04 (s, 1H, CHO) ;8,34 (s, H, Ar-H>) ; 8,16 (d, H, /= 8 Hz,
Ar-Hy) ; 7,96 (d, H, J = 8 Hz, Ar-Hg) ; 7,72 (t, 1H, NHy) ; 7,39 (1, H, J= 8 Hz, Ar-Hs) ; 6,51
(t, 1H, NHi¢") ; 6,00 (s large, 1H, NHg;:) ; 5,30 (s large, 1H, NHg3) ; 4,46 (m, 1H, Hgea) ; 4,27
(m, 1H, Hgsa) ; 3,66-3,56 (m, 10H, Hy g 10,11 et Hs) ; 3,50-3,29 (m, 4H, Hs 13) ; 3,28 (m,
2H, H;s) ; 2,95 (m, 1H, Hgs) ; 2,84 et 2,71 (systeme ABX, 2H, 2Jag= 5 Hz, 3 ax =12 Hz,
3Jsx = 0 Hz, Hgg) ; 2,15 (t, 2H, J = 8 Hz, Hpjo) ;1,89 (m, 2H, Hy) ; 1,72-1,63 (m, 6H, His,
Hg7, Bo) ; 1,23 (m, 2H, Hgs).

® Composé hydrazone 43 :
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L’aldéhyde 42 (593 mg ; 1,02 mmol) est dissous dans 10 mL d’éthanol absolu. L hydrazine
(400 pL ; 8,19 mmol) est ajoutée, puis le mélange réactionnel est chauffé a reflux pendant 50
min. L’huile jaune obtenue aprés évaporation, est triturée avec de 1’éther jusqu’a 1’obtention
d’une poudre beige correspondant au produit 43 (404 mg ; 0,68 mmol) avec un rendement de
66 %. Une purification sur colonne par chromatographie-flash (colonne de 15 mm de
diamétre) est réalisée ensuite sur un échantillon de 150 mg (0,253 mmol) avec 200 mL de
MeOH-DCM 20% . Les fractions sont rassemblées puis évaporées a sec pour donner 144 mg

de produit 43 avec un rendement de 76 %.

RMN 'H (300MHz, CDCl;) & = 7,95 (s, H, Ar-H)) ; 8,16 (d, H, J= 8 Hz, Ar-H,) ; 7,76 (s, 1H,
CH) ; 7,96 (4, H, J = 8 Hz, Ar-Hp) ; 7,38 (t, H, /= 8 Hz, Ar-Hs) ; 6,45 (t, 1H, NHy¢) ; 5,98 (s
large, 1H, NHg;) ; 5,72 (s large, 2H, NH3) ; 5,18 (s large, 1H, NHg3) ; 4,44 (m, 1H, Hpe,) ;
4,26 (m, 1H, Hgsa) ; 3,62-3,56 (m, 10H, Hy g 107,11° €t Hs:) ; 3,48-3,45 (m, 4H, Hs: 33°) ; 3,27
(m, 2H, Hys)) ; 3,07 (m, 1H, Hpy) ; 2,84 et 2,68 (systéme ABX, 2H, 2Jap= 5 Hz, *Jax =12 Hz,
3 Jax = 0 Hz, Hge) ; 2,11 (t, 2H, J = 8 Hz, Hgyo) ;1,86 (m, 2H, Hy) ; 1,72-1,59 (m, 6H, Hys,
Hg7, B9) 5 1, 21 (m, 2H, Hpg).

® Composé diazo 44 :

On solubilise ’hydrazone 43 (100 mg; 0,187 mmol) dans 4 mL. de DMF. On ajoute alors
MnO; (200 mg ; 2,3 mmol). Aprés 13 min d’agitation a température ordinaire, le mélange est
filtré sur millipore contenant de la célite (épaisseur : 2 cm) et du tamis moléculaire en poudre
3 A (0,5 cm). Le mélange réactionnel est évaporé a sec. L huile résiduelle obtenue est lavée a
1’éther, trois fois de suite. Le composé 44 (290 mg, 0,491 mmol) est obtenu sous forme d’un
solide orange avec un rendement de 83 %.

RMN 'H (300MHz, DMSO-dg) § = 8,39 (t, 1H, NIy ; 7,78 (t, 1H, NH;¢) ; 7,39-7,34 (m, Ar-
H); 7,09 (d, Ar-H) ; 6,38 (s large, 1H, NHg;) ; 6,32 (s large, 1H, NHps) ; 5,78 (s, 1H, CH-
N2) ; 4,27 (m, 1H, Hgea) ; 4,11 (m, 1H, Hgsa) ; 3,51-3,44 (m, 10H, Hy, 8, 10, 11° €t Hs?) 5 3,37
(m, 2H, Hys) ; 3,32 (m, 4H, Hz 13:); 3,05 (m, 1H, Hgs) ; 2,79 et 2,58 (systtme ABX, 2H,
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2Jag= 5 Hz, 3Jax = 12 Hz, *Jpx = 0 Hz, Hgq) ; 2,02 (t, 2H, J = 8 Hz, Hg1o) ;1,69 (m, 2H, Hy) ;
1,59-1,48 (m, 6H, Hy4, Hg7, o) ; 1, 25 (m, 2H, Hgs).

La stabilité du produit est supérieure a 1 mois a -20°C.

Exemple 23 : Synthése du para-CyS-EG3-PDAM :

Comme cela a déja été évoqué dans I’exemple 2, la biotine peut étre remplacée par un autre
marqueur tel que le Cy5. Cet exemple montre que 1’on peut également relier 1a fonction diazo,
10  portée par le PDAM, & ce marqueur Cy5 par [’intermédiaire d’un bras de liaison polyéthyléne

glycol.

Schéma de synthése : Le contre ion I" n’est pas représenté sur les formules 46, 47, 50° et 51.

Cﬁl‘% fe20 Qt/\/\
_——_—>
46 + AcONa N I‘\I’Ac
Ph

A 47

PHINZ S NiPh
o 45

48 + )
B>~ oH i 50
15 49 ©°
® Jodure de 2-[4-(N-acétyl-N-phénylamino)buta-1.3-diényl]-1,2.3.3-tétraméthyl{3H]indolium
47 :
20
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Le mélange du monochlorhydrate de malonaldehyde-bis(phénylimine) 45 (13 g ; 50,2 mmol),
de NaOAc (6,0 g ; 69,7 mmol) et de l'iodure de 1,2,3,3- tétraméthyl[3H]indolium 46 (3,01 g ;
10 mmol) dans de l'anhydride acétique (50 mL) est chauffé a 100 °C pendant 20 min
précisément. Aprés refroidissement, on ajoute de 1'éther (350 mL) et le solide brun précipité
est filtré, lavé avec de 1'éther (3 x 100 mL). Le solide est redissout dans 150 mL de CH,Cl,,
filtré (élimination des sels minéraux) puis précipité avec 350 ml. d’éther pour donner un

solide brun (3,54 g, 54 %).
RMN 'H (CDCly) : § =8,64 (d; 1H;J=12Hz; 1-H); 8,14 (t; 1H; J=16; 12 Hz; 3-H) ;
7,63-7,19 (m ; 9H) ; 6,90 (d; 1H; J=15Hz;4-H); 5,82 (t; 1H;J=12; 13 Hz ; 2-H) ; 4,006

(s;3H; NCH3); (2,16 (s; 3H ; -COCHj3) ; 1,74 (s ; 6H ; CHj).

® Bromure de 1-(5-carboxypentyl)-2.3.3-triméthyvl{ 3H]indolium 50 :

On mélange le 2,3,3-triméthylindole 48 (10,0 g; 62,8 mmole) et l'acide 6-bromohexanoique
49 (12,3 g; 62,8 mmole) sans solvant et chauffe 4 110 °C pendant 12 h sous argon. Le
melange réactionnel piteux rouge violet est lavé avec de l'acétate d'éthyle (2 x 60 mL, on
triture la pite avec la spatule et on décante le surnageant), puis avec de 1'acétone (50 mL, la

péte solidifie). Le solide rose est filtré puis séché sous vide (16,0 g ; 73 %).

@® Composé CySCOOH 51 :

Le mélange de l'iodure 47 (2,5 g; 5,3 mmole), du bromure 50 (1,87 g; 5,3 mmole) et de
NaOAc (1,08 g; 12,1 mmole) dans de l'anhydride acétique (11 mL) est chauffé 4 120 °C
pendant 25 min. Aprés refroidissement, on ajoute de 1'éther (200 mL) et le précipité est filtré
et lavé avec de I'éther (3 x 50 mL). Le solide correspondant au produit 50” est dissous dans
100 mL de CH,Cl, puis évaporé. On le dissout ensuite dans 15 mL d’acide acétique et I’on
agite pendant 30 min 4 120 °C. Le précipité correspondant au produit 51 est ainsi obtenu apreés
ajout de 200 mL d’éther et filtration sur fritté, avec un rendement de 84 % (2,71 g; 4,44

mmol).
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RMN 'H (CDCl3): 6=8,03 (t;2H;J=10; 11 Hz, 2-H, 4-H) ; 7,38-6,91 (m ; 9H ; Ar-H, 3-
H); 641 (d; 1H;J=14Hz; 1-H); 6,31 (d; 1H; J=13 Hz; 5-H); 4,07 (t;2H,J=7;7
Hz ; a-CHy) ; 3,68 (s ; 3H; NCH3) ; 2,47 (t; 2H,J=7;7Hz ; e-CHy) ; 1,71 (m; 18H ; CHs,
B,y et 8-CHay).

bbb b b
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o I
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0 H H
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Y
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55

® Couplage du composé 26 avec le CySCOOH 51 (produit 52) :
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A une solution de Cy5COOH 51 (1,5 g; 2,46 mmole) dans 15 mL de CH,Cl,, on ajoute N-
méthylmorpholine (NMM, 405 pL ; 3,68 mmole). La solution est refroidie avec un bain de
glace et mise sous argon, puis on ajoute le chloroformiate d'isobutyle (494 pL ; 3,81 mmole).
Aprés 10 min d'agitation, on additionne 1’amine 26 (1,86 mg ; 4,67 mmole) diluée dans 8 mL
de CH,Cl,. On laisse le mélange sous agitation a température ambiante pendant 1 h 30. On
ajoute 20 mL de CH,Cl, et on lave avec 25 mL de NaHCO; (1 N) trois fois de suite. Aprés
séchage sur Nap,COs3, on filtre la solution pour récupérer la phase dichlorométhane que 1’on
évapore.

Une purification sur colonne par chromatographie-flash (colonne de 45 mm de diameétre,
fractions de 20 mL)) est réalisée avec comme ¢luant du MeOH-DCM 10% . Les fractions
correspondant au produit 52 sont rassemblées puis évaporées a sec pour donner un solide bleu
qui est dissous dans CH,CL. Le préduit 52 est alors précipité et lavé a 1’éther pour donner un
produit bleu avec un rendement de 72 % (1,45 g ; 1,77 mmol).

Le produit 52 (iodure) est ensuite dissous dans 54 mL de méthanol puis passé sur colonne
d'amberlite IRA900 (CI” ; 15 g). La solution méthanolique recueillie est évaporée & sec pour
donner une huile collante que 1’on redissout dans CH,Cl; . L’évaporation permet I’obtention

du produit 52° avec un rendement de 87 %.

@ Aldéhyde 53 :

L’acétal 52° est dissous dans 10 mL de DCM, puis 10 mL. de HCL 2N sont ajoutés. La
solution est laissée sous forte agitation pendant 3h 30 min. Aprés ajout de 20 mL de DCM, la
phase dichlorométhane est récupérée puis séchée sur NaHCOs;. Le produit obtenu aprés
évaporation est lavé avec de I’éther pour donner 1’aldéhyde 53 avec un rendement de 90 %

(1,18g ; 1,46 mmol).

® Hydrazone 54 :

On dissout ’aldéhyde 53 (200 mg ; 0,247 mmole) dans 1 mL d'éthanol absolu et on ajoute
I'hydrazine monohydratée (15,6 pL ; 0,321 mmole). La solution est agitée a température
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ambiante pendant 30 min, On ajoute 8 mL d'éther ; on lave a 1’éther par décantation, trois fois
de suite puis on séche sous vide. On obtient 172 mg d’hydrazine 54 (0,209 mmol ; 85 % de

rendement) que 1’on conserve au congélateur.
@ Diazo 55 :

A une solution de 20 mg (0,243 mmol) d'hydrazone 54 dans 2 mL de DMF, on ajoute 100 mg
de MnO; et agite vigoureusement pendant 5 min sous argon a température ambiante. On filtre
la suspension a travers une couche du célite (épaisseur : 2 cm) et du tamis moléculaire en
poudre 3 A (0,5 cm) et lave avec DMF. On évapore la solution puis on triture & 1’éther. Le
solide ainsi obtenu est séché. On obtient 18 mg (0,185 mmol ; 76%) de diazo 55.

La stabilité du réactif est supérieure a 1 mois a -20°C.

Exemple 24 : Synthése du méta-Fluo-EG3-PMDAM :

Comme cela a déja été évoqué dans I’exemple 23, la biotine peut étre remplacée par un autre
marqueut, Cet exemple montre que 1’on peut également relier la fonction diazo, portée par le
PMDAM, a ce marqueur fluorescéine par I’intermédiaire d’un bras de liaison polyéthyléne

glycol.
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Schéma de synthése :

HoN-NH-Tosyl

75 KOH/EtOH

o

S
NH
H/lL HN >0 Ov\o/\/\N"(lk/\((

O

" meta-Fluo-EG3-PMDAM 74

Composé 72 :

On solubilise I'isothiocyanate de fluorescéine- (250 mg, 0,64 mmol) dans 1,6 ml de DMF
anhydre, avec 2% de pyridine, sous argon. On ajoute le produit 69 (0,356 g, 0,81 mmol)
dissout dans 1,6 ml de DMF anhydre. On laisse réagir 3,5 h a température ambiante, puis on
évapore le DMF et on reprend dans 25 ml de H>O. On fait trois extractions avec 50 ml de
CH,Cl,, et la phase aqueuse est évaporée. On obtient 255 mg (48%) du produit 72.
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Composé méta-Fluo-EGs-Hydrazone-Tosyle 75 :

On dissout le composé 72 (255 mg, 0,31 mmol) dans 1,5 ml d'éthanol a reflux. On ajoute la p-
toluen-sulfonyl-hydrazine (69,2 mg, 0,37 mmol) dans 1,5 ml d'éthanol et on laisse réagir
pendant 6 h. On évapore a sec, et on lave le solide avec CH;Cl,, HoO et éther. On obtient 18,5
mg (74%) du produit 75 sous forme d'une poudre orange.

RMN 'H (200 MHz, DMSO-dg): d = 1,6-1,8 (m, 4H); 2,13 (s, 1H); 2,28 (s, 1H); 2,36 (s, 1H);
2,80 (m, 1H); 3,07 (m, 2H); 3,46 (mm, 12H); 6,5-6,7 (m, 6H); 7,1-8,3 (m, 9H).

Composé méta-Fluo-EG;-PMDAM 74 :

On solubilise I'hydrazone 75 (176 mg, 0,18 mmol) dans 720 pl d'une solution de KOH a 10%
dans du méthanol anhydre. La solution est laissée a reflux pendant 3 h. On laisse refroidir la
solution et un précipité apparait. La solution est filtrée et évaporée a sec. Le résidu est lavé a
I'éther et séché.

L'analyse par RMN montre la disparition des sighaux a 2,36 et 2,13 ppm (correspondant aux
Méthyles du tosyle et de 1'hydrazone) et I'apparition d'un pic & 1,96 ppm (correspondant au
méthyle du diazo). '

Exemple 25 : Intermédiaire diazométhyle permettant un marquage ultéricur :

Il peut éire intéressant d’avoir non pas un marquage direct par le réactif de marquage
diazométhyle portant aussi le marqueur R” mais de procéder en deux étapes avec un marquage
indirect. Dans ce cas le réactif de marquage comprenant la fonction diazomdthyle est dit
préfonctionnalisé c’est a dire qu’il comprend aussi une fonction chimique apte a réagir
ultérieurement avec des marqueurs directs ou indirects. La pré-fonctionnalisation peut
intervenir par introduction d’une fonction réactive de covalence au sein du réactif de
marquage qui peut réagir avec une fonction anti-réactive de covalence du marqueur direct ou
indirect. Ces fonctions peuvent é&tre constituées par une fonction chimique organique

électrophile et une fonction chimique organique nucléophile, ou inversement.
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Un exemple d’une telle stratégie de marquage est illustrée par le schéma ci-dessous

R R}
Np=C. o w2 R? > N=C

Z~W Z—-W- Wi R?
Dans lequel le réactif de marquage comprend, outre une fonction diazométhyle, une fonction
W! &ectrophile ou nucléophile susceptible de réagir avec un marqueur R? comprenant une
fonction W? complémentaire de W',
Par exemple si W' est une fonction méthylcétone ou aldéhyde, W* est une fonction
alcoxyamine.
Dans un procédé de marquage d’une molécule biologique comme un acide nucléique, 1’acide
nucléique est mis en contact avec le réactif de marquage coprenant la fonction diazométhyle et
dans une étape ultérieure, le marqueur W>- R? réagit avec 1’acide nucléique par I’intermédiaire
de la fonction W',
L’une des utilisations est par exemple constituée par un procédé d’amplification d’une
séquence d’un acide nucléique ou par un procédé d’amplification du signal. Des informations
complémentaires sur ce type de marquage peuvent étre trouvées dans la demande de brevet
WO—A—98/05\766, sous priorité du 2 aolit 1996. et dans la demande de brevet WO-A-00/40590

sous priorité du 05 Janvier 1999.

Exemple 25.1 : Synthése du MeCO-PMDAM :

Schéma de synthése :
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Le produit 85, dont la synthése est décrite dans cet exemple, permet de réaliser le marquage
des acides nucléiques naturels, grice a la réactivité de la fonction diazométhyl avec les
groupements phosphate, et d'introduire ainsi une fonction méthylcétone, qui peut étre utilisée
par la suite pour introduire une molécule détectable (fluorescente, biotine) possédant un

groupement alcoxyamine.

Cette synthése est basée sur des méthodes connues et utilisées en routine en chimie. Le
produit de départ est le méme que pour la synthése des marqueurs 71 et 74. La premiére étape
consiste en la protection de I'amine terminale par le Fluorenylmethyl-formate (Fmoc, 99). Le

choix de ce groupement protecteur est basé sur sa stabilité et conditions de clivage.

ST
gt SR

Aprés formation de l'hydfazone protégée 82 par la méthode utilisée précédemment (exemple
méta-Fluo-EG3;-PMDAM, ), 'amine terminale est déprotégée dans des conditions basiques
douces qui garantissent la stabilité de I'hydrazone. L'acétoacétate de méthyle est utilisé pour
créer la fonction méthylcetone par une réaction d'acylation de 1'amine terminale (voir
formation des composés 26 et 36). La formation du diazométhyl est ensuite réalisée par l'une

des méthodes décrites précédemment.
Exemple 25.2 : Synthése du H,NO-PMDAM :

Schéma de synthése :
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Le produit 88, dont la synthése est décrite dans cet exemple, permet de réaliser le marquage
des acides nucléiques naturels, grice a la réactivité de la fonction diazométhyl avec les
groupements phosphate, et d'introduire ainsi une fonction alcoxyamine, qui peut étre utilisée
par la suite pour introduire une molécule détectable (fluorescente, biotine) possédant un

groupement méthylcétone.

Cette synthése est basée sur le modéle de la précédente, c'est-a-dire l'utilisation du précurseur
69, du Fmoc pour la protection de l'amine et du tosyle pour la protection de I'hydrazone.
L'introduction de la fonction alcoxyamine (composé 86) se fait par lusage du
carboxyméthoxylamine (commercial) protégé par la fonction Fmoc (Theése E. Trévisiol,
LEDSS Grenoble, 1999). Etant donné les conditions douces de la déprotection finale

(composé 88), celle ci est réalisée de suite aprés la formation du diazométhyl.

Exemple 26 : Préparation de dérivés PDAM permettant I’amplification du signal :

Exemple 26.1 : Synthése de marqueurs bis-biotinylés tels que le [Bio-EG3]2-PDAM :

Schéma de synthése :
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® Réduction du benzéne-1.3.5-tricarboxylate de triméthyle 56 en alcool 57 :

On dissout le triester 56 (12,6 g; 50,0 mmol) dans 100 mL de THF puis ajoute 1,1 g (50,5
mmol) de LiBH4 a température ambiante. La solution rouge est chauffée & 40-45°C sous
agitation sous argon pendant 1 h. Aprés refroidissement (glace), on détruit 1’hydrure en exces
avec précaution (dégagement de H, ) par 1’addition d’eau (200 mL) puis de HCI 2N (30 mL).
On observe le virage de couleur en jaune claire. On extrait cette solution avec CH2Cl, (100mL
puis 3 fois 50 mL), la phase organique est lavée avec NaHCO; anhydre, séchée sur MgSOy4
puis le solvant est évaporé jusqu’a I’obtention d’une huile (11,1 g). Par chromatographie flash
sur colonne de silice (diamétre = 40 mm, éluant : acétate d’éthyle/cyclohéxane = 1/1), on

obtient I’alcool 57 (6,38 g, 57 %).

RMN 'H ( 200 MHz, CDCls) : & = 8,53(t, 1H, /= 2 Hz) ; 8,18 (d, 2H, J = 2 Hz) ; 4,76 (s,
2H) ; 3,91 (s, 6H) ; 2,30 (5, 1H).

® Oxvdation de 1’alcool 57 en aldéhyde 58 :

On dissout l'alcool 57 (5,86 g ; 26,1 mmol) dans 100 mL de THF puis ajoute 40,0 g de MnO,
petit & petit en 5 min a température ambiante. La solution est laissée une nuit sous agitation
sous argon. On filire la solution a travers un entonnoir Biichner muni d'une couche de Célite
545, on lave avec CH,Cl, puis évapore les solvants. Le solide brut (4,4 g) est purifié par
chromatographie flash sur une colonne de silice (diamétre = 50 mm, éluant : acétate

d'éthyle/cyclohéxane 3/7). On obtient 3,44 g (59 %) de l'aldé¢hyde 58.

RMN 'H ( 200 MHz, CDCl3) : & = 10,11 (s, 1H) ; 8,89(t, 1H, /=1 Hz) ; 8,69 (d, 2H, J = 1
Hz) ; 3,98 (s, 6H).

® Formation de ’acétal 59 :

On dissout l'aldéhyde 58 (3,21 g ; 14,4 mmol) dans 30 mL de méthanol puis ajoute 6,0 mL de

TMSCI. La solution est laissée & température ambiante sous agitation sous argon pendant 1 h.
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On dilue 1a solution avec 200 mL de CH,Cl,, et agite avec 1 M NaHCO; (100 mL) (attention
dégagement de CO,). On sépare les deux phases, extrait la phase aqueuse trois fois avec
CH,Cl; (25 mL), on rassemble les phases organiques, on séche sur MgSO, puis évapore le
solvant. On obtient 3,55 g (92 %) de l'acétal 59.

RMN 'H ( 200 MHz, CDCl3) : & = 8,63(t, 1H, J = 2 Hz) ; 8,29 (d, 2H, J = 2 Hz) ; 5,45 (s,
2H) ; 3,93 (s, 6H) ; 3,32 (s, 6H).

® Hyvdrolyse du diester 59 en diacide 60 :

On dissout le diester 59 (3,18 g ; 11,9 mmol) dans 10 mL de THF puis ajoute une solution de
KOH (2,0 g, pastille 85 %) dans 10 mL de méthanol. Aprés 15 min & température ambiante,
on évapore les solvants. Le résidu est dissous dans H,O (50 mL). On ajoute H;PO4 (environ
2,5 mL, 85 %) jusqu'a pH 3 et le précipité blanc est filtré sur le fritté (#3), lavé avec de I'eau et
séché sous vide. On obtient 2, 59 g (91 %) du diacide 60.

RMN 'H (200 MHz, DMSO-dg) : 8 = 8,43 (t, 1H, J= 1 Hz) ; 8,15 (d, 2H, /=1 Hz) ; 5,53 (5,
1H) ; 3,27 (s, 6H).

® Trifluoracétamide 62 :

On dissout la diamine 61 (66 g ; 0,30 mol) dans 250 mL de CHQC]Z puis ajoute le
trifluoracétate d'éthyle (11,8 mL, 0,10 mol) goutte & goutte en 5 min & 10 °C sous agitation
sous argon. Aprés 15 min a température ambiante, on transfére la solution dans une ampoule &
décanter, on lave avec H>O (3 x 100 mL), on séche sur MgSOy et évapore le solvant. On
obtient 22,4 g (71 %) du monoamide 62 de pureté d'environ 85 % (déterminée par St RMN).

Ce composé est conservé a —20 °C et utilisé sans purification.

RMN ' (200 MHz, CDCl3) : §=3,5-3,6 (m, 12H) ; 3,42 (t, 2H, J = 6 Hz) ; 2,75 (t, 2H, J=6
Hz) ; 1,81 (quantiplet, 2H, J= 6 Hz) ; 1,67 (quantiplet, 2H, J= 6 Hz) ; 1,30 (s. large, 2H).
RMN YF (190 MHz, CDCl3) : § =—76,3.
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® Composé 63 :

A une suspension de D-biotine (6,39 g ; 26,2 mmol) dans 50 mL de DMF, on ajoute le
carbonyldiimidazole (CDIL, 6,32 g , 80 %, 31,2 mmol). Le mélange est chauffé a 55-60 °C
sous agitation sous argon pendant 30 min. On observe initialement une dissolution compléte
de matériel puis une prise en masse avec une précipitation de solide blanc (CO. évolution).
On ajoute l'amine (huile) a l'aide de 5 mL de CH,Cl; pour rincer et e mélange est chauffé a
55-60 °C pendant 3 h. On évapore le DMF sous vide (< 1 mmHg) et le résidu est agité avec
CH,Cl, (700 mL) et 2N HCI (100 mL). Aprés une filtration des deux phases & travers une
couche de Célite 545, on sépare les phases, la phase aqueuse est extraite avec CH,Cl, (15 x
100 mL), les phases organiques sont rassemblées, séchées sur NaHCO; anhydre et MgSOy,
puis le solvant est évaporé. Le résidu huileux est trituré avec 150 mL d'éther pour obtenir une
suspension. Le solide pateux est difficile & filtrer. On décante le surnageant et on répéte le
lavage a 'éther. Aprés séchage sous vide, on obtient 9,13 g (64 %) de composé 63.

RMN 'H (200 MHz, CDCl5) :8=13,5-3,6 (m, 12H) ; 3,42 (t, 2H, J= 6 Hz) ; 2,75 (1, 2H, J=6
Hz) ; 1,81 (quantiplet, 2H, J= 6 Hz) ; 1,67 (quantiplet, 2H, J= 6 Hz) ; 1,30 (s. large, 2H).

® Compose 64 :

On chauffe une solution du composé 63 dans I'ammoniaque (100 mL, 22 % aqueuse) dans un
ballon de 250 mL bouché avec un septum & 55-60 °C pendant 2 h. Aprés refroidissement, on
évapore le solvant. Le résidu est dissous dans le méthanol (20 mL) et passé sur une colonne
résine échangeuse d'anion Dowex 21K [hauteur 12 cm x diamétre 35 mm, forme OH™ obtenu
par lavage préalable avec NaOH 1IN (1,5 L) puis H,O (1,5 L) puis méthanol (1,5 L)]. Le
composé 64 libre de l'ion trifluoracétate passe dans les premicres fractions avec 200 mL du
méthanol. Aprés évaporation, on triture le résidu avec 50 mL d’éther puis on le décante. Le
lavage 3 I'éther est répété cing fois de suite. Aprés séchage, on obtient le composé 64 (6,43 g,
86 %).
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RMN 'H ( 300 MHz, CDCl3) : 8 = 6,77 (t, 1H, J=4 Hz) ; 6,32 (s, 1H) ; 5,52 (s, 1H) : 4,45
(m, 1H) ; 4,28 (m, 1H), 3,50-3,68 (m, 12H) ; 3,30 (m, 2H), 3,11 (m, 1H) ; 2,86 (dd, 1H, /=13
et 5 Hz), 2,75 (t, 2H, J = 13 Hz), 2,68 (d, 1H, J =13 Hz) ; 2,16 (t, 2H, J=7 Hz) ; 1,60-1,85
(m, 8H) ; 1,41 (m, 2H).

® [Bio-EG3],- acétal 65 :

A une suspension du diacide 60 (120 mg ; 0,500 mmol) dans le dichloroéthane (5 mL), on
ajoute le carbonyldiimidazole (225 mg, 90 %, 1,25 mmol) et on chauffe a 55-60 °C pendant
30 min sous agitation sous argon. On ajoute l'amine 64 (550mg ; 1,23 mmol) et la solution est
chauffée a 55-60 °C pendant 6 h. Aprés évaporation, on passe sur une colonne de silice
(diamétre : 25 mm, éluant : méthanol 15-30 % dans CH,Cly). On obtient 413 mg (75 % ) de

composé 65.

RMN 'H ( 300 MHz, CDCl3) : 6 = 8,34 (s, 1H) ; 8,06 (s, 2H) ; 7,87 (m, 2H) ; 6,85 (m, 2H) ;
6,60 (s, 2H) ; 5,93 (s, 2H) : 5,40 (s, 1H) ; 4,45 (m, 2H) ; 4,27 (m, 2H), 3,43-3,68 (m, 24H) ;
3,31 (s, 6H) ; 3,25 (m, 4H), 3,08 (m, 2H) ; 2,83 (dd, 2H, J= 13 et 5 Hz), 2,70 (t, 2H, J = 13
Hz) ; 2,13 (t, 4H, J = 7 Hz) ; 1,89 (quintuplet, 4H, J = 7 Hz) ; 1,55-1,70 (m, 12H) ; 1,37 (m,
4H).

@ [Bio-EGs],- aldéhvde 66 :

L'acétal 65 (413 mg ; 0,376 mmol) en solution dans le méthanol est traité avec HCI 2N (0,5
mL). Aprés évaporation et lavage avec 'éther, on obtient 1'aldéhyde 66 (0,37 g, 90 %).

RMN H ( 300 MHz, DMSO-ds) : § = 10,11 (s,1H) ; 8,82 (t, 2H, J = 6 Hz) ; 8,62 (s, 1H) ;
8,47 (s, 2H) ; 7,73 (t, 2H, J =5 Hz) ; 4,30 (m, 2H) ; 4,11 (m, 2H), 3,30-3,60 (m, 24H) ; 3,06
(m, 6H) ; 2,80 (dd, 2H, J = 12 et 5 Hz), 2,56 (t, 2H, J =12 Hz) ; 2,03 (t,4H, /=7 Hz) ; 1,78
(quintuplet, 4H, J =7 Hz) ; 1,35-1,60 (m, 12H) ; 1,28 (m, 4H).

® [Bio-EGs],- PDAM 67 .
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L'aldéhyde 66 est transformé en diazométhane 67 selon la méthode utilisée pour la préparation
des diazométhanes (Exemple 1).
La stabilité du réactif est supérieure a 1 mois a -20°C.

Exemple 26.2 : Synthése du méta-Bio7-EG3-PMDAM :

Schéma de synthése :
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Composé EGs-acétophénone 76 :

Le 3, 6, 9-trioxa-1, 11-undecanedioic acid (EGs, 12,64 ml, 74 mmol) est dissout dans 80 ml de
DMF anhydre sous argon et refroidit dans un bain de glace. Le dicyclohexylcarbodiimide
(DCC, 11,45 g, 55,5 mmol)) est ensuite dissout dans 20 ml de DMF anhydre et ajouté
lentement. Aprés 30 min, on gjoute le 3-aminoacétophénone (5,0 g, 37 mmol) et on laisse
réagir 1 h A température ambiante sous argon. Le DMF est ensuite évaporé sous vide et 70 ml
de CH,CL, sont ajoutés. La solution est filtrée et extraite avec 3x25 ml d'acide acétique 1%.
Les phases aqueuses sont réunies et lavées avec 25 ml de CH,CL,. Les phases organiques sont

mélangées, séchées avec du sulfate de sodium anhydre et évaporées a sec. Le produit est

recristallisé dans le couple MeOH:H,O. On obtient ainsi 8,74 g (70%) du produit 76.

RMN 'H (200 MHz, DMSO-dq): d = 2,55 (s, 3H); 3,5-3,7 (m, 8H); 4,0 (s, 2H); 4,1 (s, 2H);
7,45 (t, LH); 7,65 (d, 1H); 7,90 (d, 2H); 8,2 (s, 1H); 9,8 (s, 1H).

Composé (NH»);-EGs-acétophénone 77 :

Le produit 76 (120mg, 0,35 mmol) est dissout dans 15 ml de DMF anhydre sous argon,
refroidit sur glace, et le DCC (110 mg, 0,53 mmol) est ensuite ajouté. Aprés 30 min, on ajoute
cette solution sur une solution du dendrimére commercial « Starburst PAMAM Dendrimer,
Generation 1 » (Aldrich, St Quentin Fallavier) (1 g, 0,71 mmol, dans 5 ml de méthanol),
lentement et sous forte agitation. On laisse réagir 1 h & température ambiante et on évapore.

Le résidu est repris dans 10 ml de CH,CL, et extrait deux fois avec 30 ml d'acide acétique 1%.

Composé Biot7-EG3- acétophenone 78 :

La D-Biotine (1,73 g, 7,08 mmol) est solubilisée dans 80 ml de DMF anhydre sous argon, et la
solution est refroidie sur glace. On ajoute successivement la N-méthylmorpholine (NMM, 856
pl, 7,7 mmol) et le chloroformiate d'isobutyle (1022 pl, 7,7 mmol). Aprés 30 min, on 2joute le
produit 77 (1,13 g, 0,7 mmol, dans 5 ml de méthanol) et on laisse réagir 3 h sur glace et sous

argon. On concentre sous vide jusqu'a 50 ml et on ajoute 100 ml de CH,Cl; . Un précipité se
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forme, qui est filtré, lavé & I'éther, et séché sous vide. On obtient 1,3 g de 78 sous forme d'une

poudre blanche.

Composé Biot;-EGs-Hydrazone 79 :

Le composé 78 (300 mg, 0,09 mmol) est dissout dans 10 ml d'éthanol absolu a reflux. On
ajoute I'hydrazine monohydrate (20 ml, 0,40 mmol) et on laisse réagir 3 h a reflux. Apres
refroidissement, un précipité se forme, qui est filtré, lavé a I'éther et séché sous vide. On

obtient ainsi 109 mg (36%) du produit 79, sous forme d'une poudre blanche.

Composé Biot;-EG3;-PMDAM 80 :

On solubilise I'hydrazone 79 (100 mg, 0,03 mmol) dans 5 ml de DMF anhydre 4 70°C. On
laisse revenir 4 température ambiante et on ajoute le MnO, (31 mg, 0, 36 mmol). On laisse
réagir 10 min et on élimine l'oxyde de manganése par filtration sur un fiitté avec de la célite
(0,5 cm et du tamis moléculaire en poudre (0,5 cm). Le filtrat est évaporé a sec, lavé a I'éther e

seché sous vide. On obtient ainsi 78 mg (78%) du produit 80.

Les dendriméres sont des molécules arborescentes possédant aux extrémités plusieurs
groupements réactifs tels que des amines, carboxyles, hydroxyles ou autres (pour revue, voir
Newcome et al, (1996) Dendritic Molecules: Concept, Syntheses, Perspectives. VCH Ed.,
Weinheim, Germany). La synthése de ces molécules est aujourdhui bien maftrisée, et des
nombreux dendriméres sont commercialisés par l'industrie chimique. Le choix du PAMAM
(Sigma-Aldrich) a été fait sur la base de sa stabilité, solubilité et souplesse, puisque plusieurs
versions de cette molécule, avec un nombre et type de terminaisons différentes, sont
disponibles. Le "PAMAM Generation 1" permet d'ajouter sept molécules du marqueur (en une

seule étape de synthése) pour chaque groupement diazométhyl.
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Exemple 27 : Marquage et fragmentation en deux étapes d’amplicons ADN avec le méta-
BioPMDAM :

Les amplicons ADN ont été préparés par amplification PCR selon le protocole décrit dans

I’exemple 5. Deux réactions de marquage ont ¢t€ réalisées.

a. Marquage et fragmentation en deux étapes :

A 10 pL de PCR sont ajoutés 10 pL de méta-BioPMDAM (100 mM dans du DMSO) et 77 pL
d’eau Dnase/Rnase free. La solution est incubée 10 min & 95°C. Puis 3 pL d’HCl a4 0,1M sont

ajoutés et la solution est incubée 10 min 4 95°C.

b. Marquage et fragmentation en une étape .

A 10 pL de PCR sont ajoutés 10 pL de méta-BioPMDAM (100 mM dans du DMSO), 5 pL.
d’HC12 0,1 M et 75 pL d’eau Dnase/Rnase free. La solution est incubée 30 min a 60°C.

Le reste du protocole est identique a celui de I’exemple 9.

Résultats :
Protocole utilisé - Homologie (%) | I (fu) |B (rfu)| I/B
a. Marquage et fragmentation en deux étapes 99,5 14129 | 624 22,7
b. Marquage ct fragmentation en une étape 98,9 4431 667 6,6

Tableau 13 : Etude comparative du marquage et de la fragmentation en deux étapes distinctes

ct en une seule étape

Comme le démontre le tableau 13, les résultats obtenus avec le protocole en une étape sont
satisfaisants. Ceux obtenus avec un marquage et une fragmentation en deux étapes sont encore
meilleurs. Cet exemple montre que les étapes de marquage et clivage peuvent étre dissociées

pour améliorer le marquage en fonction de la cible utilisée.
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Exemple 28 : Marguage et fragmentation d’amplicons ADN dans différents formats de

réaction :

Les amplicons d’ADN ont été préparés par amplification PCR selon le protocole décrit dans

I’exemple 5. Trois réactions de marquage ont été réalisées.

a. Marquage et fragmentation dans un format de 250 pl. :

A 50 pL de PCR sont ajoutés 75 pL de méta-BioPMDAM (100 mM dans du DMSO) et 102,5
uL d’eau Dnase/Rnase free. La solution est incubée 25 min 4 95°C. Puis 22,5 pL ¢’HCl1 4 0,1

M sont ajoutés et la solution est incubée 5 min a 95°C.

b. Marquage et fragmentation dans un format de 200 uL :

A 50 pL de PCR sont ajoutés 75 pL de méta-BioPMDAM (100 mM dans du DMSO) et 52,5
pL d’eau Dnase/Rnase free. La solution est incubée 25 min a 95°C. Puis 22,5 pL d’HC1 4 0,1

M sont ajoutés et la solution est incubée 5 min a 95°C.

c. Marquage et fragmentation dans un format de 150 pL :

A 50 pL de PCR sont ajoutés 75 nL de méta-BioPMDAM (100 mM dans du DMSO) et 2,5
pL d’eau Dnase/Rnase free. La solution est incubée 25 min & 95°C.

Puis 22,5 pLL d’HC1 0,1M sont ajoutés et la solution est incubée 5 min a 95°C.

Le reste du protocole est identique & celui de I’exemple 9.
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Résultats :
Protocole utilisé Homologie (%) I(fu) | B (xfu) B
a. Format de 250 uL 100,0 5606 549 10,2
b. Format de 200 ul 99,4 5886 557 10,6
c. Format de 150 uL 99,4 6800 537 12,7

Tableau 14 : Marquage et fragmentation selon différents formats

Les résultats obtenus en terme de signal et de pourcentage d’homologie sont trés satisfaisants
dans tous les cas de figures. De plus, bien que le format de la réaction varie de 150 a4 250 pL,
les résultats ont des valeurs similaires.

Cet exemple montre une flexibilité du format réactionnel du protocole de marquage pouvant

accepter différents volumes et notamment différents volumes de produits d’amplification.

Exemple 29 : Comparaison entre un protocole utilisant une étape de purification avant

frasmentation et un protocole utilisant une étape de purification apreés fragmentation :

Les amplicons d’ADN ont été préparés par amplification PCR selon le protocole décrit dans

I’exemple 5. Deux réactions de marquage ont été réalisées.

a. Marquage purification puis fragmentation des amplicons ADN :

A 10 pL de PCR sont ajoutés 10 pL de méta-BioPMDAM (100 mM dans du DMSO) et 80 pL
d’eau Dnase/Rnase free. La solution est incubée 10 min & 95°C. Puis la purification est
réalisée selon le protocole décrit dans I’exemple 9. A la solution d’amplicons marqués purifiés
6 puL d’HCl1 a 0,1 M sont ajoutés. La solution est incubée 10 min a 95°C. Quatre cents (400)
pL de tampon d’hybridation préchauffé a4 95°C durant 10 min sont ajoutés.

La composition du tampon d’hybridation ainsi que le reste du protocole sont identiques a celui

de I’exemple 9.
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b. Marquage fragmentation puis purification des amplicons ADN :

A 10 pL de PCR sont ajoutés 10 pL de méta-BioPMDAM (100 mM dans du DMSO) et 77 puL.
d’eau Dnase/Rnase free. La solution est incubée 10 min a 95°C.
Puis 3 pL. d’HCI 2 0,1 M sont ajoutés et la solution est incubée de nouveau 10 min a 95°C. Le

reste du protocole est identique a celui de 1’exemple 9.

Résultats :
Protocole utilisé Homologie (%) | I (xfu) B (rfu) /B
a. Purification avant fragmentation 98.9 6256 473 13
b. Fragmentation avant purification 96,1 6066 556 11

Tableau 15 : Comparaison entre protocole utilisant une étape de purification avant

fragmentation et protocole utilisant une étape de purification aprés fragmentation,

Ce résultat, présenté dans le tableau 15, montre que 1’étape de purification peut étre introduite
entre les étapes de marquage et de fragmentation. De plus ’introduction de la purification
entre les étapes de marquage et de fragmentation permet de réaliser la dénaturation pendant le

clivage et d’hybrider sur la puce la totalité des fragments d’amplicons marqués.

" Exemple 30 : Synthése du 2-nitro-para-BioPDAM :

Schéma de synthése :
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® Protection de I’aldéhyde :

On dissout 5 g (25,5 mmol) de 2,4-dinitrobenzaldéhyde dans 250 mL de toluéne, et I’on ajoute
20 mL d’éthyléne glycol et 150 mg d’acide para-toluénesulfonique. On chauffe a reflux en
récupérant 1’eau dans un systéme Dean-Stark pendant 6 h. On traite avec 150 mL d’EtOAc et
100 mL d’H,O. On extrait deux fois la solution a l’acétate d’éthyle, on séche la phase
10  organique avec MgSOa puis on I’évapore. L ’huile obtenue correspondant au produit 100, est

utilisée pour la réaction suivante.
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RMN 'H (200 MHz, CDCL) : & = 8,70 (d, 1Hay, J = 2 Hz, Ha) ; 8,44 (dd, 1Hu, J = 2 Hz,
J=6Hz, Hs) ; 8,02 (d, 1Haw, J= 8 Hz, He) ; 6,49 (s, 1H, CH) ; 4,12-4,06 (m, 4H, CH,-CH,).

® Réduction du dérivé dinitro 100 :

Le 2-4-dinitrobenzaldéhyde protégé (6,4 g ; 25,5 mmol) est dissous dans un mélange éthanol-
eau (6/1), puis 2 équivalents de Na;S nonahydraté (12,3 g; 51,1 mmol) sont ajoutés. Le
mélange réactionnel est ensuite chauffé pendant 30 min. Une évaporation puis une extraction
au dichlorométhane sont réalisées. Aprés séchage et filtration, le milieu réactionnel est
évaporé afin d’obtenir une huile, qui est directement purifiée sur colonne de silice

(cyclohexane-acétate d’éthyle 60/40). Le composé 101 est isolé avec un rendement de 45 %.
Composé 101 : F 58-60°C. - RMN 'H (200 MHz, CDCls) : 7,49 (d, 1Hypo, J = 2 Hz, H3) ; 7,09
(d, 1Har, J =2 Hz, He) ; 6,80 (dd, 1Hap0, J =2 Hz, J= 6 Hz, Hs) ; 6,27 (s, 1H, CH) ; 3,99-3,97

(m, 4H, CHz—CHz).

® Couplage avec la biotine :

On solubilise 1a D-biotine (1,0 g ; 4,1 mmol) dans 20 mL de DMF anhydre et 600 pL de N-
méthylmorpholine. On ajoute sous argon le chloroformiate d’isobutyle (700 pL ; 5,5 mmol) en
refroidissant dans un bain glacé. On laisse sous agitation pendant 5 min, puis on ajoute 1 g
(4,75 mmol) du composé 101 et 500 pL de N-méthylmorpholine. La solution est maintenue
sous agitation 3 température ambiante pendant 4 h, puis évaporée 2 sec. L’huile obtenue est
passée directement sur colonne de silice avec comme solvant d’élution MeOH-DCM 7 % puis
10 %. Le produit 102 (1,1 g ; 2,52 mmol) est obtenu avec un rendement de 62 %.

RMN 'H (200MHz, DMSO-dg) 8 =10,40 (s, 1H, NH-CO) ; 8,31 (d, 1Ha, J =2 Hz, H3) ; 7,77
(dd, 1H,y, J =2 Hz, J= 6 Hz, Hs) ; 7,68 (d, 1Haw, J= 2 Hz, He) ; 6,43 (s large, 1H, NH-CO-
NH) ; 6,36 (s large, 1H, NH-CO-NH) ; 6,23 (s, 1H, CH) ; 4,28 (m, 1H, CH>-CH-NH) ; 4,14
(m, 1H, CH-CH-NH) ; 3,92 (s, 4H, CH,-CHy) ; 3,12 (m, 1H, CH-S); 2,85 et 2,76 (systeme
ABX, 2H, 2Jas= 5 Hz, *Jax = 12 Hz, *Jpx = 0 Hz, CH,-S) ; 2,29 (t, 2H, J = 8 Hz, CH-CO) ;
1,61-1,39 (m, 6H, (CH2)3).
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® Déprotection de ’acétal :

On met le produit 102 (768 mg; 1,76 mmol) en suspension dans 25 mlL de THF. Tout se
dissout aprés ajout de 4 mL de H,SO4 2N. On laisse sous agitation pendant 2 h. On évapore
puis on rince et lave a I’cau sur fritté. Le composé 103 (694 mg) est obtenu sous forme d’une

poudre jaune avec un rendement de 90 %.

F 165°C. - RMN 'H (200MHz, DMSO-d¢) 8 =10,69 (s, 1H, NH-CO) ;10,09 (s, H, CHO) ;
8,43 (d, 1Hyw, J =2 Hz, H3) ; 7,91 (5, 2Har, Hs et Hg) ; 6,42 (s large, 1H, NH-CO-NH) ; 6,35
(s large, 1H, NH-CO-NH) ; 8 = 6,23 (s, 1H, CH) ; 4,29 (m, 1H, CH>-CH-NH) ; 4,13 (m, 1H,
CH-CH-NH) ; 3,12 (m, 1H, CH-S) ; 2,84 et 2,78 (systétme ABX, 2H, *Jap= 5 Hz, *Jax = 12
Hz, >Jgx = 0 Hz, CHz-S) ; 2,29 (t, 2H, J = 8 Hz, CH,-CO) ; 1,61-1,39 (m, 6H, (CH,)5).

® Formation de ’hvdrazone 104 :

On met 1’aldéhyde 103 en suspension dans 1’éthanol et I’on chauffe a 80°C. Quand on ajoute
P’hydrazine, tout se dissout et la solution se colore immédiatement en orange. Un précipité se
forme aprés 5 min. On chauffe sous agitation pendant 1 h. On filtre sur fritté puis on séche le

précipité. Le produit 104 (700 mg ; 690 mmol) est obtenu avec un rendement de 98 %.

F 169°C. - RMN 'H (200MHz, DMSO-dg) § =10,31 (s, 1H, NH-CO) ; 8,31 (d, 1Haro, J = 2
Hz, Hs) ; 7,96 (s, H, CHO) ; 7,87 (d, 1Haw, J =2 Hz, Hy) ; 7,68 (dd, 1Hyo, J=2 Hz, J= 6 Hz,
Hs) ; 7,31 (s, 2H, NH») ; 6,42 (s large, 1H, NH-CO-NH) ; 6,34 (s large, 1H, NH-CO-NH) ;
4,29 (m, 1H, CH,-CH-NH) ; 4,13 (m, 1H, CH-CH-NH) ; 3,12 (m, 1H, CH-S); 2,84 et 2,78
(systéme ABX, 2H, 2Jap= 5 Hz, *Jax = 12 Hz, *Jpx = 0 Hz, CH,-S) ; 2,29 (t, 2H, J = 8 Hz,
CH,-CO) ; 1,61-1,39 (m, 6H, (CHy)3).

® Formation du diazo 105 :
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On dissout le composé 104 (200 mg ; 0,492 mmol) dans 8 mL de DMF. On ajoute 400 mg de
MnO;,. On agite vigoureusement pendant 10 min. On filtre sur millipore contenant de la célite
(épaisseur : 2 cm) et du tamis moléculaire en poudre 3 A (0,5 cm). On évapore & sec puis on
lave 4 1’éther. On filtre de nouveau sur millipore. Le composé 105 (180 mg ; 0,445 mmol) est

obtenu sous forme d’une poudre orange avec un rendement de 98 %.

F 155°C. - RMN 'H (200MHz, DMSO-dg) 8 =10,21 (s, 1H, NH-CO) ; 8,60 (d, 1Hyo, J = 2
Hz, H3) ; 7,77 (4, 1Haw, J= 6 Hz, H5) ; 7,22 (d, 1Hap, /= 6 Hz, He) ; 6,60 (s, H, CH-N) ; 6,41
(s large, 1H, NH-CO-NH) ; 6,33 (s large, 1H, NH-CO-NH) ; 4,29 (m, 1H, CH>-CH-NH) ;
4,13 (m, 1H, CH-CH-NH) ; 3,12 (m, 1H, CH-S) ; 2,84 et 2,78 (systtme ABX, 2H, 2Jas=5 Hz,
3Jax = 12 Hz, 3Jgx = 0 Hz, CH;-S); 2,29 (t, 2H, J = 8 Hz, CH,-CO); 1,61-1,39 (m, 6H,
(CH2)3).

La réactivité du composé 105 a ¢&té testée sur 3'-Uridine-monophosphate suivie par
électrophorése capillaire. Les conditions d’analyse sont celles de 1’exemple 6.1. Les résultats
montrent un temps de demi réaction de 45 minutes.

La stabilité du réactif est supérieure & 1 mois a -20°C

Exemple 31 : Marquage et fragmentation des amplicons d’ADN avec le réactif de

marquage 2-nitro-para-BioPDAM :

Le dérivé Z-nitro-para-BioPDAM a été obtenu selon le schéma réactionnel décrit dans
I’exemple 30. Les amplicons ADN ont été préparés par amplification PCR selon le protocole

décrit dans ’exemple 5. Deux réactions de marquage ont été réalisées.

a. Marquage par le réactif 2-nitro-para-BioPDAM :

A 10 pL de PCR sont ajoutés 2 pl de 2-nitro-para-BioPDAM (100 mM dans du DMSO),
5pL d’HCI1 4 0,1 M et 83 pL d’eau Dnase/Rnase free. Cette solution est incubée 30 min 2
60°C.
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b. Marquage par le réactif méta-bioPMDAM :

A 10 pL de PCR sont ajoutés 2 pL de méta-BioPMDAM (100 mM dans du DMSO), 5pL
d’HCl1 4 0,1 M et 83 pL d’eau Dnase/Rnase free. Cette solution est incubée 30 min a 60°C.

Le reste du protocole est identique a celui de I’exemple 9.

Résultat :

Protocole utilisé Homeologie (%) | I(rfu) | B (rfu) UB
. M le réactif 2-nitro-
a. Marquage par le réactif 2-nitro 100,0 24397 899 27,1
para-BioPDAM
b. M. le réactif méta-
arquage par le réactif méta 08,9 21883 774 28.3

BioPMDAM

Tableau 16 : Etude comparative du marquage d’ ADN par le dérivé 2-nitro-para-
BioPDAM vis-a-vis du dérivé méta-BioPMDAM

Le réactif 2-nitro-para-BioPDAM utilisé¢ pour le marquage de I’ADN donne des résultats

intéressants en terme d’intensité de marquage et de pourcentage d’homologie.

Exemple 32 : Insertion d’une double liaison entre la fonction diazométhyle et le novau

phenyvle, éloicnement du DAM et synthése d’une molécule particuliérement adaptée a cet

éloignement :

L’objectif visé est 1’éloignement de la fonction diazométhyle (DAM) de la structure
aromatique pour minimiser I’effet de 1’encombrement stérique lors de 1’alkyaltion des
phosphates et aussi lors de I’hybridation de 1’acide nucléique marqué avec sa séquence

complémentaire.
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Schéma de synthése :
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Pour la réaction aldolique de formation du (para-méthoxycarbonyl)-styrylméthylcétone 89, on
utilise 'acétoacétate d'éthyle pour la forte acidité des protons du méthyléne, ce qui facilite
l'attaque du groupement formyl, avec élimination postérieure de H,O (favorisée par la
conjugaison de la double liaison avec I'anneau aromatique) et décarboxylation par hydrolyse
10 due au milieu basique. Le reste de la synthése est similaire a ce qui a été moniré dans les
autres exemples.
Le produit final para-Bio-EG3;-SMDAM 90, posséde deux carbones de plus entre le
diazométhyle et l'anneau aromatique, ce qui limite les possibles problémes stériques, tout en

conservant la stabilisation du diazométhyle par le systéme aromatique par conjugaison.
15
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Exemple 33 : Capture et détection d’un_acide nucléique sur un support solide portant

des groupements diazométhyles :

La réactivité d’une résine portant des groupements diazométhyles a été étudice pour

déterminer sa capacité a lier des acides nucléiques.

La 4-(Diazomethyl)phenoxymethyl-polystyrene (référence 17338, Fluka) est une résine décrite
pour son pouvoir 2 lier les groupements carboxyliques, en particuliers ceux présents dans les
protéines (G. Bhalay, A.R. Dunstan, Tetrahedron Lett. 39, 7803 — 1998), mais elle n’est pas
décrite pour sa capacité a lier les molécules d’ADN. Nous avons testé la possibilité de

capturer des acides nucléiques avec ce réactif, et de les révéler par un test colorimétrique.

L’expérience est réalisée avec une partie des réactifs présents dans le kit HLA-DR oligo-
détection (référence 33 202, bioMérieux, France principe de base décrit dans le brevet EP
549 776-B1),. permettant la détection d’acides nucléiques amplifiés par PCR dans des
microplaques, par lecture colorimétrique. Dans le cadre de I’expérience décrite, on fait
réagir simultanément des acides nucléiques produits par PCR avec la résine testée, ainsi
qu’avec une molécule de para-Bio-EG3-PDAM, dont la synthése est évoquée dans
I’exemple 20. Si ’ADN réagit avec les fonctions diazométhyle présentes sur les deux
composés, il sera possible de le révéler, aprés lavage et élimination des molécules fixées de
maniére non covalente, grice & une réaction colorimétrique faisant intervenir une enzyme
couplée 2 la streptavidine. La streptavidine est associée & une péroxydase de raifort, cet
enzyme pouvant décomposer une molécule d’OrthoPhényléne Diamine (réactif Color 1 du

kit) en un composé détectable a une longueur d’onde de 492 nm.
Exemple 33.1 : Capture et détection de ’ADN :
On incube 10 mg de résine pendant 30 minutes & 60°C avec 50 pL de PCR réalisées comme

décrit dans 1’exemple 5, dans 400 pL d’eau pure (Sigma) additionnée de 5 pL de para-Bio-
EG3-PDAM. On lave ensuite cette résine par 500 pL de tampon PBS tween (Réactif Color 0
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HLA du kit, PBS pH 7,0 ; Tween 1 %, BND 0,2 g/L ; Ciproflaxacine 0,01 g/L). On remet en
suspension alors la résine dans 100 plL de PBS Tween, et 250 pL. de tampon d’hybridation
streptavidine (BPS pH 7,0 TWEEN 0,5 %) additionné de streptavidine HRP (S-911,
MOLECULAR PROBES, EUGENE, OR, USA) dilué au 1/10000. On incube le mélange
réactionnel 30 min a température ambiante. On lave ensuite la résine trois (3) fois par 500 pL
de tampon PBS tween, et on I’incube & température ambiante en présence de réactif
chromogénique (1 Comprimé Color 1, Chlorhydrate d’orthophényléne diamine, dilué dans 5
mL de tampon Color 2, Phosphate de sodium 100 mM, acide citrique 50 mM, HyO, 0,03% ).
Aprés une incubation de 20 min a I’obscurité, la réaction est ensuite bloquée par 50 pL de
H,SO4 (1, 8 N réactif Color 3). Le surnageant est alors pipeté et placé dans une microplaque

pour lire I’absorbance du milieu réactionnel & 492 nm.

Exemple 33.2 : Témoin sans acide nucléique :

On incube 10 mg de résine pendant 30 minutes & 60°C dans 425 pL d’eau pure (Sigma)
additionnée de 5 pL de para-Bio-EG3-PDAM. On lave ensuite cette résine par 500 pL de
tampon PBS. On traite alors I’échantillon de fagon identique & processus décrit a I’exemple

33.1.

Exemple 33.3 : Témoin avec PCR réalisée sans cibles :

On incube 10 mg de résine dans 400 pL d’eau pure additionnée de 5 pL de para-Bio-EG3-
PDAM pendant 30 minutes & 60°C, avec 50 pL de PCR réalisée avec un volume de 25 pL
d’eau pure 2 la place du volume 1’ ADN génomique décrit. On lave ensuite cette résine par 500
pL. de tampon PBS. On traite alors I’échantillon de fagon identique au processus décrit a

I’exemple 33.1.

Exemple 33.4 : Témoin avec PCR sans molécule de révélation :

On incube 10 mg de résine avec 50 uLL de PCR dans 400 uL d’eau pure pendant 30 minutes &
60°C. On lave ensuite cette résine par 500 pL de tampon PBS. On traite alors 1’échantillon de

facon identique au processus décrit a I’exemple 33.1.
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Exemple 33.5 : Témoin avec acide nucléique non capturé :

On incube 10 mg de résine pendant 30 minutes & 60°C avec 400 pL d’eau pure additionnée de
5 uL de para-Bio-EG3-PDAM. On lave ensuite cette résine par 500 pL. de tampon PBS tween
(Réactif Color 0 HLA du kit, PBS pH 7,0 ; Tween 1 %, BND 0,2 g/L ; Ciproflaxacine 0,01
g/L). On resuspend alors la résine dans 100 pL de PBS Tween, et 250 pL de tampon
d’hybridation streptavidine additionné de streptavidine HRP dilué au 1/10000 eme. A cette

préparation est rajoutée SOuL d’une préparation d’ ADN préparée comme suit :

On rajoute 5 pL. de para-Bio-EG3-PDAM et 70 pL d’eau pure a 25 pl. I’ ADN provenant
d’une PCR préparé comme décrit dans I’exemple 5. Ce mélange est incubé 30 min a 60°C,
puis I’excés de marqueur est éliminé en soumettant la préparation 4 une purification sur
colonne QIAquick (Nucleotide Removal Kit, Qiagen, Hilden, Allemagne) suivant le protocole

recommandé par le fournisseur, en effectuant une élution finale dans un volume de 50 pL.

Le mélange réactionnel est incubé 30 min a température ambiante, puis il est traité suivant le

processus décrit a I’exemple 33.1.

Résultats
Conditions Absorbance 4 492 nm
Ex. 33.1 : ADN capturé sur Résine 527
Ex. 33.2 : Sans acide nucléique 249
Ex. 33.3 : PCR sans cible 261
Ex. 33.4 : Témoin sans marqueur 264
Ex. 33.5 : Acide nucléique non capturé 249

Tableau 17 : Ftude de la réactivité d’une résine portant des groupements diazométhyle
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Dans le tableau 17, une forte valeur colorimétrique indique une forte concentration d’enzymes
dans le milieu réactionnel, correspondant a une présence importante d’acide nucléique portant
des dérivés biotines. Les témoins indiquent que le signal n’est pas dii & une adsorption non
spécifique de ’ADN sur la bille, & une réaction du para-Bio-EG3-PDAM sur la résine, ou a
une adsorption de la streptavidine HRP sur la résine, mais bien a la présence d’ADN capturé

de facon covalente et marqué par le para-Bio-EG3-PDAM.

Exemple 34 : Marquage d’un_produit PCR permettant sa capture et sa détection dans

une microplague :

11 est montré dans cet exemple la possibilité de marquer une molécule d’ADN avec un seul
type de molécule portant une fonction diazométhyle, de fagon a capturer et a détecter cet

acide nucléique en une seule étape, sur une microplaque.

L’expérience est réalisée avec une partie des réactifs présent dans le kit HLA-DR oligo-
détection (référence 33 202, bioMérieux), permettant la détection d’acides nucléiques
amplifiés par PCR dans des microplaques, par lecture colorimétrique. Dans le cadre de
Pexpérience décrite, on fait réagir du para-Bio-EG3-PDAM, dont la synthése est décrite
dans V’exemple 20, sur des acides nucléiques produits par PCR. L’ADN réagit avec les
groupements diazométhyle de la molécule, et se trouve ainsi doté de biotines greffé sur ses
phosphate. Il sera alors possible de capturer 1’acide nucléique par incubation sur une
microplaque ot des molécule de streptavidine sont adsorbées, et de le révéler, grice a unc
réaction colorimétrique.On utilise un réactif de détection qui est aussi une molécule de
streptavidine, associée 4 une peroxydase de raifort (Horse Radish Peroxidase, HRP). Dans
les condition utilisées, la péroxydase peut décomposer une molécule d’OrthoPhényléne
Diamine (réactif Color 1 du kit) en un composé détectable a une longueur d’onde de 492

nm.
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Exemple 34.1 : Capture et détection de I’ADN issu de PCR, sur microplaque :

On marque 10 pL d’ADN obtenu par amplification PCR comme décrit dans ’exemple 5
en I’incubant 30 min & 60°C dans 80 pL d’cau pure (Sigma) additionnée de 10 puL de para-
Bio-EG3-PDAM. Aprés marquage, I’ADN est purifié sur colonne QIAquick (Nucleotide
Removal Kit, Qiagen, Hilden, Allemagne) suivant le protocole recommandé par le
fournisseur, et 1’éluat final est recueilli dans 50 pL. de tampon EB (Tris EDTA 10 mM, pH
8,5). Vingt (20) pL de cet éluat est dilué dans 180 pL de tampon PEG (0,1 M Na PO3 ; 0,5
M NaCl ; 0,65% Tween 20 ; 0,14 mg/mL ADN de sperme de Saumon (Gibco) ; 2 % PEG
4000) additionné de streptavidine HRP (S-911, Molecular Probes, Eugene, OR, USA)
diluée au 1/10 000. Cent (100) pL de cette préparation sont ensuite incubés 1 heure a
37°C, soit dans un puits de Combiplate 8, streptavidine coated, (référence 95029263,
Labsystem, Helsinki, Finlande) soit dans un puits témoin, provenant d’une barrette

Maxisorb. (Nunc, Danemark).

Exemple 34.2 : Réalisation de témoins :

Des témoins sont simultanément réalisés de la maniére sunivante :

A - Témoin de marguage sans ADN :

Quatre-vingt-dix (90) pL d’eau pure additionnés de 10 uL de para-Bio-EG3-PDAM sont

incubés 30 min 3 60°C. Le mélange réactionnel est ensuite traité de fagon similaire au

processus précédemment décrit 4 I’exemple 34.1.

B - Témoin de marquage sans marqueurs :

Dix (10) uL. d’ADN obtenus par amplification PCR, comme décrit dans 1’exemple 5, sont
incubés 30 min a 60°C dans 90 pL d’eau pure. Le mélange réactionnel est ensuite traité de

fagon similaire au processus précédemment décrit a ’exemple 34.1.

Toutes les barrettes sont ensuite lavées par trois fois 100 pl de tampon PBS Tween

(Réactif Color 0 HLA du kit, PBS pH 7,0 ; Tween 1 %, BND 0,2 g/L ; Ciproflaxacine 0,01
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g/L) puis la présence de streptavidine HRP est révélée par addition de 100 pL du réactif
chromogénique (1 Comprimé Color 1, Chlorydrate d’orthophényléne diamine, dilué dans 5
mL de tampon Color 2, Phosphate de sodium 100 mM, acide citrique 50 mM, H>O»
0,03%), incubé 20 min dans P’obscurité, la réaction étant ensuite bloquée par 50 pL de

H,S804 (1,8 N Réactif Color3). L’absorbance du milieu réactionnel est alors mesurée a 492

nm.
Résultats :
Conditions Combiplate Témoin maxisorp
A - ADN marqué 1382 152
B - ADN non marqué 178 136
C - Sans ADN 140 192

Tableau 18 : Détection d’ADN capturé et marqué par du para-Bio-EG3-PDAM

L’expérience, exposée dans le tableau 18, montre donc que I’ ADN marqué par du para-Bio-
EG3-PDAM peut étre capturé et détecté en une seule étape dans un puits de microplaque.
Comme I’indique les témoins de réaction, le signal généré est uniquement di a I’ADN et ne
résulte pas d’une adsorption non spécifique de 1’acide nucléique sur la paroi de la
microplaque, ou sur la streptavidine, ou bien & une réaction non spécifique de la streptavidine

HRP sur I’ADN non marqué, ou sur le plastique de la microplaque.

Exemple 35 : Double marquage d’un produit PCR permettant sa capture et sa détection

sur un support solide de type microplaque :

11 est montré dans cet exemple la possibilité de marquer avec deux molécules, porteuses de
fonctions diazométhyles, et en une seule étape, une molécule d’ADN, de facon la capturer

et a 1a détecter sur une microplaque.
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L’expérience est réalisée avec une partie des réactifs présent dans le kit HLA-DR oligo-
déteqtion, permettant la détection d’acides nucléiques amplifié par PCR dans des
microplaques, par simple lecture colorimétrique. Dans le cadre de 1’expérience décrite, on
fait réagir simultanément sur des acides nucléiques produits par PCR du :

e 1-Pyrényldiazométhane (PDAM), et

® para-Bio-EG3-PDAM.

Si I’ADN réagit avec les fonctions diazométhyle présentes sur les deux composés, il pourra
se fixer sur un support portant des anticorps anti-pyrene, et il sera possible de le révéler
avec une molécule de streptavidine associée a une péroxydase de raifort. Cette enzyme
peut décomposer une molécule d’OrthoPhényléne Diamine, faisant office de réactif de

révélation, en un composé détectable A une longueur d’onde de 492 nm.

Exemple 35.1 : Double marquage de ’ADN et détection sur microplaque :

On a adsorbé sur des barrettes Maxisorp huit (8) puits, des anticorps anti-pyréne, en
incubant une nuit & température, ambiante 100 pL d’une solution de 1,1 pl. d’anticorps
anti-pyréne dilués dans 100 pL de tampon bicarbonate (0,05M pH 9,6). De tels anticorps,
appelés Rabbit anti-pyréne (RéEf.: YSRT-AHP236) sont disponibles chez Accurate
Chemical & Scientific (Westbury, New York, Etats-Unis d’ Amérique). Bien entendu, ceci
aurait pu étre réalisé avec d’autres anticorps commercialement disponibles, sans qu’il y ait

de résultats divergents par rapport & ceux que nous avons obtenus dans cet exemple.

On a ensuite marqué 10 ul. d’ADN obtenu par amplification PCR, comme décrit dans
I’exemple 5, en I’incubant 30 min & 60°C dans 40 pLL d’eau pure (Sigma), 10 pL de para-
Bio-EG3-PDAM, 2 uL de PDAM (P-1405, 1-pyrenyldiazomethane, Molecular Probes,
Eugene, OR, USA) et 38 pL de DMSO.

Aprés marquage, ’ADN a été purifié par utilisation d’un kit QIAquick (QIAGEN) et
I’éluat final a été recueilli dans 50 pL de tampon EB (Tris EDTA 10 mM, pH 8,5). Vingt
(20) pL de cet éluat a ét¢ dilué¢ dans 180 pL de tampon PEG (0,1 M Na PO3; 0,5 M
NaCl ; 0,65 % Tween 20 ; 0,14 mg/mI, ADN de sperme de Saumon (Gibco) ; 2 % PEG
4000) additionné de streptavidine HRP (S-911, MOLECULAR PROBES, EUGENE, OR,
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USA) diluée au 1/10 000. Cent (100) pL de cette préparation ont été ensuite incubés 1
heure & 37°C, soit dans un puits de barrette Maxisorp adsorbé, soit dans un puits témoin,
non adsorbé.

Exemple 35.2 : Réalisation de témeoins :

Des témoins ont été simultanément réalisés de 1a maniére suivante :

A - Témoin de marguage avec para-Bio-EG3-PDAM seul :

Dix (10) pL d’ADN obtenus par amplification PCR, comme décrit dans 1’exemple 5, sont
marqués par incubation de 30 min a 60°C dans 90 puL d’eau pure additionnée de 10 pL de
para-Bio-EG3-PDAM. Aprés marquage, I’ADN est purifié par utilisation d’un kit
QIAquick et 1’éluat final est recueilli dans 50 pL de tampon EB. Vingt (20) pL de cet éluat
est dilué dans 180 pL de tampon PEG additionné de streptavidine HRP diluée au 1/10 000.
Cent (100) pL de cette préparation sont ensuite incubés 1 heure a 37°C, soit dans un puits

de barrette Maxisorp adsorbé, soit dans un puits non adsorbé.

B - Témoin de marquage avec PDAM seul :

Dix (10) pL d’ADN obtenus par amplification PCR, comme décrit dans I’exemple 5, sont
marqués par incubation de 30 min & 60°C dans 90 pL d’eau pure additionnée de 2 pL de
PDAM et 38 puL de DMSO. Aprés marquage, I’ADN est purifié par utilisation d’un kit
QIAquick et 1’éluat final est recueilli dans 50 pL de tampon EB. Vingt (20) pL de cet €luat
est dilué dans 180 pL de tampon PEG additionné de streptavidine HRP diluée au 1/10 000.
Cent (100) pL de cette préparation sont ensuite incubés 1 heure 4 37°C, soit dans un puits

de barrette Maxisorp adsorbé, soit dans un puits non adsorbé.

C - Témoin sans marquage :

Dix (10) pL d’ADN obtenus par amplification PCR, comme décrit dans I’exemple 5, sont
incubés 30 min 4 60°C dans 100 pL d’eau pure. Aprés marquage, I’ADN est purifieé par
utilisation d’un kit QIAquick et I’éluat final est recueilli dans 50 pL de tampon EB. Vingt
(20) pL de cet éluat est dilué dans 180 pL de tampon PEG additionné de streptavidine
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HRP diluée au 1/10 000. Cent (100) nL de cette préparation sont ensuite incubés 1 heure a

37°C, soit dans un puits de barrette Maxisorp adsorbé, soit dans un puits non adsorbé.

Les barrettes sont ensuite lavées par trois fois 100 pL de tampon PBS Tween (color 0) puis
la présence de streptavidine HRP est révélée par addition de 100 pL du réactif
chromogénique (Color 2), incubé 20 min dans I’obscurité, la réaction étant ensuite bloquée

par 50 pL de H,SO4 (Color3). L’absorbance du milieu réactionnel est alors mesurée a 492

nm.
Résultats :
Anticorps anti-pyréne | Témoin plaque
Conditions
adsorbés sur plaque non adsorbée
(rfu) (rfu)
Ex. 35.1 : ADN marqué PDAM + para-Bio-
348 16
EG3-PDAM
Ex. 35.2.A : ADN marqué para-Bio-EG3-
44 19
PDAM
Ex. 35.2.B : ADN marqué PDAM 68 12
Ex. 35.2.C : ADN non marqué 75 19

Tableau 19 : Double marquage de I’ADN par le PDAM et le para-Bio-EG3-PDAM

Le résultat du tableau 19 montre clairement un signal important résultant de la capture de
1’ ADN dans les puits par les anticorps anti-pyréne, ainsi que le marquage simultané de celui-ci
par la streptavidine HRP, qui s’est fixée. Comme le montre 1’absence de signal au niveau des
témoins, cette détection est spécifique de I’ADN marqué, et n’est pas dii & I’adsorption non
spécifique de I’ADN ou de la streptavidine HRP sur le plastique, ou a une liaison non

spécifique de 1’enzyme sur I’ADN capturé. Cet exemple montre donc qu’il est possible de
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réaliser un double marquage de I’ADN en une seule étape, ce double marquage pouvant &tre

utilisé pour le capturer et le détecter simultanément.

Exemple 36 : Marquage d’un produit PCR permettant simultanément sa capture et sa

détection par sondes nucléigues complémentaires : :

Cette expérience permet de démontrer qu’il est possible de détecter spécifiquement un
ADN, ledit ADN étant capturé sur une surface solide en utilisant la réactivité de la fonction

diazométhyle vis-a-vis d’un groupement phosphate de I’ ADN.

L’expérience est réalisée avec une partie des réactifs présents dans le kit HLA-DR oligo-
détection (référence 33 202, bioMérieux, France), permettant la détection d’acides
nucléiques amplifié par PCR dans des microplaques, par lecture colorimétrique. Dans le
cadre de 1’expérience décrite, on fait réagir du para-Bio-EG3-PDAM sur des acides
nucléiques produit par PCR. L’ ADN réagit avec les fonctions diazométhyle de la molécule,
et se trouve ainsi doté de biotines greffées sur ses phosphates. Il sera alors possible de
capturer 1’acide nucléique par incubation sur une microplaque ou des molécule de
streptavidine sont adsorbées, et de le révéler, grice a une sonde constitu€¢ par un
oligonucléotide complémentaire de la séquence capturée, associée a une péroxydase de
raifort, cette enzyme pouvant décomposer des molécules incolores d’OrthoPhényi¢ne
Diamine (réactif Color 1 du kit) en un composé détectable a une longueur d’onde de 492

nm.

Exemple 36.1 : Capture et détection spécifique de I’ADN sur microplaque :

On réalise en double le marquage de 10 pL. d’ADN obtenu par amplification PCR, en
I’incubant 30 min & 60°C avec 20 pL de para-Bio-EG3-PDAM. Aprés marquage, I’ADN
est purifié sur colonne QIAquick (Nucleotide Removal Kit, Qiagen, Hilden, Allemagne)
suivant le protocole recommandé par le fournisseur et 1’éluat final est recueuilli dans 50 pL

de tampon EB (Tris-HCl 10 mM, pH 8,5). Quatre-vingt-cing (85) pL du mélange de ces
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éluats sont dénaturés par 8,5 pL de réactif R4 (NaOH 2N) durant 5 min a température
ambiante, puis la solution est ensuite neutralisée par 8,5 pL de réactif R5 (acide acétique 2
N). On rajoute au mélange 850 uL de tampon d’hybridation (R6 — Tris-HCL 10 mM, pH
7,0 BND 0,2 g/L, Ciproflaxacine 0,01 g/L.) et 85 pL d’oligonucléotide de détection (R7 —
Phosphate de sodium 4 mM, Phosphate de potassium 1 mM, pH 7,0, Sérum albumine
bovine 0,1 %, Phénol 0,5%). Cent (100) pL de cette préparation sont déposés soit sur le
contréle positif d’une barrette R1 fournie avec le kit, (capture par une séquence consensus
du géne amplifié), soit sur une plaque Combiplate 8 streptavidine coated (référence
95029263, Labsystem, Helsinki, Finlande), soit sur une plaque témoin Maxisorp (Nunc,

Danemark).

Parallélement, la méme réaction d’hybridation est réalisée sur une dilution, dans du
tampon EB, au dixiéme et au centiéme, de la préparation d’ADN, afin de tester la
sensibilité de la technique.

Exemple 36.2 : Réalisation des témoins :

Des témoins ont été simultanément réalisés de la maniére suivante :

A ~ Comparaison au kit HLA-DR :

Dix (10) pL. d’ADN obtenus par amplification PCR, comme décrit a I’exemple 5, sont
incubés 30 min a 60°C avec 20 pL de para-Bio-EG3-PDAM. Aprés marquage, I’ADN est
purifié sur colonne QIAquick, et I’éluat final est recueilli dans un volume de 50 pL de
tampon EB. Les 45 pL d’éluat sont dénaturés par 4,5 pL de réactif R4 durant 5 min &
température ambiante, puis la solution est neutralisée par 4,5 uL de réactif RS. On rajoute
au mélange 450 pL de tampon d’hybridation R6 et 45 pL d’oligonucléotide de détection.
Cent (100) pL de ceite préparation sont déposés soit sur le contrble positif d’une barrette
R1 fournie avec le kit (hybridation avec une séquence consensus du géne amplifi€), soit sur

une plaque Combiplate 8 streptavidine, soit sur une plaque témoin Maxisorp.
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B - Hybridation réalisée sur un ADN ne s’hybridant pas a la sonde spécifique :

Dix (10) pL. d’ADN obtenu par amplification PCR, comme décrit dans I’exemple 5, sont

incubés 30 min a 60°C avec 20 pL de para-Bio-EG3-PDAM. On traite alors I’échantillon de

facon identique & processus décrit précédemment dans 1’exemple A.

C - Témoin sans ADN :

Dix (10) pL de réactif R6 (tampon d’hybridation) et 100 uL de réactif R7 (oligonucléotide

de détection) sont déposés soit sur le contrdle positif d’une barrette R1 fournie avec le kit,

sur une plaque streptavidine, soit sur une plaque témoin de type Maxisorp.

Toutes les barrettes des protocoles ci-dessus sont incubées une heure et demie & 37°C, puis

lavées par trois fois 100 pL de tampon PBS Tween (réactif color 0 HLA) puis la présence

de la sonde de détection spécifique est révélée par addition de 100 pL du réactif

chromogénique (Réactif Color 2, , PBS pH 7,0 ; Tween 1 %, BND 0,2 g/L ; Ciproflaxacine

0,01 g/L), incubé 20 min dans I’obscurité, la réaction étant ensuite bloquée par 50 pL de

H,S0; (1,8 N réactif Color 3). L’absorbance du milieu réactionnel est alors mesurée a 492

nm.

Résultats :

Conditions Barette R1 Kit HLA DR Combiplate Maxisorp

(Capture spécifique) (Streptavidine) | (Témoin)
A - ADN marqué - Ex 36.1 1215 2160 16
A - ADN marqué (dilué au 1/10éme) NA 900 NA
A - ADN marqué (dilué au 1/100éme) NA 53 NA
B - Témoin ADN non marqué - Ex 36.2 A 1153 40 17
C- Témoin ADN bactérien - Ex 36.2 B 24 15 NA
D - Témoin sans ADN - Ex 36.2 C 13 12 17

Tableau 20 : Détection spécifique sur microplaque d’un ADN issus de PCR
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Les résultats du tableau 20 indiquent une excellente amplification de la cible permettant
d’envisager une utilisation dans un cadre diagnostic. Cet exemple montre que le marquage au
niveau des groupements phosphate permet la capture de I’ADN et n’empéche par

I’hybridation spécifique sur celui-ci.

Exemple 37 : Capture et amplification >’ADN issu d’un lysat bactérien et marqué par

para-Bio-EG3-PDAM :

Cet exemple montre qu’il est possible de capturer et d’amplifier un ADN bactérien en utilisant
une capture basée sur la réactivité de la fonction diazométhyle sur le phosphate de 1’acide

nucléique.

Dans le cas présent, les acides nucléiques contenus dans un lysat bactérien et marqués par du
para-Bio-EG3-PDAM, sont capturés sur des billes magnétiques recouvertes de streptavidine.
L’ utilisation de billes magnétiques permet d’immobiliser celles-ci par aimantation lors des
lavages successifs visant 4 éliminer les résidus cellulaires, présents dans le milieu réactionnel,
ces résidus devant étre éliminés car ils peuvent inhiber 1’amplification par PCR qui est
pratiqué par la suite.

Les produits d’amplification ont pu étre analysés par passage sur puces a ADN.

L’ADN bactérien est obtenu par lyse des cellules contenues dans une culture de
Mycobacterium tuberculosis. La lyse s’effectue par lyse mécanique. Plus précisément, elle est
réalisée par sonication, 1’échantillon liquide traité contenant des billes de verre. Un tel procéde
est déja bien décrit par la Demanderesse dans sa demande de brevet WO-A-99/15621, en ce
qui concerne les billes, et dans sa demande de brevet WO-A-00/60049, en ce qui concerne la
sonication. La sonication peut également étre réalisée a 1’aide d’un bain liquide.

Toutefois d’autres techniques, connues de ’homme du métier, peuvent étre utilisées comme
celles décrites dans le brevet US-A-5,902,746 et les demandes de brevet WO-A-98/54306 et
WO-A-00/05338. Tous ces titres de Propriété Industrielle appartiennent & la Demanderesse.
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L’ADN bactérien a été quantifié par Picogreen (P-7589 ; Molecular Probes, Eugene, OR,

USA)suivant le protocole décrit par le fournisseur, a une concentration de 107 copies par pL.

Dix (10) pL de lysat sont incubés en présence de 20 pL de para-Bio-EG3-PDAM durant 30
minutes 3 60°C. Parallélement, 10 pL de lysat sont incubés dans 20 pL d’eau pure (Sigma)

dans les mémes conditions.

Le milieu réactionnel est ensuite purifié sur colonne QIAquick (Nucleotide Removal Kit,
Qiagen, Hilden, Allemagne). Le protocole de purification utilisé est celui recommandé par le

fournisseur. Le volume final d’élution est de 50 pL.

Les fragments d’ADN marqués sont ensuite capturés sur des billes magnétiques Dynal
(Dynabeads M-280 streptavidin ; référence 112.05 ; Dynal Biotech ASA, Oslo, Norway), qui
sont préparées selon le protocole suivant :

Quatre-vingt-dix (90) pL de billes Dynal sont lavés deux fois par 200 pL. d’eau pure Free
(Sigma), puis sont repris par 200 pL de tampon PEG (0,1 M Na POy, pH 7, 0,5 M NaCl ; 0,65
% Tween 20 ; 0,14 mL ADN de sperme de Hareng (Référence 15634-017, GibcoBRL) ; 2 %
PEG 4000) et incubés 30 min 4 37°C. Elles sont ensuite lavées deux fois par 200 pL de
tampon PBS 1X Tween 20 0,5%, puis finalement reprises par 90 pL. du méme tampon.

Dix (10) pL des éluats d’ADN marqués ou non marqués sont incubés 5 min a température
ambiante avec 40 pL de tampon PEG et 2,5 uL de la préparation de billes magnétiques décrite

précédemment.

Les billes sont ensuite lavées trois fois par 200 pL de tampon PBS 1 X tween 0,5%, reprises
dans 200 pL d’eau et incubées 20 min 3 60°C, puis lavées de nouveau quatre fois par 200 pL
de PBS tween. Les billes sont finalement reprises par 25 pL d’eau et une PCR est réalisée en
suivant le protocole décrit & Pexemple 5. Deux contrdles réactionnels sont effectués I’un avec
25 pL d’eau pure et lautre avec 2,5 pL de billes préparées et lavées dans les mémes

conditions que les échantillons biologiques, et reprises dans 25 pL d’eau.
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Résultat :

Les produits de PCR sont ensuite quantifiés par Picogreen (P-7589 ; Molecular Probes,
Eugene, OR, USA) suivant le protocole décrit par le fournisseur. Cette méthode repose sur
1’utilisation d’une molécule (Picogreen) ayant la particularité de devenir fluorescente
uniquement lorsqu’elle se positionne a Iintérieure d*une molécule d’ADN (en s’intercalant
entre les bases). En raison du caractére trés spécifique de cette intercalation, et du fait que le
signal fluorescent produit est directernent proportionnel a la quantité d’ADN présent dans le
milieu, il est possible de doser de cette maniére, de fagon trés précise, la concentration d’acide
nucléique présente dans un échantillon. Le signal est alors exprimé en rfu (relative fluorescent
unit).

L’analyse des résultats de PCR sur gel montre la présence d’une seule bande spécifique a la
taille attendue dans les échantillons réalisé a partir d’ADN génomique marqué par para-Bio-
EG3-PDAM. Les bandes ne sont pas détectées lorsque la PCR a été effectuée a partir d’ADN
génomique non marqué, Une quantification de P ADN par Picogreen permet de confirmer la

production d>’ADN a partir d’ ADN génomique capturé sur billes.

Conditions rfu’
Témoins non Marqués 51

ADN marqués 170
Bruit de fond 20

Tableau 21 : Quantification de I’ ADN produit par PCR, & partir d’un lysat bactérien, capturé
et purifié par le para-Bio-EG3-PDAM

Une analyse sur puce 3 ADN, suivant le protocole décrit 3 I’exemple 8 permet de confirmer la

spécificité de I’amplification comme le montre le taleau 34 ci-dessous.

Homologie % | I (rfu) | B@afuw) 1I/B
Echantillon 98 11531 723 16

Tableau 22 : Détection spécifique de la cible capturée et purifiée par le para-Bio-EG3-PDAM
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Cet exemple montre qu’il est possible de préparer un échantillon biologique de fagon a
amplifier 1’acide nucléique qu’il contient, en utilisant une technique de capture basée sur la

réactivité de la fonction diazométhyle sur les groupements phosphate de celui-ci.

Exemple 38 : Amplification successive de deux génes 3 partir d’un ADN bactérien

capturé sur un support solide :

Cet exemple montre qu’il est possible d’amplifier & plusieurs reprises et sur des cibles
différentes un ADN capturé grice & la réactivité de la fonction diazométhyle sur les

groupements phosphates de celui-ci .

Dans le cas présent, les acides nucléiques, contenus dans un lysat bactérien et marqués par du
para-Bio-EG3-PDAM, sont capturés sur des billes magnétiques recouvertes de streptavidine.
L’utilisation de billes magnétiques permet de conserver celles-ci par aimantation lors des
lavages successifs visant a éliminer les résidus cellulaires présents dans le milieu réactionnel,
ces résidus devant étre éliminés car ils peuvent inhiber les amplifications par PCR, qui seront
pratiquées par la suite. Ces amplifications vont avoir lieu sur deux génes différents présents
dans ’ADN génomiques, respectivement désignés sous les noms de 165 et rpoB. Ces deux

génes sont ensuite analysés par utilisation de puces & ADN.

L’ADN bactérien est obtenu par lyse des cellules contenues dans une culture de
Mycobacterium tuberculosis, suivant le protocole déja décrit dans 1’exemple 37. L’ADN
bactérien a été quantifié par Picogreen suivant le protocole décrit par le fournisseur, a une

concentration de 107 copies par pL.

Dix (10) pL de lysat sont incubés en présence de 20 pL. de para-Bio-EG3-PDAM durant 30
minutes & 60°C. Parallélement, 10 pL de lysat sont incubés dans 20 pL d’eau pure (Sigma)

dans les mémes conditions.
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Le milieu réactionnel est ensuite purifié sur colonne QIAquick (Nucleotide Removal Kit,
Qiagen, Hilden, Allemagne). Le protocole de purification utilisé est celui recommandé par le

fournisseur. Le volume final d’élution est de 50 pL.

Les fragments d’ADN marqués sont ensuite capturés sur des billes magnétiques Dynal, qui
sont préparées suivant le protocole suivant :

Quatre-vingt-dix (90) pL de billes Dynal sont lavées deux fois par 200 pL. d’eau pure Free
(Sigma), puis sont reprises par 200 pL de tampon PEG (0,1 M Na POq, pH 7, 0,5 M NacCl ;
0,65 % Tween 20 ; 0,14 mL ADN de sperme de saumon (Gibco) ; 2 % PEG 4000) et incubées
30 min & 37°C. Elles sont ensuite lavées deux fois par 200 puL de tampon PBS 1X Tween 20

0.5%, puis finalement reprises par 90 pL du méme tampon.

Dix (10) pL des éluats d’ADN marqués ou non marqués sont incubés 5 min & température
ambiante avec 40 pL de tampon PEG et 2,5 puL de la préparation de billes magnétiques décrite

précédemment.

Les billes sont ensuite lavées trois fois par 200 pL de tampon PBS 1 X tween 0,5 %, reprise
dans 200 pL d’eau et incubées 20 min a 60°C, puis lavées de nouveau quatre fois par 200 pL
de PBS tween. Les billes sont finalement reprises par 25 pL d’eau et une PCR est réalisée en
suivant le protocole décrit dans I’exemple 5. Deux contrdles réactionnels sont effectués 1’un
avec 25 pL d’eau pure (Sigma) et 1’autre avec 2,5 pL de billes préparées et lavées dans les

méme, conditions que les échantillons biologiques, et reprise, dans 25 pL d’eau.

Apres amplification, le milieu réactionnel est recueilli, et les billes sont séparées et lavées par
150 uL de PBS 1 X Tween 0,5%, puis resuspendues dans 25 pul. d’eau pure (Sigma). Une
nouvelle amplification est réalisée sur les billes, mais en présence d’amorces destinées a

amplifier le géne rpoB.

Des amplifications témoins réalisés & partir i’ADN génomique non capturé sont réalisées en

parralléle sur les deux systémes d’amplification (rpoB et 168).
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Résultat :

Les produits de PCR obtenus sont ensuite analysés par puces a ADN suivant le protocole

décrit a ’exemple 8.

5

Conditions Homologie (%) | I1(fu) [ B(Gfu) | I/B
PCR témoin 168 16S 96 4662 387 12

Résultats sur séquence rpoB RpoB 23 237 358 1
PCR témoin rpoB RpoB 98 5438 397 14

Résultats sur séquence 16S 16S 17 183 391 1

PCR 168 sur billes 16S 98 2726 534 5

Résultats sur séquence rpoB RpoB 8 161 480 <1

PCR rpoB sur billes lavées RpoB 97 3205 349 9
Résultats sur séquence 165 168 14 84 358 <1

Tableau 23 : Analyse sur puces 3 ADN des amplicons ADN issus des PCR amplifiées

successivement ou non

10  L’analyse des résultats de PCR sur gel montre la présence d’une seule bande spécifique a la
taille attendue dans les ¢chantillons réalisés a partir d’ADN génomique marqué par para-Bio-~
EG3-PDAM. Les bandes ne sont pas détectées lorsque la PCR a été effectuée a partir ’ADN
génomique non marque.

Une analyse par puce & ADN, telle que présentée sur le tableau 23 ci-dessus, permet de

15  confirmer la spécificité des deux amplifications successives, et donc la capacité de réaliser une
amplification successive de plusieurs génes & partir d’ADN immobilisé sur un support solide,
ceci permettant d’éviter la mise au point de systémes multiplex, qui réduisent souvent de

fagon importante la sensibilité et I’efficacité des amplifications d’acides nucléiques.

20
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Exemple 39 : Capture et Amplification d’ADN sur une membrane de Nylon portant des

groupements diazométhyles :

Une membrane de nylon activée de fagon a porter des groupements diazométhyles a été

5  utilisée afin de capturer de ' ADN bactérien, dans le but de I’amplifier par PCR.

Exemple 39.1 : Modification du filtre Biodyne C :

Schéma de synthése :

o 0
S —
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o NHa HMNH fo)
Anhyd.nde 3'-aminoacetophenone 68 0 CPINESs
succinique
o]

NH
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Tt P L 0§

10
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Composé 68 :
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On solubilise la 3'-aminoacetophenone (14,5 g, 107 mmol) dans 50 ml de DMF anhydre. On
ajoute l'anhydride succinique (10,7 g, 107 mmol) et on laisse sous agitation, sous argon et a
température ambiante. Apreés 6 h, la solution est concentrée sous vide et 50 ml de méthanol
sont ajoutés. Le précipité obtenu est filtré et lavé avec méthanol et éther. On obtient ainsi 19,4

£ (81 %) de produit 68 sous forme d'une poudre de couleur blanc casse.

RMN 'H (200 MHz, DMSO-dq): d= 2,5-2,6 (m, 7H); 7,45 (t, 1H); 7,64 (d, 1H); 7,83 (d, 1H);
8,19 (s, 1H); 10,16 (s, 1H); 12,12 (s, 1H).

Composé 69 :

On solubilise 5,07 g (22 mmol) du composé 68 dans 10 ml de DMF anhydre, sous argon. On
met sur glace et on ajoute 5,00 g (32 mmol) de carbonyldiimidazole. Apres 20 min, on ajoute
lentement 20 ml (94,6 mmol) du 4,7,10-trioxatridecanediamine (EG3). Aprés 3h de réaction a
température ambiante, on évapore le DMF et on reprend le résidu dans 100 ml de CH,Cl,. On
fait des extractions avec du NaHCO; saturé et H,O, aprés quoi la phase organique est séchée

avec du NapySOy4 anhydre et le solvant évaporé. On obtient ainsi 4,34 g (46 %) du produit 69.

RMN 'H (200 MHz, DMSO-dg): d= 1,59 (m, 2H); 1,87 (m, 2H); 2,16 (s, 3H); 2,40 (m, 2H);
2,55 (m, 2H); 3,08 (m, 2H); 3,45 (m, 16H); 7,30 (t, 1H); 7,42 (d, 1H); 7,70 (d, 1H); 7,83 (1,
1H); 7,97 (s, 1H); 10,00 (s, 1H).

Composé 91 :

Un rectangle de 4 cm?® est découpé sur une feuille de filtre Biodyne C (référence 60314 ; Pall
Gelman Laboratory ; Ann Arbor ; Michigan ; USA), introduit dans un flacon et mis en contact
avec 0,97 g (6 mmol) de carbonyldiimidazole (CDI) dans 3 ml de DMF anhydre, sur glace,
sous argon et sous forte agitation. Aprés 20 min, la solution est éliminée et le filtre lavé avec
du DMF. Une quantité de 0,53 g du produit 68 (1 mmol) dans 3 ml de DMF anhydre est
ensuite ajoutée, et la réaction se réalise pehdant la nuit & température ambiante. La solution est

ensuite enlevée et le filtre est rincé avec de 1'éthanol, séché sous vide et gardé sous argon.
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Compose 92 :

Le filtre modifié 91 est mis dans une solution de 97 ml dhydrazine hydrate (2 mmol) dans 4
ml d'éthanol absolu. La solution est mise & reflux pendant 5 h. Apres avoir laissé refroidir, le
filtre est lavé avec H,O, éthanol et éther, séché sous vide et mis sous argon. Ensuite, on ajoute
4 ml de DMF anhydre et 86 mg de MnO; (1 mmol), et on laisse réagir sous forte agitation.
Aprés 20 min, la solution est rejetée, et le filtre est rincé avec du DMF et de I’éther. Le filtre

modifié-diazométhyl 92 est conserveé sous argon, a une tempeérature de -19 4 -31°C.

Exemple 39.2 : Essais biologiques :

La membrane activée est découpée en petits fragments de 2 mm? qui vont étre incubés
pendant 30 minutes a température ambiante dans 25 pl de lysat bactérien de Mycobacterium
tuberculosis, préparé par lyse mécanique, suivant la méme technique et la méme concentration

finale que dans I’exemple 37, et 375 pl d’eau pure (Sigma).

La membrane est ensuite placée 4 65°C pendant 60 min dans 100 mL de tampon de lavage (5
% Formamide (Sigma), 1X SSPE (Perbio), 0.01 % triton X-100) afin d’éliminer les acides
nucléiques non spécifiques adsorbés sur la membrane, puis celle-ci est stockée dans 1 mL

d’eau pure avant amplification.

La PCR est pratiquée comme décrite dans le paragraphe 5.1, le volume réactionnel étant

complété par une quantité suffisante d’eau pure.

Parall¢lement, des contrbles sont effectués suivant le méme processus avec des membranes ne

pouvant pas lier de fagon covalente les acides nucléiques :

e Membrane Biodyne C non modifiée (membrane A),

e Membrane Biodyne modifiée chimiquement suivant le processus décrit, mais non traitée
par du DMF anhydre et du MnO;; ce contrdle permet de vérifier le comportement de la

membrane en 1’absence de groupements diazométhyles (membrane B), et
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¢ Membrane Biodyne C non modifiée, mais traitée 20 min sous forte agitation par du DMF
anhydre et du MnO,, ce contrdle permettant de vérifier que cette derniére étape ne modifie

pas 1’adsorption de I’ADN sur la membrane (membrane C).
Afin de contréler 1’absence d’inhibition de la PCR provoquée par le traitement des
membranes, un autre fragment des membranes A, B, C est amplifié¢ simultanément avec 25 pl

de lysat bactériens.(tubes A’, B>, C’)

Les produits de PCR sont ensuite quantifiés par Picogreen suivant le protocole décrit par le

fournisseur.
Résuitat :
Tests effectués Signal (rfu)
Membrane modifiée 111
Membrane non modifiée (A) 18
Membrane non modifiée, co-amplifiée avec 25 pL de lysat 260
bactérien (A")
Membrane modifiée non activée (B) 26
Membrane modifiée non activée, co-amplifiée avec 25 pL de 264
lysat bactérien (B")
Membrane non modifiée ayant subit une activation (C) 21
Membrane non modifiée ayant subit une activation, co- 268
amplifiée avec 25 pL de lysat bactérien (C")

Tableau 24 : Quantification de I’ADN obtenu par PCR a partir d’ADN de lysat bactérien
capturé sur support solide

Ces résultats du tableau 24 indiquent qu’il est possible de capturer de fagon covalente sur un
support solide, des acides nucléiques, issus de lysat, grice & la chimic diazométhyle.
L’amplification observée n’est pas due a une adsorption non spécifique de I’ADN sur la
membrane. D’autre part, on observe avec les contrdles effectués avec les PCR que les

membranes ne provoquent pas d’inhibition de la réaction d’amplification.
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Afin de contrbler 1a nature du produit amplifié sur la membrane, le produit d’amplification a

été analysé par passage sur puce 3 ADN, suivant le protocole décrit auparavant.
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REVENDICATIONS

1. Procédé de marquage et de fragmentation d’un acide désoxyribonucléique (ADN)
simple ou double brin comprenant les étapes suivantes :
- fragmenter 1’ ADN en créant au moins un site abasique sur ledit ADN,
- attacher un marqueur sur au moins un des fragments par 'intermédiaire d’un réactif de
marquage, ledit réactif se couplant de maniére covalente et majoritaire sur au moins un

phosphate dudit fragment.

2. Procédé, selon la revendication 1, caractérisé par le fait que la fragmentation et le

marquage sont effectués en deux étapes.

3. Procédé, selon la revendication 1, caractérisé par le fait que la fragmentation et le

marquage sont réalisés en une €tape.

~

4. Procédé, selon I’une quelconque des revendications 1 & 3, caractérisé par le fait

que le site abasique est généré par action d’un milieu aqueux acide.

5. Procédé, selon la revendication 4, caractérisé par le fait que le pH du milieu acide

est inférieur a 5, de préférence inférieur a 4.

6. Procédé, selon la revendication 5, caractérisé par le fait que le milieu aqueux acide

est un tampon formiate de sodium a pH d’environ 3.

7. Procédé, selon 1'une quelconque des revendications 1 & 6, caractérisé par le fait

que I’ADN contient au moins une base modifiée susceptible de générer un site abasique.

8. Procédé, selon la revendication 7, caractérisé par le fait que la base modifi¢e

susceptible de générer un site abasique est choisi parmi les dérivés de la 8-bromo purine.
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9. Procédé, selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, caractérisé par le fait

que le site abasique est généré par un agent alkylant ou un agent oxydant.

10. Procédé de marquage et de fragmentation, selon 1’'une quelconque des

5 revendications 1 4 9, caractérisé par le fait que le réactif de marquage comprend, comme

fonction réactive, un motif choisi parmi les composés suivants : diazométhyle ; halogénure

d’alkyle ; nitrosourée ; spirocyclopropane ; aziridine ; époxyde ; trifuorosulfonates.

11. Procédé, selon la revendication 10, caractérisé par le fait que ledit réactif de

10 marquage est la 5-(bromométhyl)fluorescéine.

12. Procédé, selon la revendication 10, caractérisé par le fait que le réactif de

marquage est choisi parmi les composés de formule (1):
~
7 P C= N2

15  dans laquelle :

e R!représente H ou un groupe alkyle, alkyle substitué, aryle ou aryle substitué, et

e Z comprend un marqueur détectable.

13. Procédé, selon la revendication 12, caractérisé par le fait que Z est :

20 I

14. Procédé, selon la revendication 12, caractérisé par le fait que le réactif de

marquage est choisi parmi les composés de formule (2) :

R

RP—(L),—Z~

C=N,
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dans laquelle

e R!représente H ou un groupe alkyle, aryle ou aryle substitué,

e R’estun marqueur détectable,

e L est un bras de liaison comportant un enchainement linéaire d’au moins deux liaisons

covalentes etn est égal a0 ou 1, et

Z est choisi parmi :

Y

|
X
S R 0 0
1| I
R ou R® ou —C—NH— ou —(C—0

dans lequel :

m R} et RY représentent indépendamment 1’un de 1’autre : H, NO,, Cl, Br, F, I, OR,
SR, NR;, R, NHCOR, CONHR, COOR avec R = alkyle ou aryle, et

B -Y-X- représente -CONH-, -NHCO-, -CH,0O-, -CH,S-.

15. Procédé, selon la revendication 14, caractérisé par le fait que le réactif de

marquage a la formule (3) :

dans laquelle :

e R représente H ou un groupe alkyle, aryle ou aryle substitué,

e R? représente un marqueur détectable,

e L est un bras de liaison comportant un enchainement linéaire d’au moins 2 liaisons
covalentes et n un nombre entier égal 40 ou 1,

e R’etR* représentent indépendamment ’un de ’autre : H, NO,, Cl, Br, F, I, OR, SR, NR,,
R, NHCOR, CONHR, COOR avec R = alkyle ou aryle, et

e -Y-X- représente -CONH-, -NHCO-, -CH,0-, -CH,S-.
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16. Procédé, selon ’'une quelconque des revendications 14 ou 15, caractérisé par le

fait que R? est un composé fluorescent ou un hapténe.
P

17. Procédé, selon I’'une quelconque des revendications 10 a 16, caractérisé par le fait

que ledit réactif de marquage est soluble dans un solvant miscible a 1’eau.

18. Procédé de détection d’un acide désoxyribonucléique cible (ADN) simple ou
double brin comportant les étapes suivantes :
e fragmenter et marquer lesdits ADN, selon 1'un quelconque des procédés selon les
revendications 1 4 17,
e hybrider les fragments marqués sur au moins une sonde nucléique suffisamment spécifique
de I’acide nucléique cible, et

e détecter I’hybride formé par I’intermédiaire du marqueur.
19. Procédé de détection d’un acide désoxyribonucléique cible (ADN) double brin,
selon la revendication 18, comportant en outre une étape de dénaturation aprés la

fragmentation et le marquage.

20. Procédé, selon la revendication 19, caractérisé par le fait que la fragmentation, le

marquage et la dénaturation sont réalisés en une seule étape.

21. Procédé de détection d’un acide nucléique cible comportant les étapes suivantes :
e amplifier enzymatiquement 1’acide nucléique cible pour générer une multitude d’amplicons
ADN double brin,

e fragmenter et marquer lesdits amplicons ADN, selon 1’un quelconque des procédés selon

les revendications 1 4 17,

e hybrider les fragments marqués sur au moins une sonde nucléique suffisamment spécifique

de I’acide nucléique cible, et

e détecter I’hybride formé par I’intermédiaire du marqueur.
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22. Procédé, selon la revendication 21, comportant en outre une étape de dénaturation

apres I’étape de fragmentation et marquage.

23. Procédé, selon la revendication 22, caractérisé par le fait que la fragmentation, le

marquage et la dénaturation sont réalisés en une seule étape.

24. Procédé de mise en évidence d’un polymorphisme réparti en des positions
prédéterminées ou non d’un acide nucléique cible par la présence d’une pluralité¢ de délétions
et/ou insertions et/ou mutations dans la séquence dudit acide nucléique cible par rapport & une
séquence dite de référence comportant les étapes suivantes :

e disposer d’un ADN cible comportant 1’ensemble du polymorphisme a étudier, ledit ADN
étant éventuellement généré par une technique d’amplification enzymatique.

e fragmenter et marquer ledit ADN par un procédé, selon I'une quelconque des
revendications 1 a 17.

e hybrider lesdits fragments sur une pluralité de sondes nucléiques dites sondes de capture, la
pluralité de sondes de capture étant fixé sur un support solide et la pluralité de sondes de
capture couvrant dans son ensemble au moins le polymorphisme a étudier.

e détecter les hybrides formés entre les fragments marqués et au moins une partie des sondes
nucléiques par l'intermédiaire du marqueur et en déduire le polymorphisme de I’ADN
cible.

25. Procédé, selon la revendication 24, comportant en outre une étape de dénaturation

apreés I’étape de fragmentation et marquage.

26. Procédé, selon la revendication 25, caractérisé par le fait que la fragmentation, le

marquage et la dénaturation sont réalisés en une seule étape.

27. Procédé, selon 1’une quelconque des revendications 24 a 26, caractéris€ par le fait

que le support solide comporte au moins dix (10) sondes nucléiques de séquences différentes,

avantageusement au moins quatre cents (400), de préférence au moins mille (1000).
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28. Utilisation d’un fragment d’acide nucléique marqué, selon le procédé de I’une

quelconque des revendication 1 & 17, comme sonde de détection d’un acide nucléique cible.
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MUTATION SCANNING ARRAY, AND METHODS OF USE THEREOF

STATEMENT AS TO FEDERALLY SPONSORED RESEARCH
This invention was made with Government support under grants R29
CA63334, KO4 CA69296, and RO1 CA72046, awarded by the USPHS. The

Government may have certain rights in the invention.

FIELD OF THE INVENTION

The present invention is directed to mutation scanning arrays, and methods
of use thereof. In a preferred embodiment the method can be used to rapidly
identify mutations and/or polymorphisms on a nucleic acid segment, or in an

arbitrary mixture of nucleic acid segments or genes.

BACKGROUND OF THE INVENTION

The detection of mutations has been an area of great interest in recent years.
For example, mutations in certain genes have been associated with a variety of
disorders - ranging from blood disorders to cancers. Genetic tests are thus
becoming an increasingly important facet of medical care. Consequently, there has
been an emphasis on the ability to rapidly and efficiently detect mutations and
polymorphisms.

Many electrophoretic techniques have been developed to rapidly screen
DNAs for sequence differences by which such mutations can be detected.
Denaturing Gradient Get Electrophoresis (DGGE) [Myers, R.M., Maniaris, T. and
Lerman, L., Methods in Enzymology, 155, 501-527 (1987)], Constant Denaturant
Gel Electrophoresis (CDGE) [Borresen, A.L., et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 88,
8405 (1991}], Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP) [Orrita, M., et al.,
Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 86, 2766-2770 (1989)], Heteroduplex Analysis (HA)
[Nagamine, C.M,, et al., Am. J. Hum, Genet., 45,377-399 (19?9)] and Protein
Truncation Test (PTT) [Roest, P.A.M., et al., Hum. Molec. Genet., 2,1719-1721
(1993)] are frequently used methods. Many labs use combinations of these
methods to maximize mutation detection efficiency. All these methods require gel
electrophoresis. Methods that do not require gel electrophoresis also exist. For
example, selective hybridization on immobilized target sequences allows screening

for rare known mutations {Zafiropoulos, A., et al., Biotechniques 223, 1104-1109
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(1997)}, while mass-spectrometry has been used to detect mutations by analyzing
molecular weight of proteins [Lewis, J.K., et al., Biotechniques 24, 102-110 (1998)].

A fundamental problem with currently existing mutation and polymorphism
detection methods is that they only screen for mutations on a single gene at a time
(i.e. the method is directed to looking at a 'gene of interest’, that is suspected of
having a mutation). Given that the human genome has 50,000 - 100,000 genes,
this is a severe limitation. It is likely that unknown mutations and polymorphisms
in several other genes both known and unknown, exist simultaneously with
mutations/polymorphisms in the 'gene of interest'. However, mutations in those
other genes would likely not be identified. Therefore a method that can perform
‘mutation/polymorphism scanning' in for a wide array of genes simultaneously,
without the initial need for identifying the gene one is screening would be useful.
Gel-electrophoresis - based methods are essentially restricted to examining
mutations in a single gene at a time. Attempts have been made to devise non-gel
electrophoretic methods to identify mutations, that would not be restricted to a
single gene [Cotton et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA vol. 85, pp 4397-4401, (1988)]
[Nelson, S.F. et al., Nature Genetics, 4, 11-8, (1993 May)] [Modrich, P., et al.,
Methods for Mapping Genetic Mutations. US PATENT 5459039, (1995)]. These
methods,however, have had limited success (Nollau P. and Wagener C., Clinical
Chemistry 43:1114-1128 (1997)) since they are complicated, typically requiring
several enzymatic steps and they result in a large number of false positives, i.e.
they frequently score mutations and polymorphisms in normal DNA. It would be
desirable to have a method that allows highly sensitive and specific identification
and rapid purification of sites that contain mutation/polymorphism over large
spans of the genome.

Although DNA arrays and methodologies that can simultaneously scan a
large set of DNA fragments for gene expression (e.g. the 'repertoire' and amount of
genes expressed in normal vs. cancer cells) are known [Wodicka L, Nature
Biotechnology 15: 1359-1367 (1997); Lockhart, DJ, Nature Biotechnology 14: 1675-
1680 (1996); Schena, M., Trends Biotecnnol 16: 301-306, (1998); Yang, T.T.,
Biotechniques 18: 498-503, (1995)], the ability to scan a large set of random DNA
fragments for unknown mutations is a much more demanding process on which
the technology is lagging [Ginot F., Human Mutation 10: 1-10 (1997)]. Thus far
DNA array - based methods to scan for polymorphisms (SNPs) and mutations has
been restricted to specific genes [Lipshutz, R.J., Biotechniques 19: 442-447 (1995);
Wang, D.G., Science 280: 1077-1082 (1998)]. Whereas detection of unknown
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mutations over several genes requires a selectivity and sensitivity not currently
achievable by present arrays [Ginot F., Human Mutation 10: 1-10 (1997}]. For
example, when it comes to unknown mutation detection, even a single gene with a
coding sequence of the size of APC (8.5 kb]) is difficult to screen in a single
experiment, especially when an excess normal alleles is simultaneously present
[Sidransky D., Science 278: 1054-1058 (1997)]. Thus, current arrays do not scan
whole genes from the §' to the 3' end, but selectively sample the gene. For example,
expression arrays are biased to the 3' end. It would be desirable to have a
methodology that could sample genes over larger portions of a gene and multiple
genes. A method that permits identification of mismatches over large spans of the

genome would also be desirable.

SUMMARY OF INVENTION

We have found a method that permits one to overcome resolutions and other
limitations existing in current DNA chip technology and utilize the existing DNA
chip technology for mutations scanning hundreds or thousands of genes
simultaneously and identifying short (50-300 bases) DNA segments that contain’
mutations or polymorphisms. This method comprises first identifying a DNA
segment containing mismatches. Those mismatches can either be single nucleotide
polymorphisms (SNP) or mutations. Thereafter, one selects a DNA segment of from
about 50-300 nucleotides containing a mismatch. Those DNA segments can be
amplified by PCR and then screened on the DNA chip. Accordingly, instead of
selecting a single gene at a time and examining whether it contains mutations, the
present methodology first scans DNA to identify and isolate mismatch-containing
and thereby mutation-containing DNA fragments (genotypic selection), and then
determines which genes these DNA fragments belong to, by using available DNA
arrays. Thus, the search for mutations is transformed to the easier task of
searching for genes on a DNA array to identify where the mismatch occurs.
Accordingly, DNA arrays currently used for multiplexed gene expression scanning
[Wodicka L, Nature Biotechnology 15: 1359-1367 (1997); Lockhart, DJ, Nature
Biotechnology 14: 1675-1680 (1996).; Schena, M., Trends Biotecnnol 16: 301-306,
(1998); Yang, T.T., Biotechniques 18: 498-503, (1995)] can be used directly or with
minor modifications known to the artisan based upon this disclosure to scan for
mutation.

Any method of identifying a DNA segment that contains a polymorphism

and, thus, mutations and/or polymorphisms can be used. For example, one
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preferred method of identifying DNA fragments containing such mismatches
involved the following steps; (a) isolating the nucleic acid, e.g., DNA, to be screened
for mutations (referred to as the target DNA), adding PCR primers, and hybridizing
it with control DNA, to create mismatches. These mismatches occur at the exact
positions of mutations or polymorphisms; (b) removing any pre-existing,
spontaneous aldehydes by, for example, treating the DNA with hydroxylamine; (c)
using repair glycosylase enzymes (Mut Y and TDG) to convert the mismatches to
reactive sites, namely, aldehyde-containing abasic sites (these enzymes recognize
mismatches and will 'cut’ the nucleic acid base, e.g., adenine at that site to create a
reactive site); {(d) using compounds (e.g. ligands) with functional groups that at one
site can covalently bind to the reactive sites on the DNA, and that at a second site
contain unique moieties that can be detected; (e) binding antibodies or avidin to the
detectable second sites of the DNA-bound ligands. These antibodies or avidin may
carry chemiluminescent or other indicators, so that the total reactive sites on the
nucleic acid, e.g., DNA segment(s) tested is quantified, e.g. by chemiluminescence;
(f) purifying the segments where a reactive site is present (e.g. by
immunoprecipitation, or by ELISA-microplate-based techniques, or by
microsphere-based techniques). The rest of the nucleic acid, e.g., DNA that does
not contain mismatches can then be discarded; and (g) amplifying the remaining,
mismatch containing nucleic acid, e.g., DNA, by PCR using the primers added in
the first step. That mismatch-containing DNA can then be used in the above-
described method with our mutation scanning arrays. (These arrays are sometimes
also referred to as DNA chips.) Using the arrays of the present invention one can
determine which gene each identified mismatch belongs to. Thereafter, known
techniques can be used to determine whether that mismatch is a mutation that
either causes the disorder or is associated with the disorder or simply an allelic
variation, i.e. a polymorphism.

More specifically, the present invention permits biochemical approaches for
chemically modifying mutations in a target nucleic acid sequence. The mutations
are converted to mismatches following hybridization with control nucleic acid
sequence. The mismatches in the hybrid nucleic acid, e.g. DNA can then be
covalently bound by a ligand molecule, and then identified by a detectable moiety.
Subsequently the mismatch-containing DNA can be purified by known means such
as immunoprecipitation and the mutation-containing genes detected.

The target nucleic acid can be cDNA or genomic DNA. For example, the DNA

can be any mixture containing one or various sizes of DNA, such as cDNA
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synthesized from the whole mRNA collected from cells that need to be screened for
mutation /polymorphism; or fractions thereof; or the whole genomic DNA collected
from cells that need to be screened for mutation/polymorphism; or fractions
thereof; or any combination of the above digested into smaller pieces by enzymes.
The use of cDNA is preferable.

This method can also be used to detect a variety of other labeled DNA sites
such as DNA lesions that are converted to reactive sites by glycosylase enzymes or
by chemical means (e.g. clustered DNA-damaged sites; abasic sites; carcinogen-
DNA adducts; damaged DNA bases). In these embodiments, mixing of the target
DNA with wild-type DNA to create mismatches is not needed. Enzymes will
recognize damage and will generate reactive sites directly in the target DNA. Such
enzymes include all known glycosylases, such as endonuclease III, uracil
glycosylase, T4 endonuclease V, 3-methyladenine DNA glycosylase, 3- or 7-
methylguanine DNA glycosylase, hydroxymethyluracile DNA glycosylase, FaPy-DNA
glycosylase, M. Luteus UV-DNA glycosylase. Also, chemical agents such as
bleomycin, alkylation agents or simple acid hydrolysis can generate reactive sites
automatically in target DNA without any enzyme. The crucial step however is again
the same, i.e. addition of some compound to the reactive site of a DNA lesion,

which allows identification of the DNA-containing the lesion.

BRIEF DESCRIPTION OF THE FIGURES

Figure 1 shows a schematic of how the present technology is applied for
identification of mutations in a complex mixture of genes, e.g. screening for C to A
transversions over hundreds or thousands of genes simultaneously.

Figure 2 shows the sensitivity of chemiluminescence detection of alkaline
phosphatase with a cooled ICCD camera. The inset shows time-dependent buildup
of chemiluminescence following addition of chemiluminescent substrate plus
enhancer.

Figure 3 shows chemiluminescence detection of aldehyde-containing
apurinic/apyrimidinic (AP) sites generated in plasmid DNA following depurination
in sodium citrate, pH 3.5 at 38° for up to 60 seconds. The inset depicts
fluorescence detection when extensive depurination under identical conditions is
applied. Data in the inset (from us (Makrigiorgos GM, Chakrabarti S and Mahmood
S. Int J Radiat Biol, 74: 99-109, 1998) were used to convert chemiluminescence

units to AP sites (right axis, see text).
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Figures 4A and 4B shows sensitive detection of AP sites using FARP. Figure
4A shows detection of AP sites in genomic calf thymus DNA depurinated for 15
seconds, without treatment (barl) or following treatment (bar 2) with
hyrdoxylamine. Figure 4B shows detection of spontaneously generated AP sites in
hydroxylamine - treated genomic calf thymus DNA at pH=7.0, at a temperature of
37°C (curvel) or 4°C (curve 2).

Figures SA-5C shows gel electrophoresis of Mut Y-treated DNA, examined on
denaturing gels. Figure 5A shows 49-mer double stranded oligonucleotides that
are Mut Y-treated and visualized on polyacrylamide gels following SYBR GOLD
staining. Lane 1, no mismatch, no Mut Y. Lane 2, no mismatch, plus MutY. Lane
3, A/G mismatch, no Mut Y. Lane 4, A/G mismatch, plus Mut Y. Figure 5B shows
double standard homoduplex mixtures (DNA ladder, 27-500 base pairs) are Mut Y-
treated and visualized on polyacrylamide gels following SYBR GOLD staining. Lane
1, no Mut Y. Lane 2, plus MutY. Figure 5C shows single stranded M13 DNA
{7,249 bases) are enzymatically - treated and visualized on agarose gels following
ethidium staining. Lane 1, M13 DNA, no Mut Y. Lane 2, M13 DNA, plus Mut Y.
Lanes 3-6, molecular weight markers.

Figure 6 shows FARP-based chemiluminescence detection of Mut Y-treated
DNA of a single length: 49-mer oligonucleotides are enzymatically - treated, FARP-
labeled and captured on microplates. Bar 1, A/G mismatch, no MutY. Bar 2, A/G
mismatch, plus Mut Y. Bar 3, No mismatch, no Mut Y. Bar 4, no mismatch, plus
MutY.

Figure 7 shows FARP-based chemiluminescence detection of Mut Y-treated
DNA fragments of varying length: Single stranded M13 DNA (7249 bases) and
double stranded homoduplex mixtures (DNA ladder, 27-500 base pairs) are
enzymatically - treated, FARP-labeled and captured on microplates. Bar 1, M13
DNA, no Mut Y. Bar 2, M13 DNA, plus Mut Y. Bar 3, ladder DNA, no Mut Y. Bar
4, ladder DNA, plus Mut Y.

Figures 8A and 8B show BARP-based chemiluminescence detection of Mut
Y-treated DNA fragments of varying length: Figure 8A shows chemiluminescence
from single stranded M13 DNA (that forms ~3 mismatches over 7249 bases) and
double stranded homoduplex M13 DNA (no mismatches) enzymatically — treated by
Mut Y, BARP-labeled and captured on microplates. Bar 1, s.s. M13 DNA, no Mut Y.
Bar 2, s.s. M13 DNA, plus Mut Y. Bar 3, d.s. M13 DNA, no MutY. Bar 4, d.s.
M13 DNA, plus Mut Y. Figure 8B shows gel electrophoresis of the same DNA, and

demonstrates that, in agreement with the chemiluminescence results in Figure 8A,
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only single stranded M 13 plus Mut Y demonstrate DNA digestion (see bands in
Lane 2).

Figures 9A and 9B show detection of a mutation. Figure 9A shows
chemiluminescence detection of a single mutation (A-to-C transversion) engineered
in a pS3 gene which is incorporated in a 7091 base pair plasmid. Plasmids
containing the mutation were first digested into smaller DNA fragments (400-2,00
bp) by exposure to RSAI enzyme. These were then melted and hybridized with
normal plasmids to form mismatches at the position of the mutation. The DNA was
then enzymatically — treated with Mut Y to convert mismatches to aldehydes,
BARP-labeled and captured on microplates. Bar 1, plasmid with mismatch, no Mut
Y. Bar 2, plasmid with mismatch plus Mut Y. Bar 3, normal plasmid, no Mut Y.
Bar 4, normal plasmid, plus Mut Y. Figure 9B shows the variation of the
chemiluminescence signal obtained when different amounts of mismatch-
containing plasmid treated by Mut Y and BARP are applied on microplates.

Figures 10A and 10B compare DNA binding by different compounds. Figure
10A demonstrates the binding of the compound, AED, (2-(aminoacetylamino)
ethylenediamine} to reactive sites generated at position of mismatches in DNA by
the enzyme Mut Y. The figure shows samples of M13 DNA containing mismatches,
treated with enzyme and various compounds, stained with ethidium bromide and
examined via gel electrophoresis. A sample of M13 DNA without enzymatic
treatment shows a single bright band in lane A. The sample of plasmid DNA
treated with the enzyme Mut Y shows multiple bands, demonstrating the expected
recognition and cutting of mismatched bases by Mut Y in lane B. Lane C In Lanes
C, D and E, the Mut Y treatments are carried out in the presence of 5 mM
methoxyamine (C) or in presence of the novel compound AED (D, 5 mM and E, 10
mM AED respectively). The disappearance of the bands in lanes C, D and E is an
indication of covalent high labeling of DNA by methoxyamine or by AED, at the
positions of reactive sites generated by Mut Y. In Lane F, the treatment of DNA was
as in Lanes E and D, but another aldehyde reactive compound (BARP) was used
instead of AED. Lane F still shows the same multiple bands as those generated in
the absence of compound (see Lane B), indicating an inefficient labeling of aldehyde
sites by BARP.

Figure 10B demonstrates the superior DNA binding of AED over BARP or
FARP when reactive sites are generated at position of mismatches in DNA by the
enzyme TDG. Lanes 1 and 2, G/T mismatch-containing oligonucleotide, no

enzyme. Lane 3, G/T oligonucleotide with TDG enzyme. Lane 4, G/T
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oligonucleotide with TDG enzyme in the presence of 5 mM methoxyamine. Lane 5,
G/T oligonucleotide with TDG enzyme in the presence of 5 mM BARP. Lane 6, G/T
oligonucleotide with TDG enzyme in the presence of 5 mM AED. Lane 7, G/T
oligonucleotide with TDG enzyme in the presence of 0.5 mM FARP.

Figure 11. AED-based chemiluminescence detection of mismatches obtained
when mismatch-containing s.s. M13 DNA is Mut Y treated in the presence of 5 mM
AED. Bar 1, M13 DNA without Mut Y enzyme. Bar 2, M13 DNA with Mut Y
enzyme.

Figure 12 is a schematic showing how the method of mismatch identification
can be used with a DNA chip to detect inherited and acquired predisposition to
cancer (see text).

Figure 13 is a procedure to detect polymorphisms and mutations.

Figure 14 demonstrates the results of four different hybridization
experiments.

Figure 15 shows how a microbead (miscosphere)-based mutation scanning

array is constructed.

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

The present method permits biochemical approaches for chemically
identifying the mismatch sites in, for example, the target DNA sequence. The target
DNA can be identified by a detectable moiety and subsequently detected and
purified by immunoprecipitation, microplates or microsphere technologies.
Subsequently, the purified mutation - containing DNA fragments can be used in
single-step screening of these mismatches by a wide variety of hybridization
techniques (DNA chips, large-scale hybridization arrays, etc.)

For example, in trying to detect unknown mutations it has thus far proven
difficult to screen for a single gene of about 8.5 kb (such as APC) in a single
experiment, especially when an excess of normal alleles is simultaneously present
[Sidransky, D. Science 278: 1054-1058 (1997)]. By contrast, the present method
can screen multiple genes at once and/or multiple individual, and selects and
isolates only those fragments containing a mutation/polymorphism. These
mismatch-containing segments can be amplified by PCR and used, for example, in
a DNA array to simply search for the matching gene in the array to identify which
genes these mutation-containing fragments belong to. Consequently, existing
arrays for multiplexed gene expression scanning such as known in the art can be

used. For example, Affymetrix Hu6800 DNA Chip, or known arrays [Wodicka, L. et
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al, Nature Biotechnology: 15: 1359-1367 (1997); Lockart, D.J. et al, Nature
Biotechnology 14: 1675-1680 (1996); Schena, M. Trends Biotechical 16:301-306
(1998): Yang, T.T. et al. Biotechnigues 18: 498-503 (1995); Ginot F. Human
Mutation 10: 1-10 (1997)].

In order to increase resolution (i.e. definition of the gene segment containing
the mutation/polymorphism) the fragment should be smaller. However, in order to
effectively prepare large amounts of mismatch-containing fragments by standard
techniques such as PCR, the fragments should be at least about 50 bases. In some
instances for ease of operation, a loss in resolution can be tolerated and larger
fragments used.

Preferably the mismatch-containing fragment is 50 - 300 bases, more
preferably 50 - 200 bases, still more preferably 50 - 100 bases and most preferably
about 50 bases.

The nucleotides on the array (gene elements) should be between 8-300 bases
preferably no larger than the size of the DNA of the mismatch-containing
fragments. For improved resolution, smaller sizes should be used. For example,
50 bases or less, more preferably 8-25 bases. Many arrays presently available use
nucleotide fragments of about 25 bases. Typically, these nucleotide segments are
selected to be close to the 3' portion of the transcript.

However, other DNA arrays as discussed, infra, can also be used. Such
arrays, which contain fragments that span the whole length of the gene (i.e. from
both the 5' end of the gene as well as the 3' end) are preferred.

These mutation scanning arrays can be used with any method that permits
one to tag a DNA or mRNA mismatch, thereby permitting the rapid identification of
mutations in nucleic acids, e.g. DNA, mRNA or DNA segment(s). One preferred
method of identifying DNA-containing mismatches is disclosed in copending
application U.S.S.N. (09/224,227). That method comprises (a) isolating the
nucleic acid, e.g., DNA, to be screened for mutations (referred to as the target DNA),
and hybridizing it with control DNA, to create mismatches. These mismatches
occur at the exact positions of mutations or polymorphisms; (b) removing any pre-
existing, spontaneous aldehydes by, for example, treating the DNA with
hydroxylamine; (c) using repair glycosylase enzymes to convert the mismatches to
reactive sites, namely, aldehyde-containing abasic sites (these enzymes recognize
mismatches and will 'cut’' the nucleic acid base, e.g., adenine at that site to create a
reactive site); (d) using compounds (e.g. ligands) with functional groups that at one

site can covalently bind to the reactive sites on the DNA, and that at a second site
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contain unique moieties that can be detected; (e) binding antibodies or avidin to
the detectable second sites of the DNA-bound ligands. These antibodies or avidin
may carry chemiluminescent or other indicators, so that the total reactive sites on
the nucleic acid, e.g., DNA segment(s) tested is quantified, e.g. by
chemiluminescence; (f} purifying the segments where a reactive site is present (e.g.
by immunoprecipitation, or by ELISA-microplate-based techniques, or by
microsphere-based techniques}. The rest of the nucleic acid, e.g., DNA that does
not contain mutations can then be discarded; and (g) amplifying the remaining,
mutation-containing nucleic acid, e.g., DNA, by PCR. That DNA can then be used
with our DNA arrays in order to find which gene each identified mismatch belongs
to. Thereafter, by known techniques determining whether that mismatch is a
mutation that either causes the disorder or is associated with the disorder or
simply an allelic variation, i.e. a polymorphism.

The present method will recognize mismatches formed upon hybridization of
the target DNA and the control (wild-type) DNA. Those skilled in the art are aware
that mismatches may appear as a resulit of inherited or acquired genetic
alterations. Also, that not every mismatch is the result of mutation but that some
mismatches simply represent polymorphisms that occur naturally in populations.
Both the inherited and the acquired genetic alterations in DNA will cause a
mismatch.

Furthermore, those skilled in the art are aware that because all eukariotic
cells contain two copies of each chromosome, one paternal and one maternal,
differences between the two alleles of each gene may also cause mismatches. In
this case one gene copy (e.g. the paternal) will act as a control DNA and the second
gene copy (the maternal) will act as the target DNA, and the mismatches will form
upon hybridization of maternal and paternal DNA (i.e. simply by self-hybridization
of DNA present in cells). These inherited differences can represent either
polymorphisms or mutations.

There are a number of ways known in the art to distinguish whether a
particular mismatch is an inherited polymorphism or mutation, or an acquired
mutation.

One method that can be used to identify acquired mutations is to have the
control DNA come from the same individual. For example, when screening a
malignant cell the control DNA can be obtained from the corresponding non-
malignant cell. By screening first the non-malignant cell alone and then the

malignant cell (or a mixture of malignant and non-malignant cells) a comparison of
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detected mismatches in the two cases can be made. Differences that appear solely
on the malignant cell and not on the normal cell comprise acquired mutations
which may have lead to the malignancy.

When inherited (genetic) mutations/polymorphisms (i.e. where the alteration
from the wild-type is present at birth and in every cell of the body) need to be
identified, only normal cells need to be examined. As explained, inherited
differences between the two alleles will cause mismatches upon self-hybridization.
Detection of these mismatches will indicate the positions of inherited
polymorphisms or mutations. Thereafter, one standard method to discriminate
inherited polymorphisms from inherited mutations is to screen kindred and to
determine whether or not the mismatch is present in normal kindred (i.e. a benign
polymorphism) or only present in kindred showing a particular abnormality (i.e. a
debilitating mutation).

The use of databases categorizing mutations and polymorphisms has also
been increasingly popular. Thus, comparison of an identified genetic variation with
those contained in a database can in many instances be used to determine whether
the detected mismatch in DNA is due to a mutation or due to a polymorphism.

One can also look at whether the mismatch causes truncation in the expressed
protein.

Finally, another method that can be used to discriminate among mutations
and polymorphisms is by the use of in-vivo assays. Thus, one can substitute a
gene with at least one engineered base substitution mutation for the wild-type
gene in an assay to determine whether or not the gene with the mutation can
functionally replace a wild-type normal gene. If a gene can replace a wild-type
normal gene in an assay and exhibit almost normal function that gene is not
considered a mutation, but an allelic variation (i.e. polymorphism). If it cannot that
gene will be considered a mutation.

One of the advantages of the present approach as opposed to mutation-
detection methods presently being used is the ability to identify numerous
mutations at diverse places in the genome. This permits one to determine if certain
genes not presently associated with a particular abnormality may also have some
relationship with that abnormality. For example, with hereditary non-polyposis
colorectal cancer (HNPCC), mutations in the MSH2 and MLH1 genes are believed to
be responsible for approximately 90% of the cases. A number of other genes have
been identified as being responsible for the other 10% of the cases. However, in

view of the cost of screening one typically looks primarily at MSH2 and MLH1. It
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may turn out when an array of genes are looked at the same time, that mutations
in other genes also play a major role, in an individual with a particular condition.
These other mutations may be associated with severity of the condition. By
monitoring these additional genes and looking at disease state and recovery, one
can develop a better idea of prognosis and treatment regimes than is currently
available.

When using genomic DNA the skilled artisan is aware that numerous
mismatches can and will occur in non-coding genetic regions. Looking at non-
coding regions can permit the identification of mutations that affect expression and
levels of expression. On the other hand when one is interested in looking for
mutations in the expressed proteins it is preferable to use the mRNA to generate
cDNA, and then form mismatches that can be detected by the present approach.

The preferred target nucleic acid is DNA, but mRNA can also be used. The

.DNA can be any mixture containing one or various sizes of DNA, such as cDNA

synthesized from the whole mRNA collected from cells that need to be screened for
mutation/polymorphism; or fractions thereof; or the whole genomic DNA collected
from cells that need to be screened for mutation /polymorphism; or fractions
thereof; or any combination of the above digested into smaller pieces by enzymes.

Thereafter, the DNA, mRNA, whole or smaller pieces thereof can be screened
to identify those pieces containing a mismatch. The mismatch-containing pieces
are then isolated from the remaining nucleic acid segments. As a result of this
selection for mismatch-containing segments, it does not matter whether normal
alleles outnumber aberrant segments. Moreover, one can use techniques such as
PCR to amplify the mismatch-containing segments.

The control will be a wild-type fraction similar to the target. This wild-type
likely will have no mutations. The control nucleic acid can be selected depending
upon the intent of the test. For example, where acquired mutations in cancer cells
arc being screened, the control nucleic acid can come from a “normal” cell from the
same individual. In other instances, for example, where an inherited (genetic)
component may be involved the control DNA would come from a different subject
than providing the nucleic acid; or simply differences among the paternal and
maternal alleles can be examined by a self-hybridization of the DNA of the
examined individual.

Following DNA isolation, the DNA is fragmented to reduce its size to the
desired 50-300 base pairs, and generic PCR primers are added to the nucleic acids,

in order to amplify the preparation at a later stage.
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Thereafter in one embodiment, the target DNA is mixed and hybridized with
wild-type DNA to create mismatches at the positions of differences, which are
expected to be mutations/polymorphisms. One labels the mismatch and isolates
the mismatch-containing DNA from the remaining DNA. In this manner one
removes potentially interfering background signal. Thus, the only DNA being used
with the DNA array is DNA that contains at least one mismatch.

Any method of labeling the mismatches in bulk can be used. One preferred
method involves using repair glycosylases and specific aldehyde compounds to
identify mismatches revealed by the glycosylases.

For example, creating a mixture of wild-type and target DNA and creating a
mixture of segments containing the wild-type: wild-type, target DNA: target DNA
and target DNA: wild-type pairs. The mixture is preferably treated with a
compound such as hydroxylamine to remove any spontaneous aldehydes.
Thereafter, the mismatches that occurred, which would be in the wild-type: target
DNA hybrids, are recognized and converted to reactive sites (aldehydes) by enzymes
such as a glycosylase repair enzyme such as Mut Y and thymine DNA glycosylases
(TDG]) (e.g., from Hela cells or E. colij). A unique feature of these enzymes is that
they are highly specific, i.e. they act only on mismatches while they leave non-
mismatch containing DNA completely intact.

These reactive sites are identified by using a compound containing an
aldehyde - binding moiety such as -O-NH: (-hydroxylamine), or -NHNH2> (-
hydrazine) or -NH; (-amine) and also having a second moiety that reacts with a
detectable entity (e.g. fluorescein, biotin, digoxigenin, which respectively react with
antifluorescein antibody, avidin, and antidigoxigenin antibody. The antibodies may
have chemiluminescence tags on them and thereby are detected). A unique feature
of the present approach is that the aldehyde - binding moiety binds covalently to
the enzyme-generated reactive sites. Combined with the specificity of the mismatch
- repair enzymes, the use of covalently bound ligands to the position of mutations
results in a sensitivity and specificity which is unparalleled by other methods for
detection of mutations and polymorphisms.

The compounds have the general formula:

X-Z2-Y,
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wherein X is a detectable moiety, preferably X is NHy, SH, NHNHj, a fluorescein
derivative, a hydroxycoumarin derivative, a rhodamine derivative, a BODIPY

derivative a digoxigenin derivative or a biotin derivative;
Y is NHNH,, O-NH; or NH,, preferably Y is NHa,

Z is a hydrocarbon, alkylhydroxyl, alkylethoxy, alkylester, alkylether,
alkylamide or alkylamine. Z may contain a cleavable group such as S-S. Z may be
substituted or unsubstituted.

These reactive sites are identified by using a compound containing an
aldehyde - binding moiety (Y) such as -O-NH; (-hydroxylamine), or -NHNH3 (-
hydrazine) or -NH3 (-amine) and also having a second moiety (X) that reacts with a
detectable entity (e.g. fluorescein, biotin, digoxigenin, which respectively react with
antifluorescein antibody, avidin, and antidigoxigenin antibody. The antibodies may
have chemiluminescence tags on them and thereby are detected). The aldehyde -
binding moiety binds covalently to the enzyme-generated reactive sites. Combined
with the specificity of the mismatch - repair enzymes, the use of covalently bound
ligands to the position of mutations results in a high sensitivity and specificity.

One preferred embodiment of the invention has a general formula;
x—{CH2HcH,~wHcH, -y
n n" n

wherein X' is NHNH. or NH;, preferably NHj;
Y' is O-NH2 or NH,, preferably O-NHa;

Wis -NHC(O)—, -NHC(OH)-, -C(OH)-, -NH-, C-O-, -O-, -S-, -S-S-, -OC(0O}-, or
C(0)O-;

n is and integer from O to 12, preferably 4-7 and more preferably 6;

n' is an integer from O to 12, preferably 4-7, and more preferable 6, and

n" is an integer from 1 to 4, preferably 1-2, and more preiferably 1.

Preferably, the compound has a molecular weight between 100 - 500, more
preferably 100 — 300, still more preferably 150 — 200.

Z and W can be substituted with groups that enhance the solubility of the
resultant compound. Preferably the compounds of the formula

X-(CH2)n-{CH2-W)n-(CH2),-Y are overall soluble in the solvent used.
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A preferred embodiment has the formula;

x—{or) N (CHa)v-

o §

wherein X', Y", n, and n' are as described as above.
A more preferred compound is 2-(aminoacetylamino) ethylenediamine (AED),
(NH2CH,CH2NHC(O)CH2ONH_?).

)
HaN O.
2 \/\”)K/ NH2

2-(aminoacetylamino) ethylenediamine (AED)

In another embodiment, the DNA reactive site recognized by enzymes such
as glycosylases are identified by using compounds that contain a hydroxylamine
reactive group. Examples of hydroxylamine compounds include FARP and FARPhc,
both of which are fluorescent. FARP is a novel hydroxylamine containing derivative
of fluorescein and FARPhc is a novel hydroxylamine containing derivative of
hydroxy-coumarin.

These compounds have the general formula;
X"—CHaHCH,~WHCH, Y™
CHa{or-wifona).

wherein Y'" is O-NHj;

X" is a fluorescent molecule, a fluorescein derivative or a hydroxy-coumarin
derivative.

W, n, n', n" and n"' are defined as above,

More preferred compounds includes fluorescein aldehyde reactive probe,

FARP, and fluorescent reactive probe hydroxycoumarin, FARPhc.
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DNA samples containing mismatches that are prepared and treated with
DNA-glycosylase enzymes as described above, will form covalent oxime bonds to
FARP and FARPhc.

In an alternative embodiment, the DNA reactive sites recognized by enzymes
such as glycosylases are identified by using compounds that contain a hydrazine
reactive group. An example of this class of compounds includes biotin hydrazine.
The present invention allows using hydrazine compounds to label reactive sites
generated by the DNA-glycosylase enzymes. In yet still another alternative
embodiment, the compound is a biotin aldehyde reactive probe, such as BARP, a
biotinylated derivative of hydroxylamine [BARP, Kubo, K, et al., Biochemistry
31:3703-3708 (1992)].

These biotinylated hydroxylamine or hydrazine compounds have the general

formula:
X""—(CHzn CH2—W):‘(CH2);Y"'

wherein Y is O-NH2 or NHNHo;
X" is a detectable molecule, biotin or biotin derivative.
W, nn, n' and n" are defined as above.
For example, a Y moiety such as an amine should react with the aldehyde on for

example the DNA, while the X group remains free for further modification and

detection.
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More preferred compounds includes biotin aldehyde reactive probe, BARP

[Kubo, K, et al., Biochemistry 31:3703-3708 (1992)] and biotin hydrazide:

0] 0]
HN NH

HN)kNH
41 o §
S u “NH, s “NH,
O (0]

or

BARP

It was discovered that, following the recognition of mismatches by
glycosylases such as Mut Y or TDG, and the resulting conversion to aldehyde-
contaihing reactive sites, the enzyme has to be kept inactive, otherwise it interferes
with the subsequent covalent binding of the ligand compounds. As a result, the
conditions for reaction of hydroxylamines, hydrazines or amines with the

enzymatically - generated aldehyde-containing reactive sites are at temperature of
40C-159C and at pH 6-7. (In the specific case of Y=NH, (amines), the presence of a

reducing agent such as borohydride, 4°C-159C for 1-3 hours is also required

during binding to reactive sites). Following covalent attachment of the ligand

compounds to reactive sites, the enzyme is then inactivated via heating at 70° C,
for 10 minutes. Alternatively, to remove the enzyme a standard phenol-chloroform
extract ion, or treatment with protein use K can be adopted.

When X=NH, (amine}, in order for the covalently-bound ligand to be
recognizable by an antibody, the free -NH> group is first covalently linked to an
amine-binding compound with a recognizable group (e.g. a succinimidylester
compound such as biotin-LC-succinimidyl ester; biotin-LC-SS-succinimidyl ester
[Pierce]; fluorescein-succinimidyl ester; etc.). The reaction and purification
conditions of such succinimidyl esters with -NH2 containing compounds are well
known.

When X=SH (sulfhydryl), in order for the covalently-bound ligand to be
recognizable by an antibody, the free -SH group is first covalently linked to a
sulthydryl-binding compound with a recognizable group (e.g. a maleimide

compound such as biotin-LC- maleimide; biotin-LC-SS- maleimide [Pierce];
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fluorescein - aleimide; etc.}). The reaction and purification conditions of such
maleimides with -SH containing compounds are well known.

It was discovered that binding to reactive sites becomes much more efficient
when small hydroxylémines (such as AED) are used. Therefore, the use of small
compounds of the formula X'-(CH2)n-(CHz-W)n"-(CHz2)n'-Y , and of molecular weight
less than 200 is preferred. These compounds are water soluble, can be incubated
with DNA at a high molarity (e.g. 10 mM), and are able to diffuse fast enough to
bind to reactive sites at a much higher level of efficiency than the other compounds
(e.g. FARP, BARP) that have higher molecular weights and are less water soluble.

Purification of the mismatch-containing DNA preferably relies on the
utilization of aldehydes as the recognition sites for mismatches resulting in
covalent bonding of the marker molecule to these aldehydes. Therefore, the
presence of contaminating nucleases that cleave DNA and create 3' hydroxyl groups
- containing strand breaks {-a common problem in similar assays-) do not generate
binding sites for the marker molecules. This method does not require the use of gel
electrophoresis which compares DNA strand by their length or size. Thus, the
generation of false positives from strand breaks generated by contaminating
nucleases is thereby avoided. The method of the invention only detects labeled
DNA following covalent binding of such aldehydes with ligand compounds and
subsequent immobilization to a solid support, e.g., microplates. In addition, the
length and diversity of DNA fragments are irrelevant to the assay, which is another
advantage over gel-electrophoretic methods.

If borohydrite (sodium- or cyano- borohydrite) is present during the
enzymatic lyase step, then a covalent cross-linking between enzyme and DNA
occurs. In an alternative embodiment, one can introduce covalently-bound marker
molecules (biotin, fluorescein, digoxigenin, or other fluorescent or
chemiluminescent indicators) at the positions recognized by the enzymes.

To achieve this, the glycosylase enzymes are covalently labeled with an
indicator molecule, either prior to DNA binding or after DNA binding and
crosslinkage have taken place. For example using biotin as the indicator molecule,
and Mut Y (trevigen) as the glycosylase enzyme the following procedure can be
used.

To pre-label Mut Y with biotin, (i.e. Prior to DNA binding), the enzyme is
incubated with a reactive analogue of biotin (e.g. Succinimidyl-ester of biotin, or
biotin-lc-succinimidyl ester (Pierce), or biotin-maleimide, etc). Glycosylases are

positively charged enzymes by virtue of the —-NHz-groups on their surface. These —
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NH2- groups can be utilized for covalent crosslinking of the biotin indicator. The
reaction of Mut Y with biotin-lc-succinimidyl ester takes place at ph 7.5-8.0, 1h,
4°C at a molar ratio of biotin:Mut Y of 5:1, or 2:1, or 1:1 (higher excess of biotin
must be avoided if Mut Y is to retain its biological activity). Following that the
unreacted biotin is removed by standard chromatography or by G25 filtration. The
biotinylated Mut Y can now by used for enzymatic activity on a test DNA, to
recognize, crosslink and label mismatches.

The assay is carried out as follows: first, DNA to be tested for mutations (test
DNA) is mixed and cross-hybridized to DNA that contains no mutations (control
DNA), in order to generate mismatches at the positions of mutations. Second,
biotinylated Mut Y is added at a Mut Y:DNA molar ratio of 100:1, in the presence of
100 mM sodium borohydrite. Other reaction conditions and reaction buffers are
standard, as recommended by the Mut Y supplier. Following crosslinkage of
biotinylated Mut Y to DNA mismatches (a/g or a/c mismatches), the DNA is
contacted by a streptavidin-coated solid support (e.g. Streptavidin-coated magnetic
microspheres) in order to isolate DNA molecules containing biotinylated sites (i.e.
Mutations). The isolated DNA can then be PCR-amplified and/or screened on
appropriate mutation scanning arrays in order to identify the mutated genes.
Alternatively, unmodified Mut Y can first be cross-linked to the DNA via borohydrite
and then labeled with biotin through any of its available -NH;- groups. Unreacted
biotin is thien removed from the DNA-enzyme mixture by known means such as by
chromatography or G125 filtration. This alternate approach allows the enzyme to
fully preserve its activity during the DNA binding process.

Other glycosylases that have lyase activity and can be crosslinked to DNA via
borohydrite are known in the art and include: endonuclease III; endonuclease VIII;
and hmu-DNA glycosylase.

Glycosylases that do not have lyase activity (e.g., Ap glycosylases: uracil
glycosylase; thymine mismatch glycosylase; 3-ma-DNA glycosylase I or II; pd-DNA
glycosylase; m-luteus uv glycosylase; etc) but only contain the base excision activity
may also be adapted to function in the present invention. This is done by the
subsequent use of endonuclease III glycosylase, following the initial base excision
by the ap glycosylase. Enconuclease III recognizes the abasic site generated by the
AP glycosylase and exersizes it lyase activity at that point. If borohydrite is present,

endolll is crosslinked at that position in DNA.
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By following the above described approach, a biotin (or other indicator) can
be introduced at the glycosylase-reactive sites in DNA (mismatches; mutations;
polymorphisms; damaged bases; methylated bases; etc).

Once any of these compounds are covalently bound to the reactive sites,
their reaction with a detectable group such as antibodies (e.g. avidin,
antifluorescein etc.) and their subsequent detection (e.g. by chemiluminescence)
and isolation (e.g. immunoprecipitation, avidin-coated microplates or
microspheres, are well known in the art. For example, when X=NH,, direct
immobilization and purification of the mismatch - containing DNA is possible on
microplates coated with activated succinimidyl ester [Costar] or maleic anhydrite
[Pierce] which covalently bind the NH; group on the DNA-bound linker. When
X=fluorescein, direct immobilization and isolation is achieved via antifluorescein -
coated microplates [Boehringer]. And when X=biotin, direct immobilization and
isolation is achieved via streptavidin - coated microplates (Pierce). In all cases, the
immobilized DNA can be detected via alkaline-phosphatase or peroxidase - based
chemiluminescence assays.

Those of ordinary skill in the art will recognize that a large variety of other
possible detectable moieties can also be coupled to antibodies used to bind the
DNA-coupled linkers at the positions of mismatches in this invention. Thereby
providing additional methods to detect the antibody-bound mismatches on DNA.
See; for example, “Conjugate Vaccines”, Contributions to Microbiology and
Immunology, J.M. Cruse and R.E. Lewis, Jr. (eds), Carger Press, New York, (1989).

The term "substituted,” as used herein refers to single or multiple
substitutions of a molecule with a moiety or moieties distinct from the core
molecule. Substituents include, without limitation, halogens, hetero atoms, (i.e. O,
S and Nj, nitro moieties, alkyl (preferably C; - Ce), amine moieties, nitrile moieties,
hydroxy moieties, alkoxy moieties, phenoxy moieties, other aliphatic or aromatic
moieties. Preferably the aliphatic or aromatic moieties are lower aliphatic or
aromatic moieties, i.e. 12 or less carbons, more preferably 6 or less carbon atoms.
Substituted compounds may be referred to as derivatives of the core structure.

Antibodies of the present invention can be detected by appropriate assays,
such as the direct binding assay and by other conventional types of immunoassays.
For example, a sandwich assay can be performed in which the receptor or fragment
thereof is affixed to a solid phase. Incubation is maintained for a sufficient period
of time to allow the antibody in the sample to bind to the immobilized labeled DNA

on the solid phase. After this first incubation, the solid phase is separated from the
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sample. The solid phase is washed to remove unbound materials and interfering
substances such as non-specific proteins which may also be present in the sample.
The solid phase containing the antibody of interest bound to the immobilized
labeled DNA of the present invention is subsequently incubated with labeled
antibody or antibody bound to a coupling agent such as biotin or avidin. Labels for
antibodies are well-known in the art and include radionucleotides, enzymes (e.g.
maleate dehydrogenase, horseradish peroxidase, glucose oxidase, catalase),
fluorophores (fluorescein isothiocyanate, rhodamine, phycocyanin, fluorescamine),
biotin, and the like. The labeled antibodies are incubated with the solid and the
label bound to the solid phase is measured, the amount of the label detected
serving as a measure of, for example, the amount of anti-FARP antibody present in
the sample. These and other immunoassays can be easily performed by those of
ordinary skill in the art.

The present method allows for extremely sensitive mismatch - scanning in
diverse DNA fragments, thereby resulting in sensitive and high throughput
mutation screening over several hundreds or thousands of genes at once. For
example, it becomes possible for the screening and discovery of novel mutations in
tumor samples which is instrumental to establish the pathogenesis of cancer and
to establish new relations between mutations and cancer or other diseases. The
new compounds and methods described above are also useful in analysis of the
genetic background (polymorphisms, mutations) of any individual. High
throughput genotyping and genotypic selection can be carried out by the present
method.

In one embodiment for detecting SNPs or mutations is illustrated in the
accompanying Figure 13. In this embodiment, the following protocol can be used:

1. DNA to be screened (e.g. cDNA from an individual's lymphocytes) is
digested to smaller fragments (50-300 base pairs) as detailed herein.

2. The digested fragments are self-hybridized to generate mismatches at
positions of SNPs and mutations. Self hybridization can be carried out by heating
(e.g., 2 minutes, 96°C), then cooling to 65°C for 1 hour. Alternatively, to avoid
heating which may generate unwanted abasic sites, addition of formamide plus
moderate heating (40-70°C) can be used to perform the self hybridization.

3. Preferably, treatment with hydroxylamine follows, to remove
unwanted abasic sites.

4. Treatment with mismatch repair glycosylases (Mut Y and TDG,

separately or together) follows to convert mismatches to aldehydes.
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5. Treatment with AED, FARP, BARP follows to label, e.g., fluoresceinate
the generated aldehydes (corresponding to SNPs/mutations).

6. The sample is denatured, and directly applied to a DNA array, for
example, DNA chips or beads where hybridization takes place.

7. Extensive washing follows, to remove unhybridized DNA or unbound
FARP.

8. The label, e.g., fluorescence, from all elements on the DNA chip is

read via appropriate devices (e.g. a scanning laser). These elements that display
fluorescence correspond to gene fragments containing SNPs and mutations.

In the present method, one can use DNA arrays to identify the gene where
the mismatch is present. For example, the Affymetrix, Inc. (San Diego, CA)
HU6800 DNA chip, the Clontech Atlas™ DNA array (Palo Alto, CA); the Telechem
International Array (San Jose, CA); the Genetix Ltd. array (Dorset, UK); and the
BioRobotics Ltd. array (Cambridge, UK). The chip such as the Affymetrix DNA chip
contains densely-packed DNA or RNA elements. For highest resolution the
oligomers on the chip should be small. Preferably 8-50 nucleotides, more
preferably 8-25 nucleotides. This will provide the highest resolution. However, the
DNA or mRNA on the chips can be as large as the mismatch-containing DNA
fragments, e.g. 50-300 nucleotides.

For example, using a conventional array, (e.g., the Affymetrix chip for
detecting gene expression) the array will have multiple DNA or RNA elements
densely packed, each comprising 25-mer oligonucleotides immobilized on a solid
support. For cach of the 6,800 genes which are represented on the chip, there are
20 elements each containing 25-mer oligonucleotides with a distinct portion of the
mRNA sequence. Thereby the 20 elements 'sample’ the mRNA sequence of the
gene. In the current version, the immobilized probes are biased towards the 3' end
of the mRNA, thus sequences towards the 5' end are not well represented. To use
the array for detecting gene expression, users generate cDNA from the genes to be
screened in the test sample (typically 1:g) and then perform in-vitro transcription to
collect cRNA and biotinylate it(~50:g), 12 :g of which are hybridized on the chip
(alternatively, cDNA can directly be applied on the chip without in-vitro
transcription). If a gene is present in the test sample, then it hybridizes to an
appropriate array element. Because the array is constructed to contain known
gene sequences at known positions, all the transcribed genes are detected in a

single step. The detection process utilizes addition of a marker-identifier such as a
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fluorescent scanner. The magnitude of the signal from each element signifies the
degree of gene expression for the specific gene.

It should be noted that the present invention utilizes the same arrays but
not anymore to detect gene expression (i.e. difference in signal among array
elements), but mutations, which requires only detection of presence or absence of
signal (indicating polymorphism/mutation in the specific gene fragment which was
captured), thereby making the detection task much simpler.

Inherited single nucleotide polymorphisms (SNPs) and mutations can define
a genetic predisposition towards several diseases, including cancer, cardiovascular,
neurodegenerative and others. Indeed, acquired SNPs, mutations and loss of
heterozygocity are particularly pertinent to cancer development, and early cancer
detection. All of the above can be simultaneously detected in a single step by the
above-described methodology.

For example, cDNA for tumor and normal issue of a single individual is
prepared. (See Figure 11) Because inherited polymorphisms is a frequent event
(average 1 SNP per 1000 bases), several genes will have more than one SNP. Also,
the tumor genes will contain one or more inherited SNPs as well as occasional
acquired SNPs/mutations. Next, the cDNA is digested by enzymes down to small
fragments (~100-200 bp), thereby generating fragments that are likely to contain
only one -or none- genetic alternations. Then, each sample is melted and self-
hybridized, to generate mismatches at positions of SNPs/mutations. The above-
described methodology using an X-Z-Y compound is applied as described above, to
isolate only the mismatch-containing cDNA.

The mismatch-containing cDNA is PCR-amplified, labeled, e.g. biotinylated,
and applied on a an array such as the Affymetrix chip: Each mismatch-containing
fragment will hybridize to its complementary oligonucleotide on the array, thereby
revealing which gene and which gene region (to within 100-200 base pairs) the
SNP/mutation belongs to. By comparing arrays A and B, both the inherited and
the acquired SNPs/mutations can be derived. Loss of heterozygocity may occur
when an acquired SNP/mutation occurs in the same gene with an inherited
SNP/mutation. Such genes can readily be identified by comparing A and B.

Current chip arrays, which are intended for gene expression detection,
including the Affymetrix chips, utilize immobilized oligonucleotides which are
biased toward the 3' end of mRNA. Accordingly, the 5' end of the gene is

underrepresented. Moreover, present mutation detecting technology cannot
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adequately utilize existing chips. By contrast, our methodology makes it possible to
identify mismatches over diverse sections of the genome using chip technology.

A preferred Mutation Scanning Array should contain immobilized
oligonucleotides, preferably 8-25 bases long, which span the whole mRNA sequence
of each gene represented on the array, and not biased toward one or the other
mRNA end. Rather they should cover the whole genes being studied. In some
preferred instances, one uses genomic DNA to make the array and would use both
coding, and non-coding portions. As mentioned, the oligonucleotides can be larger,
but by increasing size, resolution is lost. The oligonucleotides should sample the
mRNA in intervals not bigger than the DNA fragments isolated by present method
preferably 50-100 bases but capable of ranging from 50 - 300 bases. In this
manner the mismatch-containing fragment will be assured of finding a
complementary sequence on the array. When immobilized oligonucleotides on the
array are arranged to sample the mRNA at small intervals (e.g. 20 bases) there will
be redundancy of information upon hybridization of the mutant fragments to the
DNA chip, as each fragment may simultaneously hybridize to two or more
immobilized oligonucleotides. In this case, by using the combined information
from all array elements, a better resolution of the position of the mutation will be
achieved.

This Mutation Scanning Array can be constructed using the same
technologies as for the current arrays. The above-described modification will allow
SNPs/mutation detection over the whole length of the immobilized genes to be
identified. The immobilized genes can be either the whole genomic cDNA library, or
an arbitrary fraction of that, or a specific collection of genes that are known to be
related to a specific disease (i.e. disease specific arrays).

A major advantage of the present mutation scanning chip technology is that
it can detect SNPs/mutations in the presence of an excess of normal alleles in the
initial sample because the methodology first isolates the mutants, and the array
subsequently identified the gene. This is currently impossible to do with existing
technology.

A preferred kit will comprise reagents to isolate mRNA from tissues,
synthesize cDNA, fragment DNA to 100 - 200-mers and add PCR, form
heteroduplexes, use Mut Y and TDG enzymes to cut the mismatches, remove
spontaneous aldehydes, apply the X-Z-Y compounds e.g., FARP/BARP/AED, to

detect mismatches, isolate mutant/polymorphic fragments by immobilization on
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microplates, recover and PCR mutants/polymorphisms, and finally apply on an
array to detect SNPs/mutations at specific genomic positions.

The kit can be used to screen an individual for inherited susceptibility to
cancer, cardiovascular disease, neurodegenerative disorders, etc. by mapping
positions of heterozygocities and SNPs in the whole genome or in selected fractions
of the genes.

The present methodology also permits one to detect early onset of cancer
(acquired SNPs/mutations) from tissue biopsies or excretions. The present
technology also permits research labs to detect new mutations and correlate them
to other diseases.

The ligand compounds described demonstrated excellent detection of DNA
mismatch - repair recognition sites. In addition, based on our discovery that small
(MW<200-250) compound allow high binding efficiency (>50%) to DNA reactive
sites, new compounds (like AED) were designed, synthesized and tested. These
were shown to bind reactive sites generated by Mut Y much more efficient than
compounds of higher (>250) molecular weight. Preferred compounds are small,
water soluble, do not encounter significant steric interactions with DNA and can
diffuse fast to the enzymatically - generated reactive sites on DNA. This class of
new bifunctional compounds is also uniquely designed to retain their water
solubility as the chain length is extended. The simultaneous addition of internal
polar functional groups along with methylene groups maintains the water solubility
of these compounds in spite of the increased length of the molecule. Care must be
taken however to retain a low overall molecular weight for the final compound.
Useful polar functional groups include; alcohols, esters, ethers, thioethers, amines
and amides. This allows users of this method the flexibility to tailor the chain
length of the compounds to suit their specific needs with out the loss of water
solubility, which is essential.

In one method for obtaining DNA containing mismatches from a tumor
sample, mRNA is isolated from a malignant cell. The corresponding mRNA from a
healthy or normal tissue sample is also isolated. The mRNA from the normal tissue
will serve as the wild-type control. A cDNA library can be made for each mRNA
sample, the cancerous and wild-type. The two cDNA libraries are added together,
for example in a 1:1 ratio and hybridized. (See Figure 1) The hybridization
produces a mixture of double stranded DNA. The double strands of DNA that
consist of cDNA from the malignant cell hybridized with a strand of wild-type DNA
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will now typically contain some mismatches that are associated with the
malignancy.

The mixture of hybridized cDNA is then treated with hydroxylamine to
remove any spontaneous aldehydes, and then the hydroxylamine is removed via
G25 filter centrifugation of the samples. The double stranded cDNA which is now
void of pre-existing aldehydes, is then treated with a mismatch - repair glycosylase,
such as Mut Y or TDG. MutY is a DNA-repair enzyme that recognizes mismatched
adenosine nucleotides, and TDG recognizes mismatched thymines. Upon
recognition, Mut Y or TDG remove the base by cleavage at the point of attachment
to the deoxyribose sugar. Removal of the base by this method of cleavage results in
the opening of the deoxyribose ring with formation of an aldehyde. Since pre-
existing aldehydes were removed by hydroxylamine treatment, the only aldehydes
are those generated at positions of mutations.

The resulting strands of cDNA now contain an aldehyde located at each
point of mismatch. These resulting aldehydes are then treated with one of the
compounds, e.g. the 2-(aminoacetylamino)ethylenediamine (AED) or one of its
analogues, at low temperature so that further activity of the Mut Y/TDG enzymes is
suppressed. The DNA labeled with AED is then selectively immobilized on
microplates as described earlier in this text. The unlabeled DNA is then washed
away leaving behind only AED labeled DNA attached to the microplate. The DNA
with the labeled mutations, while immobilized on the microplates is then
biotinylated and the mutations can be detected, for example, via
chemiluminescence. Mutation-containing DNA can then be recovered from
microplates for identification of the genes involved via PCR and large-scale
hybridization techniques using the present mutation detecting arrays.
Consequently, all mismatch containing genes are captured at once and the number
of genes that can be simultaneously be screened is only limited by the total genes
the DNA array created has to verify and identify the exact position of the
mismatche(s) on each particular gene identified by the present invention,
conventional procedures such as sequencing can be used.

This method can also be used to detect a variety of other DNA lesions that
are converted to reactive sites by glycosylase enzymes or by chemical means (e.g.
clustered DNA-damaged sites); abasic sites; carcinogen-DNA adducts; damaged
DNA bases). In these embodiments, mixing of for example the target DNA with
wild-type DNA to create mismatches is not needed. Enzymes will recognize damage

and will generate reactive sites directly in the target DNA. Such enzymes include
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all known glycosylases, such as endonuclease III, T4 endonuclease V, 3-
methyladenine DNA glycosylase, 3- or 7- methylguanine DNA glycosylase,
hydroxymethyluracile DNA glycosylase, FaPy-DNA glycosylase, M. Luteus UV-DNA
glycosylase. Also, chemical agents such as bleomycin, alkylation agents or simple
acid hydrolysis can generate reactive sites automatically in target DNA without any
enzyme. The crucial step however is again the same, i.e. covalent addition of
compound to the reactive site of the DNA lesion, which allows subsequent sensitive
detection.

The described technology can be used for mutation screening and for
research. For example, the use of solid supports at every stage of the assay will
substantially shorten the time required to screen tumor samples, improve its
cost-effectiveness in terms of man-power as well as its reliability and
reproducibility.

An alternative mutation scanning array to the chip array is the use of beads,
sometimes referred to as microbeads or microspheres. For instance, magnetic
microsphere technology can be utilized to immobilize heteroduplexes at an early
stage of the assay. Following mRNA extraction from e.g., a host cell such as
cancerous and normal samples, cDNA for e.g. 588 genes can be generated.
Thereafter PCR primers that contain a cleavable (S-S) biotin are added.
Hybridization of the cancerous cDNA with wild-type alleles generates
heteroduplexes at the positions of base substitution mutations, and the DNA
sample is immobilized on, for example, the streptavidin - coated magnetic
microspheres (available from Dynal Inc.). From this point onwards, all subsequent
steps of the ALBUMS assay can be conducted on the solid support.

The microspheres allow chemical/enzymatic treatment of the immobilized
DNA and efficient, rapid separation of chemicals from DNA via magnetic
immobilization of the microspheres during washing. For example, in one
embodiment the assay uses hydroxylamine treatment to remove traces of aldehydes
and subsequent complete removal of hydroxylamine via repeated (x3)
ultracentrifugation through G25 filters. This can be time-consuming and result in
an inevitable loss of sample, which can be important when tissue samples are
limited. In contrast, by immobilizing the DNA magnetic microspheres, all
subsequent steps become faster, easier and without DNA loss: Hydroxylamine
treatment and removal, enzymatic treatment and washing, X-Z-Y treatment and

washing, binding antifluorescein-AP to e.g. AED-trapped mismatches and washing,
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and finally chemiluminescent detection of mismatches are performed on the
magnetic microsphere format.

Alternatively, to recover the DNA from magnetic microspheres and isolate
the X-Z-Y, e.g. FARP, containing DNA, instead of adding antifluorescein-AP the
immobilized DNA can be recovered by cleaving the disulfide (S-S) bond on the biotin

by mild exposure to a reducing reagent (DTT, 50 mM, ~10 min, 25° C).

To construct primers end-labeled with a cleavable moiety such as biotin,
oligonucleotides containing a terminal aliphatic amine are ordered, and reacted
with e.g. a biotin -S-S- succinimidyl ester (available from Pierce). Reactions of
succinimidyl ester with amino-oligonucleotides and subsequent purification by
reverse C18 column chromatography are standard procedures on which our group
has had prior experience.

Following removal of DNA samples from the magnetic microspheres, the
samples will be applied on e.g. antifluorescein-microplates to isolate e.g., FARP-
containing heteroduplexes which subsequently will be recovered, PCR amplified
and screened on the Clontech DNA hybridization array. Using the above
procedures, base substitution mutations can be isolated via ALBUMS, amplified by
PCR and screened on the DNA array in less than 24 hours. Thus, this technique
results in a standardized procedure with easy access to researchers and clinicians
for cost - effective, large - scale mutation screening of a target sample, such as
cancer samples.

See also U.S. Patent Nos. 5,736,330 and 5,981,180 and the products of
Luminex Corporation (Austin, Texas). Flow cytometry can be used for diverse
applications in hematology, oncology, cell biology, etc. Apart from cultured cells,
beads (also known as ‘microbeads’, ‘microspheres’) tagged with fluorescent probes,
or with biomolecules carrying fluorescent probes, are commonly used. During flow
Cytometry, such fluorescent microbeads are forced to flow down a thin tube and are
individually excited by one or more laser beams. Light emitted from each
microbead is then individually filtered and measured by an attached light detector.
Depending on the signals obtained, individual microbeads can be separated (sorted)
from the rest of the microbead population. Common flow cytometers can collect
individual light signals and sort 10,000-30,000 microbeads per second. As a
result, 108 microbeads can be sorted in less than one hour. Specialized flow
Cytometers can count individual microbeads at much higher rates.
Multiparametric flow cytometry allows each individual microbead to be excited by

several lasers at once, and illumination by each laser produces optical emissions at
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several discrete wavelengths and intensities, depending also on the type and
amount of fluorescently-labeled biomolecules bound to the microbeads. As a
result, passage of each individual microbead through the flow cytometer can result
to emission of a large set (5-7) of signals, which are individually detected and stored
on a computer. The capability of rapidly sorting individual microbeads depending
on the collected parallel optical signals makes flow cytometry a powerful tool for
analyzing numerous genes in a very short period.

When a microbead tagged with a specific gene, is also tagged with a
combination of fluorescent probes it can be used in flow cytometry. The fluorescent
probes with which the beads are tagged can have a variety of different fluorescent
intensities. Consequently, for each bead there is a unique combination of
intensities /fluorescent probes such that, passage of an individual bead through the
flow cytometer uniquely identifies the immobilized gene. Further, if the gene
immobilized on the bead has hybridized to a ‘target DNA’, the hybridization
produces a unique fluorescent signal which may also be detected by the flow
cytometer as the bead passes through. Therefore hybridization in hundreds or
thousands of diverse genes can be rapidly detected, quantified and analyzed by this
procedure.

Microbeads for flow cytometry are commercially available by several
manufacturers (e.g. Polysciences; Molecular Probes). A typical microbead consists
of an approximately spherical polystyrene ‘core’ with a diameter of 0.1-20 pm. The
microbead can be tagged with indicator molecules such as fluorescent probes of
appropriate wavelength, which are either directly bound to the microbead surface,
or bound to a nucleic acid that coats the microbead surface, or fill the ‘interior
volume’ of the microbead. When the microbead passes through the laser beam in a
flow cytometer, an intense fluorescent signal is emitted, which is filtered and
counted with a photomultiplier. Depending on constraints set by the user (e.g.
certain intensity in the observed signal; or a certain combination of emitted
fluorescent wavelengths) microbeads can be sorted into separate containers after
passage through the cytometer laser beam.

Microbeads can readily be tagged with specific DNA fragments. A standard
method to achieve this is to manufacture microbeads with ‘functionalized surfaces’,
e.g. coated with carboxyl- or amino-groups, or with avidin, etc. Such microbeads
are widely available. Binding of a nucleic acid on the functionalized surface is
achieved via end-labeling the nucleic acid, which is then attached to the microbead

surface. For example, if a primary amine is attached to the nucleic acid, then a
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carbodiimide-mediated reaction can attach the nucleic acid to the carboxyl-coated
microbead. If a biotin is attached to the nucleic acid, then this will bind to the
avidin-coated microbead, etc. The single stranded DNA attached to the microbeads
will be called hereafter ‘control DNA’.

When microbeads coated with control DNA are mixed and allowed to
hybridize with single stranded ‘target DNA’ which is to be analyzed for gene
expression, polymorphisms or mutations, hybridization will take place if a
sequence complementary to the control DNA sequence exists. Hybridization should
preferably be under conditions of at least moderate stringency, more preferably
high stringency. These conditions can be obtained by varying salts, temperature,
etc. and are well known in the art. See e.g., Sambrook, et al, Molecular Cloning
Second Edition. The unhybridized DNA can then be removed from the solution, e.g.
via centrifugation, if desired. (This is not an absolute requirement since flow
cytometry will only count fluorescnce bound to the microbeads and not in solution).
Such hybridization of DNA in microbead-format is well known to those experienced
in the art, (e.g. to isolate mRNA, poly-dT-coated microbeads are used). To detect
signals from microbeads containing hybridized double stranded sequences the
target DNA can be pre-labeled with a fluorescent probe. Accordingly, fluorescent
signals from microbeads with control DNA hybridized to target DNA can be readily
detected via flow cytometry.

In one embodiment, beads can also be labeled with a ‘cocktail’ of fluorescent
probes, each fluorescent probe having a specific emission intensity (Such probes
are often used for calibration purposes). Multiparametric flow cytometry, which is
a common application, can simultaneously acquire signals from all fluorescent
probes bound to the beads and measure their intensity.

For example, a flow cytometer can monitor simultaneously 6 fluorescent
emission wavelengths (e.g. by using 3 excitation lasers with two different filters
each). The bead can be labeled with, for example, fluorescent probes 1-5 chosen
so that they have either distinct excitation or distinct emission wavelengths, with
minimal overlap regions. Different amounts of each fluorescent probe can be
incorporated on the bead, so that at least 20 distinct fluorescent intensities can
result per probe (see, for example Figure 14, where beads labeled with 5 different
fluorescent intensities of fluorescein are depicted.

Accordingly, in this example there are up to 3,200,000 combinations of
beads that can be constructed, each one different from the others, which upon

passage through a flow cytometer would give a unique optical signature. (In
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practice one will not need to use so many combinations, as there are only about
70,000 human genes most of which may not need to bé counted in a particular
application. A typical application may utilize 1,000 human genes, represented by
1,000 - 20,000 different beads, each bead containing a different section of a gene).

If each bead is tagged with a different gene, or gene fragment, any desired
number of genes can be analyzed in a single experiment, via flow cytometry.
Assume also, that the ‘target DNA’ which is hybridized to the beads of known
optical signature tagged with ‘control DNA’is tagged with a 6th fluorescent probe,
which gives a unique signal, clearly distinguishable from signals by probes 1-5.
Upon passage through a multiparametric flow cytometer, each bead would yield (a)
its optical signature by monitoring the intensity of emissions from probes 1-5, and
thereby the identity of the control gene bound to the bead; and (b) the intensity of
emission from probe 6 which would determine if, and to what extent the target DNA
has hybridized to the control gene.

The flow cytometer used preferably has the ability to detect ‘rare events’.
Each B.U.S. will only rarely emit its unique optical signal since other beads will be
counted most of the time. If 10,000 distinct B.U.S. are included in an aliquot,
representing 1,000 human genes, the flow cytometer must be able to detect and
discriminate 1 in 104 beads, without ‘noise’. This is well within the capabilities of
common flow cytometers, which can typically discriminate 1 in 105 events.

In some embodiments, enhanced software and computer storage space may
be needed to record each event separately and store it in an appropriate ‘bar
histogram’ (each bar representing a unique gene). Such software currently exists
for applications that deal with a limited number of uniquely labeled beads/cells.
The current inventioh requires that the software handles thousands of different
parameters, following the optical detection of unique signatures from a total of 107
to 108 beads. Extension of the current software and disk storage space to satisfy
the demands of the current application can readily be accomplished.

Several control genes and beads can be included in the flow-cytometric
determination, in order to ensure that the method performs optimally.

The above method can be adapted for the detection of SNPs and mutations.
In this approach, an intermediate step is used to isolate and purify only those DNA
fragments that contain SNPs or mutations. This process can be carried out with
the compounds and methodologies detailed herein.

Following isolation of those cDNA fragments (typically 50-200 base pair long
fragments) that contain SNPs or mutations, the target DNA is hybridized to control
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