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Titel:_Fremgangsmader til detektion af DNA, som stammer fra forskellige indivi-

der.

Opfindelsens baggrund

Tilstedevesrelsen af DNA, som stammer fra forskellige individer, i veevsvaesker
er et velkendt biologisk fesnomen i mange kliniske og biologiske scenarier.
F.eks. vil transplantationsmodtagerens hamopoietiske system efterfalgende
knoglemarvstransplantation besta af forskellige sterrelsesandele af donorens
og modtagerens celler. Konstateringen af maengden af donor- eller modtager-
celler er blevet udfert ved detektion af genetiske forskelle mellem donoren og
modtageren, herunder ken (Mangioni et al., Bone Marrow Transplant 20; 969 —
73, 1997), og DNA-polymorfismer (Roux et al., Blood 79: 2775 — 83, 1992).
Konsekvensen af denne fremgangsmade er, at hvis den analyserede region ik-
ke baerer en genetisk forskel mellem donoren og modtageren, da vil analyse

ved hjeelp af den for gjeblikket veerende fremgangsméde ikke vaere mulig.

| et andet eksempel er detektion af fgtalt DNA i maternelt plasma og serum un-
der graviditet tidligere blevet vist (Lo et al., Lancet 350 (8076): 485 — 7, 1997).
Denne teknologi har vist, at fatalt DNA, som er isoleret fra maternelt plasma og
serum, kan anvendes til ikke-invasiv, praenatal diagnose (Lo et al., N. Eng. J.
Med. 339 (24): 1734 — 8, 1998; Faas et al., Lancet 352 (9135). 1196, 1998,
Amicucci et al., Clin. Chem. 46 (2): 301, 2000; Chen et al., Prenat. Diagn. 20
(4): 355 -7, 2000; Saito et al., Lancet 356: 1170, 2000). Den kliniske anvendel-
se af dette fasnhomen har vaeret hjulpet af de relativt hgje absolutte og relative
koncentrationer af sadant cirkulerende fgtalt DNA i maternelt plasma og serum
(Lo et al., Am. J. Hum. Genet. 62: 768 — 775, 1998). Ved anvende!se af denne
fremgangsmade er der blevet opnaet non-invasiv, prenatal detektion af en
razkke tilstande, herunder fetal rhesus D-status (Lo et al., New Eng. J. Med.
339: 1734 - 1738, 1998), myotonisk dystrofi (Amicucci et al., Clin. Chem. 46:
301 - 302, 2000), achondroplasi (Saito et al., Lancet 356: 1170, 2000) og visse
kromosomale translokationer {Chen et al., Prenat. Diag. 20: 335 — 357, 2000;
Chen et al., Clin. Chem. 47: 837 — 939, 2001). Ved alle disse for gjeblikket ves-
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rende fremgangsmader har man anvendt detektionen af DNA-sekvenser, der er
nedarvet fra faderen, og som er genetisk skelnelige fra dem fra moderen (Bian-
chi, Am. J. Hum. Genet. 62 (4). 763, 1998). Neermere betegnet har det veaeret
antaget, at detektionen af DNA, som fosteret har nedarvet fra moderen i mater-
nelt plasma eller serum, er umuligt. Lignende begraensninger er ogsa blevet be-
skrevet for detektion af fetale, kerneholdige celler, som er iscleret fra den cellu-
lere fraktion af maternelt blod (Lo et al., Ann. N.Y. Acad. Sci. 731: 204, 1994).

Andre har detekteret afvigende methyleret DNA fra cancerpatienter. Dette er
blevet rapporteret for patienter med en raskke forskellige cancere, herunder
lunge- (Esteller et al., Cancer Res. 59 (1): 67, 1999) og levercancer (Wong et
al., Cancer Res. 59 (1): 71, 1999).

For nylig er der blevet fokuseret meget interesse pa epigeniske faeanomeners bi-
olegi, nemlig processer, som forandrer faenotypen, men som ikke er associeret
med andringer | DNA-sekvensen (Wolffe, Science 286: 481 — 486, 1999). En af
de bedst karakteriserede epigeniske processer er DNA-methylering (Wolffe et
al., Curr. Biol. 10: R463 — R465, 1999). En fremgangsmade til skelnen af DNA-
typer, som stammer fra forskellige individer, i biologiske vassker, hvor der an-
vendes epigenetiske, snarere end genetiske, forskelle mellem DNA-arterne,
ville veere af meget hgj vaerdi. F.eks. ville den epigenetiske detektion af fatalt
DNA i en maternel prave tilvejebringe et betydeligt fremskridt ved at muliggere

yderligere screenings- og diagnostiske metoder.

Resumé af opfindelsen

| et farste aspekt angar den foreliggende opfindelse fremgangsmader til diffe-
rentiering af DNA-typer, som stammer fra forskellige individer, i en biologisk
prave. | foretrukne udferelsesformer anvendes fremgangsmaderne ifaige den
foreliggende opfindelse til at differentiere eller detektere fatalt DNA i en mater-
nel prave, eller at differentiere DNA fra en organdonor fra DNA fra en organ-

modtager.
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Fagfolk vil erkende, at den biologiske prave, som opnas fra et individ, kan tages
fra en hvilken som helst vaeske- eller cellepreve, ved foretrukne udfgrelsesfor-
mer er legemsvaesken dog plasma eller serum. | foretrukne udfarelsesformer
skelnes DNA-typerne ved at observere epigenetiske forskelle i DNA-typerne,
sasom forskelle i DNA-methylering. F.eks. kan den epigenetiske markar i situa-
tioner, hvor én DNA-type kommer fra en mand, og &n DNA-type kommer fra en
kvinde, vaere det inaktiverede X-kromosom fra kvinden. | saddanne udfarelses-
former kan der anvendes methylerede DNA-sekvenser pa det inaktiverede X-
kromosom til at detektere DNA, som stammer fra kvinden. | visse udfgrelses-
former kan de epigenetiske forskelle analyseres inden i celler. Derudover kan
de epigenetiske forskelle i visse udfarelsesformer analyseres ved anvendelse af
in sifu-methylerings-specifik polymerasekadereaktion. Derudover kan de epi-
genetiske forskelle anvendes til at sortere eller isolere celler fra de respektive
individer eller til at oprense DNA fra de respektive individer. Fremgangsmader-
ne ifglge den foreliggende opfindelse kan udferes med eller uden maling af
koncentrationerne af DNA-typer; i foretrukne udferelsesformer males dog kon-
centrationerne af DNA-typer med de respektive epigenetiske forskelle. Sadan
maling af koncentrationer medferer maling af de respektive DNA-
methyleringsforskelle i udferelsesformer, hvor DNA-methyleringsforskelle er
den epigenetiske marker. | seerligt foretrukne udferelsesformer szettes der na-
triumbisulfit til den biologiske prove eller til DNA-typer direkte for at detektere
DNA-methyleringsforskellene. | andre udfgrelsesformer kan en methylerings-
specifik polymerasekasdereaktion, som er velkendt af fagfolk, dog anvendes til
at detektere DNA-methyleringsforskellene. | endnu andre udfarelsesformer kan
der anvendes DNA-sekventering eller primerforlaengelse til at detektere methy-

leringsforskellene.

| et andet aspekt angar opfindelsen fremgangsmader til detektion af anormalite-
ter i et foster ved at detektere fetalt DNA i en biologisk preve, som er opnaet fra
en moder. Fremgangsmaderne ifalge den foreliggende opfindelse tilvejebringer
detektion af fgtalt DNA i en maternel prgve ved at skelne det fatale DNA fra det
maternelle DNA pa basis af epigenetiske markgrer, sdsom forskelle i DNA-

methylering. Ved at anvende sadanne fremgangsmader kan fetalt DNA, som er
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preediktivt for genetisk unormale eller genetisk baserede sygdomme, identifice-
res, for derved at tilvejebringe fremgangsmader til praznatal diagnose. Disse
fremgangsmader er anvendelige ved en hvilken som helst og alle graviditets-
associerede tilstande, for hvilken methyleringsaendringer, som er associeret
med en sygdomstilstand, identificeres. Eksempler pa sygdomme, som kan di-
agnosticeres, omfatter f.eks. praeeklampsi, en kromosomal aneuploidisering,
herunder, men ikke begraenset til, trisomi 21, Prader-Willi's syndrom og Angel-

man's syndrom.

Som ved de bredere differentieringsfremgangsmader ifalge det farste aspekt af
opfindelsen er den biologiske preve, som er opndet fra moderen, fortrinsvist
plasma eller serum. Differentieringen mellem maternelt og fatalt DNA kan udfe-
res med eller uden kvantificering af koncentrationen af fgtalt DNA i materielt
plasma eller serum. | udfgrelsesformer, hvor det fatale DNA kvantificeres, kan
den malte koncentration anvendes til at forudsige, overvage eller diagnosticere
eller prognosticere en graviditets-associeret lidelse. | foretrukne udfarelsesfor-
mer er den givne foster-afledte, epigenetiske marker associeret med en fatal li-
delse, og i nogle udfarelsesformer anvendes der et epigenetisk kendetegn i fe-
tale celler i placenta som en foster-specifik marker i maternelt plasma eller se-

mum.

| et tredje aspekt angar den foreliggende opfindelse fremgangsmader til at skel-
ne DNA-typer, som stammer fra en organdonor, fra dem fra en organmodtager.
Som ved de bredere differentieringsfremgangsmader ifglge det forste aspekt af
opfindelsen er den opnaede, biologiske preve fortrinsvist plasma eller serum.
Differentieringen mellem DNA fra organdonoren og organmodtageren eller en
mulig organdonor og mulig organmodtager kan udfares med eller uden kvantifi-
cering af DNA-koncentrationen i den biologiske prove. Denne udfarelsesform er
szerlig nyttig i tilfeelde, hvor transplantationen er en knoglemarvstransplantation.
Sadanne malinger kan anvendes til at forudsige den kliniske progression af

transplantationsmodtageren, isaer hvad angar organafstedning.
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| et flerde aspekt angar den foreliggende opfindelse kits til differentiering af
DNA-typer, som stammer fra forskellige individer, i en biologisk prave. Sadanne
kits er nyttige, f.eks. til differentiering eller detektion af tilstedevaerelsen af fetalt
DNA i en maternel, biologisk preve eller til differentiering af DNA fra en organ-
donor eller potentiel organdonor fra det fra en organmodtager eller potentie! or-
ganmodtager. Kit'ene falge den foreliggende opfindelse omfatter ét eller flere
reagenser til bestemmelse af det maternelle DNA's methyleringsstatus, sdsom
natriumbisulfit, samt ét eller flere reagenser til detektion af tilstedeveerelsen af
DNA, sdsom en gel. Derudover kan sadanne kits omfatte ét eller flere reagen-
ser til amplificering af ma&ngden af DNA, som er til stede i praven, sdsom ét el-
ler flere reagenser til udfgrelse af polymerasekedereaktionsamplificering. Sa-
danne reagenser er velkendte af fagfolk. Derudover kan sadanne kits omfatte ét
eller flere apparater til opnaelse af en maternel DNA-prgve. Saddanne apparater
er velkendte af fagfolk. Iszer kan kit'ene ifgige den foreliggende opfindelse an-
vendes til diagnosticering af en sygdom, som kun eller delvist skyldes en gene-
tisk anomali, sdsom en mutation, substitution eller deletion i hele eller en del af
en DNA-sekvens, som er til stede i et foster. Eksempler pd sygdomme, som kan
diagnosticeres, omfatter f.eks. praeeklampsi, en kromosomal aneuploidisering,
herunder, men ikke begraenset til, trisomi 21, Prader-Willi's syndrom og Angel-

man's syndrom.

Kort beskrivelse af tegningerne

Figur 1 viser resultaterne af et assay til detektion af methylerede og umethyle-
rede DNA-sekvenser fra det androgene receptorgen. | alt blev der rekrutteret 6
mandlige og 11 raske kvindelige individer. Af alle de mandlige kontrolindivider
blev der kun detekteret det umethylerede androgenreceptorgen i disse prover,
som det var forventet (fig. 1A). | modsaetning hertil blev der observeret bade
umethylerede og methylerede androgenreceptorgen DNA-sekvenser i de kvin-
delige kontrolindivider (fig. 1A). Detektionsraterne af methylerede og umethyle-
rede androgenreceptorgener i disse kvindelige individer var henholdsvis 100 %
og 82 %. Nar DNA-praverne ikke blev analyseret i assayet, blev der ikke detek-

teret noget positivt signal (fig. 1A). Interessant nok blev der observeret positive
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signaler for bade methylerede og umethylerede DNA-sekvenser i alle knogle-
marvstransplantationsmodtagere med kvindelige donorer, hvilket indikerer, at

celler fra kvindelige donorer forefindes i mandlige modtageres blodkredslab.

Figur 2 tilvejebringer en skematisk afbildning af den differentielt methylerede
region (DMR) i den humane IGF2-H19-region. De to gentagelser pa 450 bp (A1
og A2) og syv gentagelsesenheder (B1 — B7) pa 400 bp er vist. De mulige
methyleringssteder pd den gverste DNA-streng af den undersegte region er re-
praesenteret af abne cirkler. Det undersegte enkeltnucleotidpolymorfisme-
(SNP) -sted (A/G) er angivet med et &bent kvadrat. Abne pile repraesenterer lo-
kaliseringen af de fremadrettede (for) og reverse (rev) primere i PCR-reaktioner,
som er specifikke for henholdsvis de methylerede (M) og umethylerede (U) alle-
ler. Sekvenseme af disse MSP-primere er vist. Sekvensforskellene mellem bi-
sulfit-behandlet DNA og ubehandlet DNA er fremhaevet med fede typer i kursiv,
og sekvensforskelle mellem methyleret (paternelt-nedarvet) og umethyleret

(maternelt-nedarvet) DNA er angivet i fede typer med understregning.

Figur 3 viser detektion af methyleret (parternelt-nedarvet) DNA i 3. trimester (a)
og 2. trimester (b) maternelt plasma. DNA-sekvenser af methylerede alleler i
maternelle fibrinlags- (felt 1), fetale fibrinlags- eller fostervands- (felt 2), prana-
tale, maternelle plasma- (felt 3) og postnatale, maternelle plasma- (felt 4)
-prever er vist. Tilstedevaerelsen af methyleret, fotalt DNA i den praenatale, ma-
ternelle plasmaprave er angivet med *. Polymorfisme- (SNP) —stedet er vist

med rgde bogstaver.

Figur 4 viser detektion af umethyleret (matemelt-nedarvet), fotalt DNA i mater-
nelt plasma. (a} Umethylerede DNA-sekvenser blev detekteret i maternelt fibrin-
lag (felt 1} og i en materne! preve fra tredje trimester (feft 2) ved anvendelse af
direkte sekventering. Tilstedeveerelsen af umethyleret, fatalt DNA i maternelt
plasma er angivet med *. (b) Umethyleret, fgtalt DNA (pil) blev detekteret i to
maternelle plasmaprever fra tredje trimester ved anvendelse af primerforlzen-
gelsesassayet. (¢) Umethyleret, fatalt DNA (pil) blev detekteret i en matemel

plasmaprgve fra andet trimester ved anvendelse af primerforlaengelsesassayet.
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Produkter fra kontrolreaktionerne, som kun viser primer, umethyleret G-allel el-
ler umethyleret A-allel er vist. Reaktionsprodukternes starrelse (nt) er vist i bun-

den e, ubenyltet primer; o, detekteret allel.

Beskrivelse af de specifikke udferelsesformer

| et forste aspekt angar den foreliggende opfindelse fremgangsmader til diffe-
rentiering af DNA-typer, som stammer fra forskellige individer, i en biologisk
preve. | foretrukne udferelsesformer anvendes fremgangsmaderne ifglge den
foreliggende opfindelse til at differentiere eller detektere fatalt DNA i en mater-
nel prave, eller at differentiere DNA fra en organdonor fra DNA fra en organ-

modtager.

Fagfolk vil erkende, at den biologiske prave, som opnas fra et individ, kan tages
fra en hvilken som helst veeske- eller cellepreve, ved foretrukne udferelsesfor-
mer er legemsvaesken dog plasma eller serum. | foretrukne udfgrelsesformer
skelnes DNA-typerne ved at observere epigenetiske forskelle i DNA-typerne,
sasom forskelle i DNA-methylering. F.eks. kan den epigenetiske marker i situa-
tioner, hvor én DNA-type kommer fra en mand, og én DNA-type kommer fra en
kvinde, veere det inaktiverede X-kromosom fra kvinden. | saddanne udferelses-
former kan der anvendes methylerede DNA-sekvenser pa det inaktiverede X-
kromosom il at detektere DNA, som stammer fra kvinden. | visse udferelses-
former kan de epigenetiske forskelle analyseres inden i celler. Derudover kan
de epigenetiske forskelle i visse udferelsesformer analyseres ved anvendelse af
in situ-methylerings-specifik polymerasekaedereaktion. Derudover kan de epi-
genetiske forskelle anvendes til at sortere eller isolere celler fra de respektive
individer eller til at oprense DNA fra de respektive individer. Fremgangsmader-
ne ifolge den foreliggende opfindelse kan udfgres med eller uden maéling af
koncentrationerne af DNA-typer; i foretrukne udfgrelsesformer males dog kon-
centrationerne af DNA-typer med de respektive epigenetiske forskelle. Sadan
maling af koncentrationer medferer maéling af de respektive DNA-
methyleringsforskelle i udfarelsesformer, hvor DNA-methyleringsforskelle er

den epigenetiske markgr. | szeriigt foretrukne udfgrelsesformer seettes der na-
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triumbisulfit til den biologiske preve eller til DNA-typer direkte for at detektere
DNA-methyleringsforskellene. | andre udfgrelsesformer kan en methylerings-
specifik polymerasekaadereaktion, som er velkendt af fagfoik, dog anvendes til
at detektere DNA-methyleringsforskellene. | endnu andre udfgrelsesformer kan
der anvendes DNA-sekventering eller primerforlaengelse til at detektere methy-

leringsforskellene.

Som anvendt heri har betegnelsen "biologisk preve" til hensigt at omfatte en
hvilken som helst vaaskeformig eller cellulzer prgve eller blanding deraf, som er
opnéet fra en levende organisme. Neermere betegnet omfatter betegnelsen

vaevsbiopsi-, serum-, plasma- eller fostervandsprever.

Som anvendt heri har betegnelsen "epigenetisk forskel" til hensigt at omfatte en
hvilken som helst anden molekyleer eller strukturel forskel end den primeere

nucleotidsekvens. F.eks. kan dette omfatte forskelle i methylering.

Som anvendt heri har betegnelsen "DNA" til hensigt at omfatte en hvilken som
helst sekvens pa mere end ét nucleotid, sasom polynucleotider, genfragmenter

og komplette gensekvenser.

Som anvendt heri anvendes betegnelsen "methyleringsspecifik PCR" til at be-
skrive en fremgangsmade, hvorved DNA behandles med natriumbisulfit og der-
efter gares til genstand for PCR-amplificering. Denne teknik er baseret pa det
princip, at behandling af DNA med bisulfit resulterer i omdannelse af umethyle-
rede cytosin-rester til uracil. Pa den anden side forbliver methylerede cytosin-
rester usendrede. DNA-sekvenserne i methylerede og umethylerede genomre-
gioner er saledes efterfelgende bisulfitomdannelse forskellige og skelnelige ved

hjaelp af sekvensspecifikke PCR-primere.

lfalge den foreliggende opfindelse anvendes faenomenet genomaftryk til at
overvinde begraensningerne fra den kendte teknik. Ved genomt aftryk modifice-
res DNA-sekvenser biokemisk uden at forandres i DNA-sekvens. Hvis denne

proces resulterer i differentiel modifikation af det fetale og det maternelle DNA,
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da kan denne forskel udnyttes til at skelne fgtalt fra maternelt DNA i maternelt
plasma og serum. Dette feenomen kan ogsa anvendes til skelnen af fotale celler
fra maternelle celler i den cellulaere fraktion fra maternelt biod. Derudover kan
princippet ogsa anvendes til at detektere maternelle celler eller DNA, som er
gaet ind i fosteret/babyens legeme (Lo et al., Blood 88 (11): 4390 - 5, 1996; Lo
et al., Clin. Chem. 46 (9): 1301 — 9, 2000; Maloney et al., J. Clin. Invest. 104 (1):
41 — 7, 1998. Dette faenomen kan ogsa anvendes i mange andre kliniske sce-
narier, hvor celler eller DNA-sekvenser viser sig at veere til stede inden i et indi-
vids legeme, sasom efterfalgende knoglemarvstransplantation (Lo et al., Br. J.
Haematol. 89 (3). 945 — 9, 1995} eller transplantation af solide organer (Starzl
et al., Curr. Opin. Nephrol. Hypertens. 6 (3): 292 — 8, 1997; Lo et al., Lancet 351
(9112): 1329 — 30, 1998; Zhang, Clin. Chem. 45 (10): 1741 - 6, 1999).

Den foreliggende opfindelse muligger udvikling af en kens-uafhaengig og poly-
morfisme-uafhaengig marker for fetalt DNA i maternelt plasma/serum. Til udvik-
ling af en kans-uafhaengig og polymorfisme-uathaengig, fetal marker kan man
anvende DNA-sekvenser, som fortrinsvist og specifikt methyleres i trofoblaster
(Ohgane et al., Dev. Genet. 22 (2): 132 — 40, 1998). Dette overvinder de for
gjeblikket vaerende begraensninger, som kun let kan detektere tilstedevaerelsen
af DNA fra en mandligt foster i moderens plasma/serum (ved anvendelse af Y-
kromosomet som mal) (Lo et al., Am. J. Hum. Genet, 62 (4): 768, 1998). Den
tilvejebringer detektionsmetoder, som er forskellige fra at vaere afhaengig af se-
kvens-forskelle i fotalt og maternelt DNA til udfarelse af en sadan skelnen
(Tang et al., Clin. Chem. 45 (11): 2033 - 5, 1999; Pertl et al., Hum. Genet. 106:
45 — 49, 2000).

Udviklingen af molekyleere detekticnsmetoder, sasom PCR, har tilvejebragt
mange kraftfulde vaerktgjer til overvagningen af kimaerisme efterfalgende knog-
lemarvstransplantation (BMT). En af de mest bredt anvendte PCR-baserede
tests til detektion af post-BMT-kimaerismer i kens-fejlparringstilfeelde er PCR for
sekvenser pa Y-kromosomet (Lo et al., Br. J. Haematol. 89: 645 — 9, 1995).
Denne strategis begraensning er, at den kun kan anvendes i tilfaelde, hvor dono-

ren er mandlig, og modtageren er kvindelig. Ifelge den foreliggende opfindelse
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tilvejebringes der et system, som kan anvendes i situationer, hvor donoren er
kvindelig, og modtageren er mandlig. Det faktum, at feenormenet lyonisering kun
forefindes i individer af hunkan, kan udnyttes til at udvikle en hunkensspecifik
marker. Ved dette faenomen deaktiveres det ene af de to X-kromosomer i et in-
divid af hunken tilfseldigt med forekomst af ved methylering inaktiverede gener.
Dette muligger et assay til detektion af hunkens-DNA ved et overskud af han-
kens-DNA, hvilket kan anvendes tii BMT med hunkgnsdonorer og hankgns-

modtagere.

| et andet aspekt angar opfindelsen fremgangsmé_dér til detektion af anormalite-
ter i et foster ved at detektere fratalf DNA i en biologisk preve, som er opnaet fra
en moder. Fremgangsméaderne ifgige den foreliggende opfindelse tilvejebringer
detektion af fgtalt DNA i en maternel prave ved at skelne det fgtale DNA fra det
maternelle DNA pa basis af epigenetiske markarer, sadsom forskelle i DNA-
methylering. Ved at anvende sadanne fremgangsmader kan fatalt DNA, som er
praediktivt for genetisk unomale eller genetisk baserede sygdomme, identifice-
res, for derved at tilvejebringe fremgangsmader til praenatal diagnose. Disse
fremgangsmader er anvendelige ved en hvilken som helst og alle graviditets-
associerede tilstande, for hvilken der identificeres methyleringsaendringer, som
er associeret med en sygdomstilstand. Eksempler p& sygdomme, som kan di-
agnosticeres, omfatter f.eks. prazeklampsi, en kromosomal aneuploidisering,
herunder, men ikke begranset til, trisomi 21, Prader-Willi's syndrom og Angel-

man's syndrom.

Som ved de bredere differentieringsfremgangsmader ifolge det farste aspekt af
opfindelsen er den biologiske prove, som er opndet fra moderen, fortrinsvist
plasma eller serum. Differentieringen mellem maternelt og fatalt DNA kan udfe-
res med eller uden kvantificering af koncentrationen af fetalt DNA i materielt
plasma eller serum. | udfarelsesformer, hvor det fatale DNA kvantificeres, kan
den malte koncentration anvendes til at forudsige, overvage eller diagnosticere
eller prognosticere en graviditets-associeret lidelse. | foretrukne udfarelsesfor-
mer er den givne foster-afledte, epigenetiske markar associeret med en fatal li-

delse, og i nogle udferelsesformer anvendes der et epigenetisk kendetegn i fa-
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tale celler i placenta som en foster-specifik markar i maternelt plasma eller se-

rum.

Ifelge den foreliggende opfindelse anvendes der differentielt methylerede, fatale
DNA-sekvenser, som ikke behaver at veere skelnelige, hvad angdr DNA-
sekvens fra maternelt DNA, som markarer for noninvasiv, preenatal diagnose.
Denne hidtil ukendte fremgangsméade kan omdanne foster-moder-par, som ikke
er informative ved den traditionelle fremgangsmade, til at veere informative for
prenatal diagnose. Den foreliggende opfindelse tilvejebringer saledes en plat-

form, pa hvilken en ny generation af noninvasive, praenatale tests kan bygges.

Fremgangsmaderne ifelge den foreliggende opfindelse er baseret pa detektio-
nen af differentielt methyleret DNA af fgtal oprindelse i gravide kvinders plasma
eller serum. Differentielt methylerede DNA-sekvenser, som kan indeholde en-
keltnucleotid-polymorfisme, detekteres fortrinsvist ved methylerings-specifik po-
lymerasekaadereaktion (PCR); men i princippet kan en hvilken som helst detek-
tionsmetode til differentielt methyleret DNA anvendes. Denne fremgangsmade
muligger anvendelsen af traditionelle, uinformative, fatale DNA-markarer til

preenatal diagnose.

Ifelge den foreliggende opfindelse muliggeres detektion eller forudsigelse af til-
stedevasreisen af en hvilken som helst lidelse i fosteret eller moderen, som er
associeret med en andring 1 en DNA-sekvens' methyleringsstatus. Eksempler
omfatter imprintingslidelser, sasom Prader-Willi's syndrom (Kubota et al., Nat.
Genet. 16 (1): 16 — 7, 1997). Ifglge den foreliggende opfindelse tilvejebringes
der en ny type test til prezeklampsi, som har vaeret foreslaet at vaere en imprin-
tingslidelse (Graves, Reprod. Fertil. Dev. 10 (1): 23 - 9, 1998). Ifelge den fore-
liggende opfindelse tilvejebringes der yderligere en ny type test til kromosomal
aneuploidisering, herunder Down's syndrom (trisomi 21), som kan veere associ-
eret med methyleringsaendringer (Yu et al., PNAS USA 94 (13). 6862 - 7,
1997).
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Den foreliggende opfindelse angar anvendelse af DNA-methyleringsforskelle
mellem moderen og fosteret, for derved at overvinde begraensningerne fra den

kendte teknik | detektion af fatalt DNA i maternelt plasma.

| et tredje aspekt angar den foreliggende opfindelse fremgangsmader til at skel-
ne DNA-typer, som stammer fra en organdonor, fra dem fra en organmodtager.
Som ved de bredere differentieringsfremgangsmader ifglge det farste aspekt af
opfindelsen er den opnaede, biologiske prave fortrinsvist plasma eller serum.
Differentieringen mellem DNA fra organdonoren og organmodtageren eller en
mulig organdonor og mulig organmodtager kan udfares med eller uden kvantifi-
cering af DNA-kbncentrationen i den biologiske prave. Denne udferelsesform er
saerlig nyttig i tiffaelde, hvor transplantationen er en knoglemarvstransplantation.
Sadanne malinger kan anvendes til at forudsige den kliniske progression af

transplantationsmodtageren, iszer hvad angar organafstadning.

| et flerde aspekt angar den foreliggende opfindelse kits til differentiering af
DNA-typer, som stammer fra forskellige individer, i en biologisk preve. Sadanne
kits er nyttige, f.eks. til differentiering eller detektion af tilstedevaerelsen af fatalt
DNA i en maternel, biologisk preve eller til differentiering af DNA fra en organ-
donor eller potentiel organdonor fra det fra en organmodtager eller potentiel or-
ganmodtager. Kit'ene ifelge den foreliggende opfindelse omfatter ét eller flere
reagenser til bestemmelse af det maternelle DNA's methyleringsstatus, sasom
natriumbisulfit, samt ét eller flere reagenser til detektion af tilstedeveerelsen af
DNA, sasom en gel. Derudover kan sadanne kits omfatte ét eller flere reagen-
ser til amplificering af maengden af DNA, som er til stede i praven, sasom ét el-
ler flere reagenser til udfgrelse af polymerasekadereaktionsamplificering. Sa-
danne reagenser er velkendte af fagfolk. Derudover kan sadanne kits omfatte ét
eller flere apparater til opnaelse af en maternel DNA-preve. Sadanne apparater
er velkendte af fagfolk. Iszer kan kit'ene ifglge den foreliggende opfindelse an-
vendes til diagnosticering af en sygdom, som kun eller delvist skyldes en gene-
tisk anomali, sdsom en mutation, substitution eller deletion i hele eller en del af
en DNA-sekvens, som er til stede i et foster. Eksempler pa sygdomme, som kan

diagnosticeres, omfatter f.eks. praeeklampsi, en kromosomal aneuploidisering,
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herunder, men ikke begraenset til, trisomi 21, Prader-Willi's syndrom og Angel-

man's syndrom.

Eksempel 1

Detektion af post-knoglemarvstransplantationskimasrisme

Epigenetisk fremgangsmade

Materialer og metoder

Individer og praver

Fire mandlige marvtransplantationsmodtagere, som modtog knoglemarv fra
kvindelige donorer, og 17 normale, raske individer blev rekrutteret ved denne
undersggelse. Fibrinlag (BC) fra alle de rekrutteredes EDTA-blodprever biev
hastet og opbevaret ved -20 °C som beskrevet (Lo et al., Am. J. Hum. Genet.
62: 768 — 75, 1998).

DNA-isolering

Der blev ekstraheret DNA fra BC'et ved anvendelse af et Nucleon DNA Extrac-
tion Kit (Scotlabs) ifglge producentens anbefalinger.

Bisulfit-omdannelse

Der blev udfart bisulfit-modifikation af DNA-praver ved anvendelse af CpGeno-
me DNA Modification Kit (Intergen) som instrueret af producenten. Ved bisulfi-
tomdannelse omdannes umethylerede cytosinrester til uracil, mens methylerede
cytosinrester forbliver uaendrede (Herman et al., PNAS USA 93: 9821 - 6,
1996). Sekvensforskellen mellem methyleret og umethyleret DNA efterfalgende
bisulfitomdannelse skelnes derefter ved anvendelse af forskellige PCR-primere.

Der blev anvendt 1 pg BC-DNA i bisulfit-omdannelses-reaktionen.
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Methyleringsspecifik PCR (MSP)

MSP-assays blev modificeret fra protokollen som beskrevet af Herman et al,,
ovenfor. Primerne M-for (5'-GCGAGCGTAGTATTTTTCGGC-3') og M-rev (5'-
AACCAAATAACCTATAAAACCTCTACG-3') blev designet til den methylerede
sekvens, mens primerne U-for (5-GTTGTGAGTGTAGTATTTTITTGGT-3') og U-
rev (5'-CAAATAACCTATAAAACCTCTACA-3') blev designet til den umethyle-
rede sekvens. Fem pl bisulfit-behandlet DNA blev sat til en PCR-reaktions-
blanding pa 50 pl, der indeholdt 5 pl 10 x TagMan-buffer A (PE Applied Bio-
systems), 2 mM MgCl,, 10 pmol dNTP'er, 20 pmol af hver af de tilsvarende
MSP-primere og 1,25 U AmpliTag Gold DNA-polymerase (PE Applied Bio-
systems). Reaktionsblandingerne blev k@rt gennem en termisk cyklus (methyle-
retallel: 95°C145s,58 °Ci30s, 72 °C i 20 s; umethyleret allel: 95 °C i 45 s,
850 °Ci30s,72°Ci20s)i4b cykler, med et initialt denatureringstrin pa 8 min
ved 85 °C. PCR-produkterne blev derefter anaiyseret ved agarosegelelektrofo-

rese,

Resultater

Dette forseg tilvejebringer et MSP-assay til detektion af methylerede og
umethylerede DNA-sekvenser fra det androgene receptorgen. | ait blev der re-
krutteret 6 raske maend og 11 raske kvinder. Af alle de mandlige kontrolindivider
blev der kun detekteret det umethylerede androgenreceptorgen i disse praver,
som det var forventet (fig. 1A). | modszetning hertil blev der observeret bade
umethylerede og methylerede androgenreceptorgen DNA-sekvenser i de kvin-
delige kontrolindivider (fig. 1A). Detektionsraterne af methylerede og umethyle-
rede androgenreceptorgener i disse kvindelige individer var henholdsvis 100 %
og 82 %. Nar DNA-preverne ikke blev analyseret i assayet, blev der ikke detek-
teret noget positivt signal (fig. 1A). Interessant nok blev der observeret positive
signaler for badde methylerede og umethylerede DNA-sekvenser i alle knogle-
marvstransplantationsmodtagere med kvindelige donorer, hvilket indikerer, at

celler fra kvindelige donorer forefindes i mandlige modtageres blodkredsigb.
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Disse resultater viser for farste gang, at methylerede gener pa det inaktiverede
X-kromosom fra hunkensindivider kan anvendes som en hunkgns-specifik mar-
ker ved forskning i kimeerisme. Dette assay er ogsa anvendeligt til undersggel-
se af andre typer post-transplantationskimasrismer, der medfarer blanding af
hankens- og hunkensceller eller -DNA. Eksempler omfatter celluleer kimaerisme
efterfelgende transplantation af solide organer (Starzl et al., Curr. Opin. Neph-
rol. Hypertens. 6: 292 — 8, 1997), post-transplantationsplasma-DNA-kimaerisme
(Lo et al., Lancet 351: 1329 — 30, 1998) og urinzer DNA-kimaerisme (Zhang et
al., Clin. Chem. 45: 1741 - 6, 1995). Derudover er der ogsa meget interesse for
gjeblikket i passagen af celler og DNA fra moderen ind i fosteret under gravidi-
tet (Lo et al., Blood 88: 4390 — 5, 1996; Maloney et al., J. Clin. Invest. 104: 41 —
7, 1999; Lo et al,, Clin. Chem. 46: 1301 — 9, 2000). De udviklede, epigeniske
markegrer skulle ogsa anvendes ved kimaerisme af maternel oprindelse i aftkom

af hankgn.

Det for gjeblikket vaerende assay kan udvikles til et kvantitativt format ved an-
vendelse af feks. realtids PCR-teknologi (Lo et al., Cancer Res. 59: 3899 -
803, 1999). En sadan udvikling ville muliggare, at vi kunne overvage niveauer-
ne af kimaerisme i en given person. Klinisk kunne et sadant assay have en rolle
ved overvagning af transplantat-acceptans ved BMT. | tilfeelde af urinzer eller
plasma-DNA-kimaerisme kunnet sadant assay ogsa anvendes til overvagning af

transplantatafstadning.

Eksempel 2

Differentiel DNA-methylering mellem foster og moder som en strateqi til detek-

tion af fatalt DNA i maternelt plasma

Neervaerende forseg viser, at ved at anvende en differentielt methyleret region i
det humane IGF2-H19-locus som en epigenetisk marker i maternelt plasma, er
detektion af en allel, som fosteret har nedarvet fra moderen, mulig. Disse resul-
tater udvider de prasnatale, diagnostiske muligheder for fgtalt DNA i maternelt

plasma betragteligt, og ftillader udviklingen af en kens- og polymorfisme-
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uafthaengig, foster-specifik marker i maternelt plasma samt nye strategier til den
pranatale diagncse af imprintingslidelser og visse kromosomale aneuploidise-

ringer.

Materialer og metoder

Individer og praver

Der blev taget praver fra gravide kvinder under informeret samtykke. | alt blev
der til denne undersagelse rekrutteret 21 og 18 kvinder i henholdsvis andet tri-
mester (17. — 21. uge) og tredje trimester (37. — 42. uge) af graviditeten. Ingen
af de rekrutterede individer havde praeeklampsi eller fadsel far terminen, hvad
angar deres nuvaerende graviditet. Der blev udtaget EDTA-maternelt blod og
fostervandsprever fra tilfeldene fra andet trimester, som det er beskrevet tidli-
gere (Lo et al., Am. J. Hum. Genet. 62: 768 — 775, 1998). For tredje trimesters
tilfaeldene udtog vi EDTA-behandlede, maternelle blodpraver ved 2 til 3 h, far-
end normal vaginal fedsel. EDTA-behandlet fosterblod fra navlestrengen blev
cgsa udtaget umiddelbart efter fedslen, som det er beskrevet (Lo et al., Clin.
Chem. 46: 1903 — 1806, 2000). Plasma og fibrinlag fra alle de rekrutterede
blodpraver blev hastet og opbevaret ved -20 °C, som beskrevet (Lo et al., Am.
J. Hum. Genet. 62: 768 — 775, 1998), med undtagelse af, at plasmaprgver blev

recentrifugeret 16.000 x g. Fostervandspraver blev cpbevaret ved 4 °C.

DNA-isolering

Der blev ekstraheret DNA fra plasma- og fostervandspragver ved anvendelse af
et QlAamp Blood Kit (Qiagen). Typisk blev der anvendt 800 pl plasma eller fo-
stervand til DNA-ekstraktion pr. kolonne. Der blev anvendt et elueringsvelumen
pa 50 — 110 pl. Der blev ekstraheret DNA fra fibrinlaget ved anvendelse af et
Nucleon DNA Extraction Kit (Scotlabs) ifalge producentens anbefalinger.
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Genotypebestemmelse af den DMR-polymorfe region

DMR i det humane IGF2-H13-locus indeholder to gentagelsesenheder pa 450
bp og syv gentagelsesenheder pa 400 bp (Nakagawa et al., PNAS USA 98: 591
— 596, 2001) (fig. 2). En A/G-SNP inden i DMR'en Nakagawa et al., ovenfor)
blev udvalgt som en marker i vores undersggelse (fig. 2). Der blev anvendt po-
lymerasekadereaktion (PCR) til at amplificere SNP'en i bade maternelie og fe-
tale DNA-prgver. Der blev designet primere ved anvendelse af sekvensen af
Homo sapiens-H19-genet {Genbank accessionsnummer AF125183). Typisk
blev 2 til 5 pl elueret DNA, der var oprenset fra maternelt fibrinlag, navlestrengs-
fibrinlag eller fostervand sat til 25 il PCR-reaktionsblanding, der indeholdt 2,5 pl
10 x TagMan-buffer A (PE Applied Biosystems), 3 mM MgCl, 6,26 pmol
dNTP'er, 5 pmol primere (fremadrettet: 5-ggACGGAATTGGTTGTAGTT-3"; re-
vers: 5-AGGCAATTGTCAGTTCAGTAA-3) og 0,625 U AmpliTag Gold DNA-
polymerase (PE Applied Biosystems) (95 °C i 8 min efterfulgt af 35 cykler af 95
*Ci1min, 56 °Ci20s, 72 °C i 20 s). For den fremadrettede primer svarede
nucleotiderne i det farstnaevnte tilfeelde til positionerne 7927 til 7944 af H19-
sekvensen (Genbank accessionsnummer AF125183). For den reverse primer
var nucleotiderne komplementaere med positionerne 8308 til 8329 af H19-
sekvensen. PCR-produkterne blev derefter analyseret ved agarosegelelektrofo-

rese og DNA-sekventering.

Bisulfit-omdannelse

Bisulfit-modifikation af DNA-preverne blev udfert ved anvendelse af et CpGe-
nome DNA Modification Kit (Intergen) ifelge producentens instruktioner. Ved bi-
sulfit-omdannelse ville umethylerede cytosinrester blive omdannet til uracil;
mens methylerede cytosinrester ville forblive usendrede {Herman et al., PNAS
USA 93: 9821 - 9826, 1996). Sekvensforskellen mellem methyleret og umethy-
leret DNA efterfelgende bisulfit-omdannelse kunne derefter skelnes ved anven-
delse af forskellige PCR-primere. | almindelighed blev der anvendt 1 pg fibrin-
lags-DNA fra maternelt eller naviestrengsblod, eller 83 pl elueret DNA, som var

oprenset fra maternelt plasma eller fostervand, i en bisulfit-omdannelses-
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reaktion. Bisulfit-behandlet DNA blev derefter elueret i 25 — 50 pl 1 p Tris-
EDTA.

Methylerings-specifik PCR (MSP)

MSP-assays blev modificeret fra protokollen som beskrevet (Herman et al.,
19986). Fem pl bisulfit-behandlet DNA blev sat til en PCR-reaktionsblanding pa
50 ul, som indeholdt 5 pl 10X TagMan-buffer A (PE Applied Biosystems), 2,5
mM MgCl,, 10 pmol dNTP'er, 20 pmol af hver af de tilsvarende MSP-primere
(fig. 2) og 1,25 U AmpliTag Gold DNA-polymerase (PE Applied Biosystems).
Primeme M-for og M-rev (fig. 2) blev designet til den methylerede sekvens,
mens primerne U-for og U-rev (fig. 2) blev designet til den umethylerede se-
kvens. Reaktionsblandingerne blev udsat for en termisk cyklus (methyleret allel:
95°Ci455,55°Ci20s,72°Ci20s; umethyleret allel: 95 °Cid45¢s,49°Ci20
s, 72 °C 120 s) i 50 (fibrinlags- og fostervands-DNA) eller 56 (plasma-DNA) cyk-
ler, med et initialt denatureringstrin pa 8 min ved 95 °C. PCR-produkterne blev
derefter analyseret ved agarosegelelektroforese. Reaktionsprodukterne blev op-
renset ved anvendelse af Microspin S-300 HR-kolonner {(Amersham Pharmacia)

med henblik pa4 DNA-sekventering eller primerforlaengelsesassayet.

DNA-sekventering

De oprensede PCR-produkter blev sekventeret ved anvendelse af et ABI Prism
dRhodamine Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (PE Applied
Biosystems) samt de tilsvarende, fremadrettede primere fra PCR-produkterne.
Sekventeringsprodukterne blev analyseret ved anvendelse af en ABI Prism 310

Genetic Analyser (PE Applied Biosystems).

Primerforlaengelsesassay

To pi af det oprensede MSP-produkt blev sat til 25 yl reaktionsblanding, der in-
deholdt 50 pM ddATP (2'.3"-.dideoxyadenintriphosphat), 50 pM dGTP, 50 uM
dTTP, 0,2 pmol Cys-5-maerket primer (5-GGGTTATTTGGGAATAGGATATTT-
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A-3'), 4 U Thermo Sequenase (Amersham Pharmacia) og 1,43 pl koncentreret
buffer. Reaktionsblandingerne blev udsat for termisk cykling i 40 cykler (90 °C i
30s,51°Ci20s,72°Ci20s). Den Cys-5-maerkede primer havde en lsengde
pa 25 nucleotider (nt), og det polymorfe sted var 2 nt veek fra primerens 3'-
ende. For A-allelen ville inkorporering af ddATP'et pa dette polymorfe sted
frembringe kaedeterminering, hvilket sdledes resulterer i et ekstensionsprodukt
pa 27 nt (dvs. 25 + 2 nt). For G-allelen ville kaedeforlaengelse fortsaette, indtil
den naeste A-rest, som var 5 nt vaek fra primerens 3-ende, hvilket saledes ville
resultere i et ekstensionsprodukt pd 30 nt (dvs. 25 + 5 nt). Reaktionsprodukter-
ne blev udsat for elektroforese ved anvendelse af en denatureringspolyacryla-
midgel pa 14 % og analyseret ved anvendelse af en ALF Express Sequencer
{Amersham Pharmacia). Data blev analyseret ved hjeelp af AlleleLinks-

programmet (Amersham Pharmacia).

Resultater

Genotypebestemmelse af DMR

Niogtredive gravide kvinder blev rekrutteret til denne undersegelse. Der blev
bestemt maternel genotype ved SNP inden for DMR'en (fig. 2) ved direkte se-
kventering af PCR-produkterne fra fibrinlags-DNA. Antallet af gravide kvinder
med hver af de mulige genotyper var 17 (GG, 43,6 %), 16 (AG, 41,0 %) og 6
(AA, 15,4 %).

Detektion af fgtalt DNA i plasma fra kvinder, som var heterozygote for en biallel

polymorfisme

De 16 kvinder, som var heterozygote (dvs. AG) for SNP'en, blev udvalgt til yder-
ligere undersggelse. Da dette er en biallel polymorfisme, ville disse kvinder ikke
vaere at betragte som informative for dette polymorfismelocus for detektion af
fotalt DNA i maternelt plasma baseret pé tidligere kriterier (Lo et al., Ann. N.Y.
Acad. Sci. 731: 204 - 213, 1994; Bianchi, Am. J. Hum. Genet. 62: 763 — 764,

1998). For at vise, at diffentiel methylering i denne genomregion ville gare det
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muligt for os at overvinde denne begransning, blev matemelt DNA behandlet
med bisulfit og amplificeret ved MSP ved anvendelse af de i fig. 2 viste primere.
Pa lignende vis blev fetalt DNA, som var isoleret fra fostervand (prever fra 2.
trimester) eller fibrinlag fra naviestrengsblod (praver fra 3. trimester) gjort til

genstand for PCR og MSP til bestemmelse af fosterallelernes imprintingsstatus.

Blandt de 16 udvalgte tilfeelde var de methylerede (dvs. de paterneft-nedarvede)
alleler fra de 4 3. trimester- og de syv 2. trimester-fotale prover forskellige fra de
respektive madres methylerede alleler (fig. 3 a, b; sammenlign felterne 1 og 2).
For at teste, om denne differentialmethylering mellem foster og moder ville mu-
liggare, at den fetale allel kunne detekteres fra maternelt plasma, blev maternelt
plasma-DNA fra disse tilfzelde gjort til genstand for bisulfit-omdannelse, efter-
fulgt af MSP. Det var interessant, at den paternelt-nedarvede, methylerede, fo-
tale allel kunne detekteres i to 3. trimester- og fire 2. trimester-maternelle plas-
maprever (fig. 3 a, b; felterne 3). For at udelukke den mulighed, at disse obser-
vationer blot skyldtes eksistensen af afvigende methyleret, maternelt DNA i ma-
ternelt plasma, indsamlede vi en postnatal, maternel plasmaprgve (~ 3,5 ar ef-
ter fadslen) fra ét af de positive tilfeelde med henblik pa yderligere undersggel-
se. Vi abserverede ikke den yderligere methylerede allel i denne postnatale
prave (fig. 3a, felt 4), hvilket indikerede, at den yderligere methylerede allel i
maternelt plasma under graviditet var af fgtal oprindelse. Derudover blev der ik-
ke observeret noget positivt signal i plasma fra noninformative tilfeelde (n = 4,
data ikke vist), hvilket saledes yderligere viser specificiteten af dette MSP-
assay. Samlet set indikerer disse data, at anvendelsen af differentiel methyle-
ring mellem moder og foster muligger detektion af fgtalt DNA i matemelt plas-
ma, selv i tilfaelde, som ikke er at betragte som informative med eksisterende

kriterier.

Detektion af fgtalt-afledt maternelt-nedarvet DNA fra maternelt plasma

Derefter testede vi, om anvendelsen af differentiel methylering mellem moder
og foster kunne gere det muligt for os at detekiere en allel, som fosteret har

nedarvet fra moderen. Denne type analyse har tidligere vaeret antaget at vaere
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umulig (Lo et al.,, Ann. N.Y. Acad. Sci. 731: 204 - 213, 1994; Bianchi, Am. J.
Hum. Genet 62: 763 — 764, 1998). Da den maternelt-nedarvede allel var
umethyleret, blev primerne U-for og U-rev (fig. 2} anvendt til at amplificere den
umethylerede allel efterfglgende bisulfit-omdannelse, Blandt de 16 analyserede
tifeelde var tre 3. trimester- og fem 3. trimester, maternelle praver informative. |
disse tilfeelde besad fosteret en umethyleret allel, som var forskellig fra mode-
rens umethylerede allel. Disse resultater indebaerer, at i disse tilfeelde havde
moderen sin oprindelige allel fra hendes far, og derefter passerede den videre
til fosteret. Af disse 8 informative tilfelde blev der kun observeret et svagt posi-
tivt signal i én af 3. trimester-praverne efter direkte sekventering (fig. 4a, sam-

menligning af felt 1 og felt 2).

Vi resonerede, at dette svage signal i dette enkle, positive tilfeelde og lave de-
tektionsrate af den umethylerede, fgtale allel fra maternelt plasma kunne skyl-
des den direkte sekventeringsmetodes lave falsomhed. For at @ge detektionens
felsomhed anvendte vi et mere falsomt primerforleengelsesassay til at detektere
den umethylerede, fatale allel fra MSP-reaktionsprodukterne. Da SNP'en var en
A/G-polymorfisme, blev der anvendt ddATP som reaktionssubstrat i primerfor-
leengelsesassayet. Forlzengede reaktionsprodukter fra A- og G-allelerne havde
henholdsvis en laengde pa 27 og 30 nt. Der var ikke noget fetalt-specifikt reakti-
onsprodukt til stede i tilsvarende, maternelle fibrinlagspraver (fig. 4b, ¢; mater-
nelt BC). Det er bemaerkelsesvaerdigt, at der blev observeret fosterspecifikke
forleengelsesprodukter i to maternelle 3. trimester- (fig. 4b, pil) og én 2. trimester
(fig. 3c, pil) plasmaprave(r), hvilket indikerer tilstedevaerelsen af umethyleret, fa-
talt DNA i maternelt plasma. Som kontroller var ingen af de testede, noninfor-
mative tilfeelde positive i dette assay (n = 5, data ikke vist). Disse resultater viste
for farste gang gennemfarligheden ved at anvende epigenetiske markerer til
detektion af en fetalt-afledt, matemelt-nedarvet DNA-sekvens fra maternelt

plasma.
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Diskussion

Disse resultater viser, at anvendelsen af epigenetiske markarer overvinder de
traditionelle begraensninger ved detektion af fetalt DNA i maternelt plasma. Det
er muligt at detektere en paternel-nedarvet, fatal allel, som er genetisk uskelne-
lig fra en matemel allel, fra moderens plasma ved anvendelse af epigenetiske
forskelle mellem moderen og fosteret. P4 lignende vis er det muligt at detektere
en maternelt-nedarvet, fgtal allel fra maternelt plasma. Denne hidtil ukendte,
epigenetiske fremgangsmade vil derfor udvide det repertoire af lidelser, hvor

der kan anvendes fatalt DNA | maternelt plasma.

Selv ved anvendelse af relativt ufalsomme metoder, sasom direkte sekvente-
ring og primerforlaengelse, viser de foreliggende resuitater, at det er muligt at
detektere differentielt methylerede, fatale DNA-sekvenser fra matermnelt plasma.
Der var en lavere falsomhed ved detektion af umethyleret, fgtalt DNA | mater-
nelt plasma (fig. 4) sammenlignet med det analoge assay for den methylerede
allel (fig. 3). Ved anvendelse af mere felsomme detektionssystemer, sasom al-
lel-specifik PCR (Newton et al., Nucleic Acids Res. 17: 2503 — 2516, 1989) og
realtids, methyleringsspecifik PCR (Lo et al., Cancer Res. §9: 3899 — 3903,
1999; Eads et al., Nucleic Acids Res. 28: E32, 2000), kunne forege plasma-
baseret epigenetisk analyses felsomhed. Udviklingen af methyleringsspecifik,
realtids-PCR er af szerlig interesse, da det dbner op for muligheden at kvantifi-
cere fotal-specifik methylering i maternelt plasma, som allerede er blevet opna-
et for detektion af tumor-DNA i kredslgbet (Kawakami et al., J. Natl. Cancer
Inst. 92: 1805 — 1811, 2000).

Den mulige indfarsel af fgtalt DNA i maternelt plasma som et praenatalt, rutine-
diagnostisk veerktej har rejst spargsmal i relation til behovet for en genetisk
marker for cirkulerende, fatalt DNA (Lo et al.,, Am. J. Hum. Genet. 62: 768 —
775, 1998; Avent et al., Vox Sang 78: 155 — 162, 2000). De fleste forslag til en
sadan markegr har sdledes veeret fokuseret pd anvendelsen af genetisk poly-
morfisme mellem moderen og fosteret (Tang et al., Clin. Chem. 45: 2033 -
2035, 1999; Pertl et al.,, Hum. Genet. 106: 45 — 49, 2000). Den narvasrende
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demonstration af epigenetiske markarers mulighed for fatal DNA-detektion i
maternelt plasma abner op for en ny fremgangsmade til udvikling af en kens-
uafhaengig og polymorfisme-uathaengig, fatal marker i maternelt plasma. En
made, hvor dette kan opnas pa, er at udnytte faenomenet vavsspecifik methyle-
ring (Grunau et al., Hum. Mol. Genet. 9: 2651 — 2663, 2000). Da trofoblasten
har vaeret foresldet at vaere den fremherskende cellepopulation til frigivelse af
fotalt DNA ud i maternelt plasma, muligger belysningen af de trofoblast-
specifikke methyleringsmgnstre udviklingen af en generisk, epigenetisk, fgtal
marker i maternelt plasma. Biclogisk set kan anvendelsen af vaevsspecifikke
methyleringsmarkgrer ogsa muliggere, at man direkte adresserer spargsmalet
til hvilke fatale celletyper, som er ansvarlige for frigivelse af fatalt DNA ud i ma-

ternelt plasma.

Den epigenetiske analyse af maternelt plasma har indlysende anvendelser til
lidelser, som er associeret med genom imprinting, sdsom Prader-Willi's syn-
drom (Pfeiffer, Lancet 356: 1819 — 1820, 2000). Denne strategi kan ogsa have
diagnostisk potentiale for lidelser, sdsom preeeklampsi, hvor imprintede gener
er antaget at spille en rolle (Graves, Reprod. Fertil. Dev. 10: 23 — 29, 1998).

Den mulige anvendelse af fotalt DNA i maternelt plasma til den praenatale de-
tektion af fotale, kromosomale aneuploidiseringer er et emne, som er blevet iv-
rigt diskuteret siden opdagelsen af dette f&anomen (Lo et al., Lancet 350: 485 —
487, 1997, Bianchi, Am. J. Hum. Genet. 62: 763 — 764, 1998). Det fund, at
kvantitative forskelle mellem de cirkulerende, fatale DNA-koncentrationer ved
aneuploide sammenlignet med euploide graviditeter (Lo et al., Clin. Chem. 45:
1747 — 1751, 1999; Zhong et al., Prenat. Diagn. 20: 795 — 798, 2000) muligger
en fremgangsmade til estimering af risikoen for fetalkromosomale aneuploidise-
ringer fra maternelt plasma. Den nyere opdagelse af apoptotiske, fotale celler i
maternelt plasma ("plasma-afledte celler”) (Van Wik et al., Clin. Chem. 46: 729
— 731, 2000) giver endnu en anden fremgangsmade til detektion af aneuploidi-
sering fra maternelt plasma (Poon et al., Lancet 356: 1819 - 1820, 2000). Det
er interessant, at de foreliggende data abner op for endnu en anden mulig

fremgangsmade til detektion af fatalkromosomale aneuploidiseringer. Dette er
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baseret pa den observation, at afvigende DNA-methyleringsmeanstre kan vaere
associeret med kromosomal aneuploidisering (Kuromitsu et al., Mol. Cell Biol.
17: 707 — 712, 1997; Yu et al., PNAS USA 94. 6862 — 6867, 1997). Dermed er
det muligt at udvikle epigenetiske markarer til detektion af sadanne afvigende
methylerede, fotale DNA-sekvenser fra maternelt plasma. Sadanne markarer
tilvejebringer specificitet sammenlignet med en simpel kvantificering af fetalt
DNA i maternelt plasma (Lo et al,, Clin. Chem, 45: 1747 — 1751, 1999; Zhong et
al., Prenat. Diagn. 20: 795 — 798, 2000) og bedre egnethed til storskalaanven-
delse sammenlignet med de fremgangsmader, som er baseret pd "plasma-
afledt celler" (Poon et al., Lancet 356: 1819 — 1820, 2000).

Der kan ogsa anvendes fetale, epigenetiske markerer ved analyse af fatale cel-
ler, som er isoleret fra den celluleere fraktion af maternelt blod. Dette drager for-
del af nyere data, som viser, at methyleringsanalyserne kunne udfgres pa en in
situ-made (Nuovo et al., PNAS USA 96: 12754 — 12759, 1999).

Med den nyere erkendelse af, at fatomaternel-trafik er en bidirektionel proces
(Lo et al., Blood 88: 4390 — 4385, 1996; Maloney et al., J. Clin. Invest. 104; 41 -
47, 1999), kan epigenetiske markarer ogsa anvendes til at undersege cellulzer
og DNA-overfagrsel fra moderen til fosteret. En sadan fremgangsmade kunnen
ogsa have anvendelser ved underspgelse af andre typer kimaerisme, sdsom
heeamopoietisk post-transplantationskimaerisme (Starzl et al., Curr. Opin. Neph-
rol. Hypertens. 6: 292 — 298, 1997) og urinar DNA-kimaerisme (Zhang et al,,
Clin. Chem. 45: 1741 — 1746, 1999).

Med vores agede forstielse af de HT-raekke-baserede teknologier for methyle-
ringsanalyse (Yan et al., Clin. Cancer Res. 6: 1432 — 1438, 2000) forventer vi,
at antallet af anvendelige, fetale, epigeniske markarer vil stige hurtigt over de
naeste fa ar. En sadan udvikling vil tilvejebringe et klinisk relevant felt af fotale,
epigenetiske markgrer, som kan anvendes pa en synergistisk made med tradi-

tionelle genetiske markerer i maternelt plasma.
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Patentkrav

1. Fremgangsmade til at skelne DNA-typer, der stammer fra celler fra forskel-
lige individer, hvor DNA-typerne er til stede i en biologisk preve, som er opnaet
fra ét af individerne, hvitken fremgangsmade omfatter trinene at detektere en

methyleringsforskel mellem DNA-typerne fra de forskellige individer.

2. Fremgangsmade ifelge krav 1, hvorved den biologiske prgve er en vaeske-

formig eller cellulzer prave eller en blanding deraf.

3. Fremgangsmade ifglge krav 1, hvorved den biolog'isk'e prave er plasma el-

ler serum.
4.  Fremgangsmade ifglge krav 1, hvorved den biologiske prave er blod.

5. Fremgangsmade ifglge krav 1, hvorved ét af individerne er en gravid kvin-

de, og det andet individ er et ufadt foster.

6. Fremgangsmade ifglge krav 1, hvorved ét af individerne er en transplanta-

tionsmodtager, og det andet individ er en organdonor.

7. Fremgangsmade ifalge krav 6, hvorved transplantationen er en knogle-

marvstransplantation,

8. Fremgangsmade ifaige krav 1, der yderligere omfatter trinet at male kon-

centrationen af DNA-typen.

9. Fremgangsmade ifglge krav 1, der yderligere omfatter trinet at saette na-
triumbisulfit til den biologiske prave eller til DNA-typen.

10. Fremgangsmade ifglge krav 1, der yderligere omfatter trinet at udfare en

methylerings-specifik polymerasekasdereaktion.



10

15

20

25

30

DK/EP 1421211 T3

30

11. Fremgangsmade ifelge krav 1, der yderligere omfatter trinet at amplificere
DNA-typerne til frembringelse af et PCR-produkt samt sekventering af PCR-
produktet.

12.  Fremgangsmade ifglge krav 1, der yderligere omfatter trinet at udfaere pri-

merforleengelse.

13. Fremgangsmade ifelge krav 5, hvorved den biologiske prove er maternelt

plasma eller serum.

14. Fremgangsmade ifelge krav 13, der yderligere omfatter trinet at méle kon-

centrationen af fgtalt DNA i maternelt plasma eller serum.

15. Fremgangsmade ifelge krav 14, hvorved koncentrationen af det malte, fg-
tale DNA anvendes til at forudsige, overvage eller diagnosticere eller prognosti-

cere en lidelse.

16. Fremgangsmade ifalge krav 5, hvorved methyleringsforskellen er associe-

ret med en fotal eller maternel lidelse.

17. Fremgangsmade ifglge krav 16, hvorved lidelsen er en kromosomal

aneuploidisering.

18. Fremgangsmade ifalge krav 17, hvorved den kromosomale aneuploidise-

ring er trisomi 21 (Down's syndrom).

19. Fremgangsmade ifglge krav 16, hvorved lidelsen veelges fra gruppen, der
bestar af prezeklampsi, en imprintingslidelse, Prader-Willi's syndrom og Angel-

man's syndrom.

20. Fremgangsmade ifalge krav 14, hvorved den i fatale celler detekterede

methyleringsforskel anvendes som en fatus-specifik marker.
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21. Fremgangsmade ifglge krav 6, der yderligere omfatter trinet at male kon-

centrationen af organdonor- og transplantationsmodtager-DNA.

22. Fremgangsmade ifglge krav 21, hvorved koncentrationen af organdonor-
og transplantationsmodtager-DNA anvendes til at forudsige transplantations-

modtagelsens kliniske progression.

23. Fremgangsmaden ifglge krav 1, hvorved ét af individerne er en mand, og

det andet individ er en kvinde.

24. Fremgangsmade ifglge krav 23, hvorved methyleringsforskellen detekte-

res pa et inaktiveret X-kromosom fra kvinden.

25. Fremgangsmade ifglge krav 24, hvorved en methyleret DNA-sekvens pa
det inaktiverede X-kromosom anvendes til at detektere DNA, som stammer fra

kvinden.

26. Fremgangsmade ifglge krav 1, hvorved methyleringsforskellen analyseres

inden i cellerne.

27. Fremgangsmade ifplge krav 26, hvorved methyleringsforskellen analyse-
res ved anvendelse af en in situ-methylerings-specifik polymerasekasdereak-

tion.

28. Fremgangsmade ifglge krav 1, hvorved methyleringsforskellen anvendes
til at sortere eller isclere celler fra individerne eller anvendes til at oprense DNA

fra individerne.

29. Fremgangsmade ifglge krav 5, hvorved methyleringsforskellen detekteres

i fotale celler i placenta.

30. Anvendelse af et kit til af skelne DNA-typer, som stammer fra celler fra

forskellige individer, hvor DNA-typerne er til stede i en biologisk prave, som er
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opnéelig fra ét af individerne, hvilket kit omfatter én eller flere reagenser til fast- '

la=ggelse af en DNA-types methyleringsstatus.

31. Anvendelse ifglge krav 30, hvor reagenset til fastleeggelse af methyle-

ringsstatus er natriumbisulfit.

32. Anvendelse ifalge krav 30, der yderligere omfatter ét eller flere reagenser

til detektion af tilstedevaerelsen af DNA.

33. Anvendelse ifglge krav 30, der yderligere omfatter ét eller flere reagenser

til amplificering af | den biologiske prave tilstedevarende DNA.

34. Anvendelse ifglge krav 30, der yderligere omfatter ét eller flere apparater

til opnaelse af en DNA-prave.
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