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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft die nicht-isotope Quantifizierung von Polynukleotiden, insbesondere
die sequenz-spezifische Erkennung und Quantifizierung mit Hilfe der optischen Affinitats-Sensor-Technologie.

[0002] Es wurde ein Verfahren zur direkten Quantifizierung von Nukleinsauren in klinischen Proben von Cy-
tomegalovirus (CMV), Hepatitis B (HBV), Hepatitis C (HCV) und Immunodeficiency-Virus (HIV) unter Verwen-
dung der verzweigten DNA (bDNA)-Technologie entwickelt (Dewar et al. (1994), J. Infect. Dis. 170, 1172-1179;
US-4 868 105). Das Verfahren, das weitverzweigte Oligonukleotide zur Signalverstarkung und enzymatischen
Signalerzeugung verwendet, ist im Stande, einige Tausend Genome (physiologische Konzentrationen) eines
gegebenen Virus nachzuweisen. Ein Nukleinsdure-Sandwich-Assay in Ldsungsphase unter Verwendung der
bDNA-Technologie wird in US-4 868 105 beschrieben.

[0003] Ein Nukleinsdure-Sandwich-Assay in Lésungsphase verwendet das Minimum eines Sets von Captu-
re-Proben und eines Sets von Label-Proben, um die Target-Nukleinsdure nachzuweisen, indem die Label-Pro-
be (in einem Capture-Probe/Target-Nukleinsdure/Label-Probe-Sandwich) auf einer Oberflache derart immobi-
lisiert wird, dass eine Trennung von gebundenem und nicht-gebundenem Label und Nachweis/Quantifizierung
von gebundenem (oder nicht-gebundenem) Label und hiermit der Target-Nukleinsaure moéglich wird. Die Cap-
ture- und Label-Proben umfassen Nukleinsauren mit Bereichen, die zur Target-Nukleinsdure komplementar
sind. Die Label-Probe kann bDNA umfassen, wie in US-4 868 105 beschrieben.

[0004] Die Verwendung eines Verfahren zur Signalverstarkung erlaubt einen sensitiven Nachweis und Quan-
tifizierung, besitzt jedoch den Nachteil, dass die Quantifizierung mdglicherweise nicht exakt ist, insbesondere
wenn das zu bestimmende Target-Polynukleotid in einem komplexen Medium, wie Blut, Gewebe oder Pflan-
zenextrakten, erhalten wird. In der Probe vorhandene Molekile kdnnen in die Signalverstarkung eingreifen und
hierdurch die Reproduzierbarkeit und damit die Eignung zur Verwendung als quantitative Methode reduzieren.
Es kénnen Probenherstellungsstufen durchgefiihrt werden, um den Gehalt an stérenden Verunreinigungen zu
reduzieren, jedoch kdnnen diese zeitaufwendig sein und weitere Quellen fiir eine Veranderung einschleusen.

[0005] Somit sind Nachteile der Signalverstarkungs-Stategien, insbesondere bDNA, i), die Notwendigkeit ei-
ner weiteren Verstarkungsstufe, ii) die miihsame Chemie mdglicherweise begleitet von eine ziemlich hohen
NSB/nicht-spezifischen Hybridisierung (NSH) durch das letzte Paar der Assay-Stufen, d.h. Hybridisierung von
bDNA zu dem Oberflachengebundenen Target-DNA-Komplex und Hybridisierung der Label-Probe (sperriges
Enzym-Label) zu der bDNA, iii) langsame, schleppende Bindungskinetik, daher geringe Effizient der bD-
NA-Stufe selbst, und iv) ausgedehntes (sich hinziehendes) Assay-Verfahren.

[0006] Polynukleotide besitzen die Tendenz, stark mit anderen geladenen Makromolekdlen, wie Proteinen, zu
assoziieren. Uber den Daumen gepeilt, je groRer/sperriger das Nukleotid ist, um so stérker kann diese Asso-
ziation sein. Dies macht die Durchfiihrung des gesamten bDNA-Assays in einer Stufe unmdglich, da die bDNA
sich in dem Probenmedium an Makromolekdle binden kann. Die nicht-spezifische Bindung von verschiedenen
Spezies an den Komplex in Losungsphase oder an die Oberflache kann eine Uberproportionale Menge an
bDNA wahrend der spateren Phase des Assays einfangen. All dies kann zu einer erhéhten Messungs-Varia-
bilitat fihren, insbesondere wenn es sich um komplexe Probenmedien handelt.

[0007] Bei der vorstehenden Methode ist es auch nétig, das an das Target-Polynukleotid gebundene Label
vom nicht-gebundenen Label zu trennen. Dies kann in die Messungen eine weitere Variabilitét einfuhren. Wird
das Label durch Fluoreszenz, Chemilumineszenz oder Absorption nachgewiesen, kann die optische Opazitat
des Probenmediums den Nachweis des in dem Probenmedium verbleibenden Labels beeintrachtigen und eine
zusatzliche Variabilitat mit sich bringen.

[0008] Andere Methoden zum Nachweis eines Polynukleotids in niedrigen Konzentrationen macht von einer
Amplifikationsmethode, wie der Polymerase-Kettenreaktion Gebrauch, um die Anzahl der Kopien des Tar-
get-Polynukleotids vor der Verwendung einer Nachweismethode zu erhéhen. Diagnostische Systeme, die mit
Target-Amplifikationsmethoden arbeiten, wie PCR, kénnen andere Quantifizierungsprobleme aufweisen, d.h.
Fehler wahrend des Amplifikationsverfahrens einflihren. Mutationen in der Target-Polynukleotid-Sequenz kon-
nen ebenfalls einen Effekt mit dem Faktor von einigen Hunderten auf die Nachweis-Effizienz ausiiben (Urdea
(1994), Biotechnology, 12, 926-928).

[0009] Es besteht daher ein Bedarf fiir ein Verfahren zum Nachweis eines Target-Polynukleotids bei sehr ge-
ringen Konzentrationen, das keine Amplifikationsstufe erfordert und das weniger zu Stérungen infolge von
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Komponenten des Probenmaterials neigt.
Zusammenfassung der Erfindung

[0010] Diesem Bedarf kann mit Hilfe eines Verfahrens genligt werden, das auf dem Nachweis der Lumines-
zenz beruht, die in dem evaneszenten Feld eines optischen Wellenleiters angeregt wird.

[0011] Das Verfahren des Nachweises eines Target-Polynukleotids verwendet einen Nukleinsdure-Sand-
wich-Assay in Losungsphase, worin der feste Trager ein optischer planarer Wellenleiter ist, und das Label
nachgewiesen wird durch Messen der Lumineszenz, die in dem evaneszenten Feld des Wellenleiters angeregt
wird oder durch Messen der Lumineszenz, die in dem Nah-Feld des Wellenleiters erzeugt wird.

[0012] Das Phanomen des evaneszenten Felds kann unter Verwendung des Beispiels eines planaren opti-
schen Wellenleiters beschrieben werden. Wird eine Lichtwelle in einen planaren optischen Wellenleiter gekup-
pelt, der von Medien mit niedrigeren Brechungsindices umgeben ist, ist sie durch nahezu vollstandige Reflexi-
on an den Grenzflachen der Wellenleiterschicht begrenzt. Im einfachsten Fall besteht ein planarer optischer
Wellenleiter aus einem Dreischichtensystem: Substrat, Wellenleiterschicht, Uberschicht (oder zu untersuchen-
de Proben), wobei die Wellenleiterschicht den hdchsten Brechungsindex aufweist. Zuséatzliche Zwischen-
schichten kénnen die Wirkung des planaren optischen Wellenleiters weiter verbessern.

[0013] Bei dieser Anordnung gelangt eine Fraktion bzw. ein Teil der elektromagnetischen Energie in das Me-
dium mit dem niedrigeren Brechungsindex. Dieser Teil wird als evaneszentes (schwacher werdendes) Feld be-
zeichnet. Die Starke des evaneszenten Felds hangt in sehr groRem Ausmals von der Dicke der Wellenleiter-
schicht selbst und von dem Verhaltnis der Brechungsindices der Wellenleiterschicht und der sie umgebenden
Medien ab. Im Fall von dinnen Wellenleitern, d.h. Schichtdicken, die gleich sind wie oder geringer sind als die
zu leitende Wellenlange, kdnnen diskrete Moden des geleiteten Lichts unterschieden werden.

[0014] Unter Verwendung eines evaneszenten Felds ist es beispielsweise mdglich, Lumineszenz in Medien
mit relativ geringem Brechungsindex anzuregen und diese Lumineszenz lediglich in unmittelbarer Nachbar-
schaft zu dem Wellenleiterbereich anzuregen. Dieses Prinzip ist als evaneszente Lumineszenz-Anregung be-
kannt.

[0015] Evaneszente Lumineszenz-Anregung ist bei der Analyse von Nutzen, da die Anregung auf die unmit-
telbare Nahe zur Wellenleiterschicht begrenzt ist. Somit werden etwaige lumineszierende Molekile, die sich
nicht in unmittelbarer Nahe zur Wellenleiterschicht befinden, nicht nachgewiesen und miissen nicht entfernt
werden, um lumineszierende Molekile, die beispielsweise Uber biochemische Wechselwirkung an die Ober-
flache des Wellenleiters gebunden wurden, zu bestimmen.

[0016] Methoden und Vorrichtungen zur Bestimmung der evaneszent angeregten Lumineszenz von Antikor-
pern oder Antigenen, die mit Lumineszenz-Farbstoffen einem Labelling unterzogen worden sind, sind bekannt
und werden zum Beispiel in US-A-4 582 809 beschrieben. Die dort beanspruchte Anordnung verwendet eine
optische Faser zur evaneszenten Lumineszenz-Anregung. Derartige optische Fasern besitzen typischerweise
einen Durchmesser bis zu einem Millimeter und leiten eine Vielzahl von Moden bzw. Wellentypen, wenn La-
serlicht in sie eingekoppelt wird. Die evaneszent angeregte Lumineszenz kann einfach lediglich mittels des
Teils gemessen werden, der in die Fasern zuriickgekoppelt wird. Die Vorrichtung ist relativ grof3 und vergleichs-
weise grofde Probenvolumina sind notwendig. Die Empfindlichkeit ist durch die relativ schwachen evaneszen-
ten Feld-Intensitaten, die mit hochgradigen Multimoden-Wellenleitern assoziiert sind, begrenzt. Die Empfind-
lichkeit ist weiterhin durch die Endflachen-Output-Kopplung begrenzt: da die Anregungs- und Lumines-
zenz-Strahlung co-linear laufen und durch Strahlenteiler und Filter (z.B. Sperrfilter oder Bandfilter) getrennt
werden missen, beschrankt das Unterscheidungsvermdgen der Filtereinheit die Nachweisempfindlichkeit.

[0017] Photometrische Instrumente zur Bestimmung der Lumineszenz von Biosensoren unter evaneszenten
Anregungs-Bedingungen bei Verwendung von planaren optischen Wellenleitern sind ebenfalls bekannt und
werden zum Beispiel in WO 90/06503 beschrieben, wo planare Wellenleiter von 160 nm bis 1000 nm Dicke
verwendet werden. Die Anregungswelle wird ohne Gitterkoppler eingekoppelt.

[0018] Es wurden verschiedene Versuche unternommen, um die Empfindlichkeit der evaneszent angeregten
Lumineszenz zu erhéhen und integrierte optische Sensoren herzustellen. Diese schlossen Verbesserungen
ein bei der Herstellung von planaren Wellenleitern mit hoher gleichmafiger optischer Qualitat und reproduzier-
baren konstanten Schichtdicken, und Verbesserungen hinsichtlich der Natur der Einkopplung der Lichtwelle in
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die Wellenleiterschicht einschlief3lich der Verwendung von Gittern (Chemical, Biochemical and Environmental
Fiber Sensors V (1994), Proc. SPIE, 2068, 313-325). Die Verwendung von Gittern in Kombination mit Lumi-
neszenz wird in US-A-5 081 012 und WO 95/33198 beschrieben. In US-A-5 081 012 wird Anregungslicht in
einen Wellenleiterfilm mit einer Dicke von 200 nm bis 1000 nm eingekoppelt und durch den als Messbereich
zu verwendenden Teil bis zu einem zweiten reflektierenden Gitter mit dem Ergebnis weitergeleitet, das die ein-
gekoppelte Lichtwelle zumindest zweimal durch den Messbereich zwischen den Gittern passieren muss. Es
wird angenommen, dass dies die Empfindlichkeit erhéht. Ein Nachteil jedoch besteht darin, dass die Reflexion
zu einer erhdhten Streuung des Anregungslichts und einer Erhéhung in der Hintergrund-Strahlungsintensitat
fuhren kann. In WO 95/33198 wird ein erstes Gitter zur Einkopplung des Anregungslichts in den Wellenleiter
und ein zweites separates Gitter fur die Auskopplung der Menge an Lumineszenz verwendet, die entlang der
weitergeleiteten Anregungs-Mode angeregt und in den Wellenleiter zuriickgekoppelt wurde.

[0019] AufRer der Verwendung eines evaneszenten Felds, das mit Anregungslicht assoziiert ist, welches in
der Wellenleiterschicht fur die Anregung lumineszierender Molekile nahe der Wellenleiteroberflache weiterge-
leitet wird, ist es auch mdglich, Luminophore in dem Nah-Feld des Wellenleiters unter Verwendung klassischer
Konfigurationen der Trans-lllumination oder Oberflachen-lllumination anzuregen. Der sich an der Oberflache
der Wellenleiterschicht befindende Analyt wird direkt mit dem Anregungslicht entweder durch den Trager des
planaren Wellenleiters oder durch Strahlung entgegengesetzt zur Wellenleiterschicht bestrahlt. Es sollte zu
verstehen sein, dass das Nah-Feld durch die Eindringtiefe des evaneszenten Felds der geleiteten Lumines-
zenz begrenzt ist. In diesem Fall ist die Menge an Anregungslicht, die sich in dem Wellenleiter fortbewegt, ver-
nachlassigbar. Von der Menge der Lumineszenz, die aus Luminophoren in dem Nah-Feld des Wellenleiters
stammt, wird jedoch eine signifikante Menge in den Wellenleiter eingekoppelt und kann einem optischen De-
tektor unter Verwendung eines auskoppelnden Beugungsgitters zugefuhrt werden. Aufgrund der hohen geo-
metrischen Raum-Selektivitat des Riickkopplungsmechanismus bei dieser Konfiguration, die zu sehr niedrigen
Hintergrund-Signalen fuhrt, kann eine hohe Empfindlichkeit erreicht werden.

[0020] Es wurden auch Verbesserungen erzielt, um den Nachweis von evaneszent angeregter Lumineszenz
in Mehrfachproben gleichzeitig oder in rascher Abfolge zu ermdglichen. WO 94/27137 schlagt zum Beispiel
eine Vorrichtung und ein Verfahren zur Durchfiihrung von Immuno-Assays unter Verwendung der evaneszent
angeregten Fluoreszenz vor.

[0021] In WO 92/19976 wird eine Anordnung beschrieben, die eine Vielzahl integrierter Messstreifen zum
Nachweis eines komplexen Signals, zum Beispiel dem Nachweis eines Geruchs durch eine kunstliche Nase,
umfasst.

[0022] In WO 96/35940 wird eine Sensor-Plattform auf Basis von zumindest zwei planaren, getrennten, an-
organischen, dielektrischen Wellenleiterbereichen auf einem Ublichen Substrat beschrieben, wobei die Platt-
form geeignet ist zur parallelen evaneszenten Anregung und Nachweis der Lumineszenz von identischen oder
verschiedenen Analyten. Derartige getrennte Wellenleiterbereiche kénnen jeweils ein oder mehrere Kopp-
lungsgitter aufweisen. Ein wesentlicher Vorteil dieser Sensor-Plattform besteht darin, dass beispielsweise
mehrere Probenlésungen gleichzeitig mit einem hohen Empfindlichkeitsgrad analysiert werden kdnnen. Als
Folge der Realzeit-Messtauglichkeit sind keine Wasch- oder Reinigungsstufen zwischen den einzelnen Mes-
sungen notwendig mit dem Ergebnis, dass ein hoher Probendurchsatz je Zeiteinheit erreicht wird. Zusatzlich
zur zeitgleichen Analyse einer Vielzahl von Probenlésungen ist es auch moglich, dass eine Probenlésung hin-
sichtlich mehrerer ihrer Analyte gleichzeitig oder in Abfolge auf einer Sensor-Plattform untersucht wird. Dies ist
insbesondere im Fall einer Blut- oder Serum-Untersuchung von Vorteil, die so besonders rasch und wirtschaft-
lich durchgefihrt werden kann. Sollen mehrere Probenlésungen gleichzeitig analysiert werden, verhindern die
getrennten Wellenleiterbereiche einen Cross-Talk zwischen lumineszierenden Signalen von verschiedenen
Proben. Es kénnen ein hoher Selektivitdtsgrad und niedrige Fehlerraten mit dieser Methode erzielt werden.

[0023] Die individuellen separaten Wellenleiterbereiche kénnen selektiv auf optischen, chemischen oder flu-
idikalen Wegen angesprochen werden.

[0024] Besonders geeignet ist eine Sensor-Plattform mit physikalisch oder optisch separaten planaren Wel-
lenleiterbereichen, worin lediglich ein Modus oder eine geringe Anzahl von Moden geleitet wird. Eine derartige
Sensor-Plattform wird in WO 95/33197 beschrieben. Sie zeichnet sich durch einen besonders hohen Empfind-
lichkeitsgrad und eine auRerordentlich kleine Struktur aus. Unter Verwendung der Wellenleiter-Filmparameter
wie in WO 95/33197 beschrieben, kann die Abdampfung der geleiteten Lichtwelle geringer als 3 dB/cm sein,
wodurch ein in grokem Abstand geleiteter Strahl und eine geringe Streuung der geleiteten Welle in das sie um-
gebende Medium erzielt wird. Eine derartige Sensorplattform mag als "Chip" bekannt sein. In der Regel wird
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nicht der gleiche Empfindlichkeitsgrad mit multi-modalen Wellenleitern planarer Struktur erzielt.

[0025] Die Verwendung von auf evaneszent angeregter Fluoreszenz basierender Methoden fir den Nach-
weis und die Quantifizierung von Polynukleotiden wird in WO 95/33198, WO 96/35940 und WO 95/33197 er-
wahnt, jedoch werden keine Methoden zur Optimierung der Empfindlichkeit des Nachweises beschieben. WO
95/16055 beschreibt eine Masse-Fluoreszenz-Anregungsmethode, worin die Empfindlichkeit erhéht wird, in-
dem man eine Amplifier-Bindung verwendet, die an das Target gebunden ist, woran multiple Label-Proben ge-
bunden sind und indem man spezielle Bindungsbedingungen fiir Capture, Capture-Extender, Label-Extender
und Label-Proben aufrechterhalt.

[0026] Diese Erfindung verwertet die Empfindlichkeit des Nachweises der evaneszent angeregten Lumines-
zenz bei einem Verfahren zum Nachweis von Polynukleotiden, insbesondere bei geringen Konzentrationen.
Das Verfahren macht Gebrauch von multiplen fluoreszent einem Labelling unterzogenen Polynukleotiden (La-
bel-Extender-Proben), die gebunden sind an ein Target-Polynukleotid oder dieses binden, welches an der
Oberflache eines optischen planaren Wellenleiters abgefangen (d.h. denaturiert und immobilisiert) ist. Das Tar-
get-Polynukleotid wird abgefangen durch Binden an eine oder eine Reihe von Capture-Extender-Proben, die
sich an multiple Kopien einer einzelnen Spezies einer Capture-Probe, welche an den Wellenleiter gebunden
sind, binden. Alternativ kdnnen die Capture-Extender-Probe (wenn keine Capture-Probe verwendet wird) oder
die Capture-Probe weiter einen Liganden umfassen, der zur Bindung an einen Rezeptor befahigt ist, welcher
an der Oberflache des Wellenleiters gebunden ist. Dies ist mdglich, da das Label nicht zu weit von der Ober-
flache des Wellenleiters platziert wird, da die evaneszente Lumineszenz exponentiell mit dem Abstand von der
Oberflache abnimmt. Das gebundene Label wird hiernach in dem evaneszenten Feld nachgewiesen. Das ge-
bundene Label ist der Menge des in der Assay-Probe vorhandenen Target-Polynukleotids proportional und die
Menge des Target-Polynukleotids kann durch Bezugnahme auf Proben quantifiziert werden, die bekannte
Mengen des Target-Polynukleotids enthalten oder unter Verwendung einer Referenzkurve, die hergestellt wur-
de unter Verwendung eines Polynukleotids mit der gleichen Sequenz bekannter Konzentration und Reinheit.
Die Quantifizierung ist auch méglich unter Verwendung von internen Standards oder einer Zwei- oder Mul-
ti-Wellenlangenmethode, d.h.

[0027] Energietransfer oder Zwei-Label-Koinzidenzmethode. Der bzw. die internen Standards missen nicht
das Target-Polynukleotid sein. Sie kénnen eine beliebige Sequenz sein, die so ausgestaltet ist, dass sie die als
internen Standard zu verwendenden Kriterien erfUllt.

[0028] Die Methode kann zu einer héheren Effizienz der Nachweiskaskade im Vergleich zu der bDNA-Metho-
de fuhren (d.h. einer weitaus héheren Gesamtausbeute an abgefangenem Label) und daher zu einer gleichen
oder héheren Empfindlichkeit, was den Nachweis von < 50 Target-Sequenzen erlaubt, die &quivalent sein kon-
nen zur physiologischen Konzentration einer relevanten biologischen Target-Probe (z.B. HIV-virale mRNA).

[0029] Unter "optischer planarer Wellenleiter" ist ein Wellenleiter zu verstehen, der im Wesentlichen aus ei-
nem planaren Trager und einer dunnen transparenten Schicht auf einer Oberflache mit einem héheren Bre-
chungsindex als demjenigen des Tragers besteht, wobei der Trager und die dinne Wellenleiterschicht auf sei-
ner Oberflache zumindest in dem spektralen Bereich zwischen der nachzuweisenden Anregungs- und Emis-
sionswellenlange transparent ist. Im Kontakt mit der Wellenleiterschicht wird ein optisches Kopplungselement,
vorzugsweise ein optisches Beugungselement (DOE) zur Einkopplung von Anregungslicht moduliert. Vorzugs-
weise ist das DOE ein Reliefgitter. Das Gitter kann zuerst in der Tragerschicht, zum Beispiel mit Hilfe photoli-
thographischer Methoden, wie in Proc. SPIE, 2068 (1993), 313-325, beschrieben, erzeugt und dann nach Ab-
scheiden der Wellenleiterschicht in die Wellenleiterschicht transferiert werden, oder es kann in der abgeschie-
denen Wellenleiterschicht gebildet werden. Bevorzugter sind in der Wellenleiterschicht zwei separate modu-
lierte Gitter, eines das als Einkopplungsgitter verwendet wird und ein anderes fir die Auskopplung von ange-
regtem Emissionslicht. Gitterkonstanten und Dimensionen werden in WO 95/33198, EP-A-0 759 159 und WO
96/35940 beschrieben. Die planare Wellenleitertechnologie ist aus dem Stand der Technik, zum Beispiel wie
in den vorstehenden Literaturstellen beschrieben, gut bekannt. Transparenz in diesem und im folgenden Zu-
sammenhang bedeutet Transparenz im spektralen Bereich von der Anregung bis zur nachzuweisenden Emis-
sionswellenlange.

[0030] Das erfindungsgemalie Verfahren besitzt den Vorteil, dass die Trennung von gebundenem und
nicht-gebundenem Label nicht notwendigerweise erforderlich ist, da lediglich gebundenes Label nachgewie-
sen wird. Die optische Opazitat der Probe beeintrachtigt nicht signifikant den Nachweis von gebundenem La-
bel. Es wurde gefunden, dass die inkorporierte dreifache Selektivitat, d.h. das evaneszente Feld flir die rAum-
liche Auflésung, die biochemische Erkennung firr die chemische Selektivitat und das Fluoreszenz-Labelling fur
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verbesserte Selektivitdt und Empfindlichkeit des Nachweises die Messung geringster Mengen an Analyten in
einem komplexen Probenmedium, wie Blut, Gewebe oder Pflanzenextrakte, ohne langwierige Probenherstel-
lung erlaubt.

[0031] Es versteht sich, dass das Verfahren der Erfindung eine Methode des Nachweises eines Target-Poly-
nukleotids anwenden kann, welche einen Nukleinsdure-Sandwich-Assay in Loésungsphase umfasst, der 8hn-
lich sein kann demjenigen, wie er in US-4 868 105, wie vorstehend erlautert, beschrieben wird, mit der Aus-
nahme, dass der feste Trager ein optischer planarer Wellenleiter ist, das gebundene Label von dem nicht-ge-
bundenen Label vor der Messung des gebundenen Labels abgetrennt oder nicht abgetrennt werden kann, und
das Label nachgewiesen wird durch Messen der Lumineszenz, die in dem evaneszenten Feld des Wellenlei-
ters angeregt wird, oder durch Messen der Lumineszenz, die in dem Nah-Feld des Wellenleiters erzeugt wird.

[0032] Es wurde gefunden, dass die zwei oder drei Hybridisierungs-Wechselwirkungen, die nétig sind, um
das fluoreszierende Label in das evaneszente Feld zu bringen, das erfindungsgemafe Verfahren selektiver
machen als die zuvor beschriebenen Methoden des Polynukleotid-Nachweises unter Verwendung von plana-
ren Wellenleitern, die eine einzige Hybridisierungs-Wechselwirkung in Betracht ziehen. Es wurden gefunden,
dass die Multiple-Capture- und -Label-Extender-Proben, die sich an ein Target-Polynukleotid binden kénnen,
das Verfahren empfindlicher machen als die friiher beschriebenen Methoden.

[0033] Es ist auch ersichtlich, dass das Wiederbeschichten des Wellenleiters mit Capture-Proben nicht nétig
ist, um verschiedene Target-Polynukleotide unter Verwendung einer erfindungsgemaflen Methode nachzuwei-
sen, da das Target-Polynukleotid nicht direkt zur Capture-Probe hybridisiert, ganz im Gegensatz zu den zuvor
beschriebenen Methoden (zum Beispiel in WO 95/33198 und WO 96/35940), wo das Target-Polynukleotid di-
rekt zu dem an den Wellenleiter gebundenen Polynukleotid hybridisiert, wo ein Wiederbeschichten mit einem
verschiedenen Polynukleotid erforderlich sein kann. Die Sequenz der Capture-Extender-Probe kann derart va-
riiert werden, dass verschiedene Capture-Extender-Proben imstande sind, sich an eine gemeinsame Captu-
re-Probe, jedoch verschiedene Target-Polynukleotide zu binden.

[0034] Ein erster Aspekt der Erfindung umfasst ein Verfahren zum Nachweis eines Target-Polynukleotids, bei
dem zwei Sets von Reagenzien, ein Labelling-Set und ein Capture-Set, eingesetzt werden, und worin ein op-
tischer planarer Wellenleiter verwendet wird, umfassend
1) die Bereitstellung des Labelling-Sets der Reagenzien, welches umfasst:
a) eine Vielzahl von Label-Proben, jeweils umfassend einen Label-Teil und einen Nukleinsaurebereich (der
vorzugsweise einstrangig ist) mit gleichen oder verschiedenen Sequenzen L1 (vorzugsweise zwischen
etwa 5 und 100 Nukleotiden (nt) lang; bevorzugter zwischen etwa 8 und 100 nt lang), die komplementar
sind zu gleichen oder verschiedenen Sequenzen des Target-Polynukleotids, und gegebenenfalls zweite Se-
quenzen zwischen dem Label-Teil und Sequenzen L1, die weder komplementar sind zu einer Sequenz des
Target-Polynukleotids noch zu dem Capture-Extender oder Capture-Proben und die weniger als etwa 500
nt lang sind, wobei der Label-Teil ein Label umfasst, das ein Signal liefert, welches nachweisbar ist durch
Lumineszenz einschlieBlich evaneszent angeregter Lumineszenz, oder
b) eine Vielzahl von (b1) Label-Extender-Proben, von denen eine jede eine Labelbindende Nukleinsaure-
sequenz L2 und Nukleinsduresequenzen L1 umfasst, worin die Sequenzen L1 komplementar sind zu Nuk-
leinsauresequenzen des Target-Polynukleotids und die Sequenz L2 komplementéar ist zu der Nukleinsau-
resequenz L3 einer Label-Probe, und gegebenenfalls (b2) eine Label-Probe, umfassend eine Nukleinsdu-
resequenz L3, die komplementar ist zu der Sequenz L2, und ein Label-Teil, umfassend ein Label, das ein
Signal liefert, welches nachweisbar ist durch Lumineszenz einschlieRlich der evaneszent angeregten Lumi-
neszenz, und
2) die Bereitstellung des Capture-Sets von Reagenzien, umfassend
c¢) eine Vielzahl von Capture-Proben, umfassend gleiche oder verschiedene Nukleinsduresequenzen D1,
die komplementar sind zu Nukleinsduresequenzen des Target-Polynukleotids, worin die Nukleinsaurese-
quenzen D1 (vorzugsweise zwischen etwa 10 und 100 nt lang) nicht komplementar sind zu Sequenzen L1,
L2 und L3, die in der Label-Probe und der Label-Extender-Probe enthalten sind, und worin die Capture-Pro-
be gebunden ist an oder befahigt ist, spezifisch gebunden zu werden an die Oberflache der Wellenleiter-
schicht eines Wellenleiters, entweder direkt oder Uber verkniipfende Gruppen; oder
d) eine Vielzahl von (d1) Capture-Extender-Proben, jeweils umfassend einen Nukleinsaurebereich (vor-
zugsweise einstrangig) mit einer Sequenz C1 (vorzugsweise zwischen etwa 10 und 100 nt lang), die kom-
plementar ist zu einer Sequenz des Target-Polynukleotids, und gegebenenfalls einen zweiten Bereich, der
nicht komplementar ist zu einer Sequenz des Target-Polynukleotids und vorzugsweise kleiner ist als etwa
500 nt lang, und weiterhin umfassend eine Capture-Probenerkennungs-Nukleinsduresequenz C2, und (d2)
eine Capture-Probe und worin die Capture-Probe gebunden ist an oder befahigt ist, gebunden zu werden
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an die Oberflache der Wellenleiterschicht eines Wellenleiters entweder direkt oder Uber verknlpfende
Gruppen, umfassend Nukleinsduresequenzen D2, die komplementar sind zur Sequenz C2, worin die Se-
quenzen L1 und C1 nicht-identische, nicht-komplementare Sequenzen sind;

3) Kombinieren in einem wassrigen Medium unter bindenden Bedingungen flir komplementare Sequenzen,
einer Testprobe, worin die Anwesenheit des Target-Polynukleotids bestimmt werden soll (das derart behan-
delt worden sein kann, dass das Target-Polynukleotid in einstrangiger Form vorliegt), mit

a) Zusammensetzungen 1a) und 2c) oder 1a) und 2d), oder (b) Zusammensetzungen 1b) und 2c) oder 1b)
und 2d), oder (c) Zusammensetzungen 1a), 1b) und 2c¢) oder 1a), 1b) und 2d), oder (d) Zusammensetzun-
gen 1a), 2¢) und 2d) oder 1b), 2c) und 2d), oder (e) Zusammensetzungen 1a), 1b), 2c) und 2d), so dass
Komplexe gebildet werden;

4) Binden der Komplexe von Stufe 3 an den Wellenleiter Uber eine Vielzahl von Kopien der Capture-Probe
(die Capture-Probe kann an den Wellenleiter vor dem Binden an die Komplexe von Stufe 3 gebunden wer-
den oder an den Wellenleiter nach Binden an die Komplexe von Stufe 3 gebunden werden);

5) wenn die Zusammensetzung 1b) keine Label-Probe umfasst und ein Label nicht in Stufe 3 eingeschlos-
sen ist, um besagte Komplexe einem Labelling zu unterziehen, dann Kombinieren des gebundenen Kom-
plexes von Stufe 4 mit dem Label;

6) Nachweis des an das Target-Polynukleotid gebundenen Labels durch Messen der Lumineszenz, die in
dem evaneszenten Feld des Wellenleiters angeregt wird, oder durch Messen der Lumineszenz, die in dem
nahen Feld des Wellenleiters erzeugt wird,

wobei zumindest zwei Label-Proben oder Label-Extender, Capture-Proben oder Capture-Extender-Proben mit
verschiedenen Nukleinsduresequenzen, die zu verschiedenen Target-Nukleinsduresequenzen komplementar
sind, verwendet werden.

[0035] Es ist bevorzugt, dass jede der Sequenzen L1 komplementar ist zu einem jeweiligen physikalisch ei-
genstandigen nicht-lUberlappenden Bereich des besagten Target-Polynukleotids; und es ist bevorzugt, dass
jede der Sequenzen L1 und C1 nicht-identische, nicht komplementare Sequenzen sind, die vorzugsweise je-
weils komplementar sind zu physikalisch eigenstandigen nicht-tiberlappenden Bereichen des Target-Polynuk-
leotids.

[0036] Eine Vielzahl bedeutet im Zusammenhang mit der Erfindung, dass bis zu 100, vorzugsweise 5 bis 80,
insbesondere 5 bis 50, meist bevorzugt 5 bis 40, und ganz besonders bevorzugt 10 bis 30, mit verschiedenen
Nukleinsequenzen verwendet werden kénnen.

[0037] Vorzugsweise wird die Lumineszenz unter Verwendung eines optischen Kopplungselements in den
Wellenleiter eingekoppelt, weitergeleitet und ausgekoppelt.

[0038] Es ist bevorzugt, dass C1, C2, L1 und D1 nicht in Bezug aufeinander identisch sind und dass C1, L1
und D1 in Bezug aufeinander nicht komplementar sind. Es ist weiterhin bevorzugt, dass wenn der Label-Ex-
tender eine Bindungsstelle fir den Label umfasst und diese Bindungsstelle eine einstrangige Nukleinsdurese-
quenz (L2) umfasst und das Label eine einstrangige Nukleinsauresequenz (L3), die komplementar ist zu L2,
umfasst, jenes L3 nicht zur D1 komplementar ist.

[0039] Als bevorzugte Ausfiihrungsform der Erfindung in diesem Zusammenhang wird die in dem evaneszen-
ten Feld des Wellenleiters angeregte Lumineszenz nachgewiesen.

[0040] Weitere Ausfiihrungsformen umfassen den Nachweis von Lumineszenz, Chemolumineszenz, Biolu-
mineszenz oder Elektrolumineszenz, die in dem Nah-Feld des Wellenleiters erzeugt werden. Vorzugsweise
wird diese Lumineszenz unter Verwendung eines optischen Kopplungselements in den Wellenleiter eingekop-
pelt, weitergeleitet und ausgekoppelt.

[0041] Ein bevorzugtes optisches Kopplungselement fiir die Einkopplung von Anregungslicht in den Wellen-
leiter oder das Ausleiten von Lumineszenz aus dem Wellenleiter sind in dem Wellenleiter oder in dem Trager-
material modulierte Gitter.

[0042] Es versteht sich, dass die folgenden Punkte fir mehrere Aspekte der vorliegend beschriebenen Erfin-
dung relevant sein kénnen.

[0043] Es ist bevorzugt, dass der optische planare Wellenleiter ein optischer planarer Wellenleiter auf einem
kontinuierlichen Substrat ist. Es ist weiterhin bevorzugt, dass das Substrat transparentes Glas, Quarz oder ein

7/21



DE 699 19 143 T2 2005.08.11

transparentes thermoplastisches Kunststoffmaterial wie Polycarbonat ist. Es kénnen weiterhin eine transpa-
rente Zwischenschicht zwischen dem Substrat und der Wellenleiterschicht mit einem geringeren Brechungs-
index als demjenigen des Wellenleiters, vorzugsweise auch geringer als der Brechungsindex des Substrats,
vorgesehen sein.

[0044] Der Brechungsindex des Wellenleiters sollte groRer sein als derjenige des Substrats und jeglicher Zwi-
schenschichten, die verwendet werden. Die planare transparente Wellenleiterschicht besteht vorzugsweise
aus einem Material mit einem Brechungsindex von gréRer als 1,8, noch bevorzugter von grof3er als 2,0. Ge-
eignete Materialien umfassen zum Beispiel anorganische Materialien, insbesondere anorganische Metalloxide
wie TiO,, ZnO, Nb,O,, Ta,O,, HfO, oder ZrO,. TiO, oder Ta,O, sind bevorzugt. Es ist bevorzugt, dass Kombi-
nationen von anorganischen Metalloxiden nicht eingesetzt werden.

[0045] Die Dicke der Wellenleiterschicht betragt vorzugsweise von 40 bis 1000 nm, bevorzugter von 40 bis
300 nm und meist bevorzugt von 70 bis 160 nm.

[0046] Die Modulationstiefe der Gitter betragt vorzugsweise von 3 bis 60 nm, bevorzugter von 3 bis 30 nm.
Das Verhaltnis von Modulationstiefe zur Dicke der Wellenleiterschicht ist vorzugsweise gleich oder geringer als
0,5 und bevorzugter gleich oder geringer als 0,2.

[0047] Die Gitter kdnnen in Form von optischen Beugungsgittern, vorzugsweise in Form von Reliefgittern,
vorliegen. Die Reliefstruktur kann verschiedene Formen aufweisen, zum Beispiel sinusformige, rechteckige
oder sagezahnférmige Strukturen.

[0048] Die Gitterstruktur kann auf dem Substrat erzeugt werden und dann zur Wellenleiterschicht transferiert
werden, wo die Gitterstruktur sich dann selbst reproduziert, oder das Gitter wird in der Wellenleiterschicht
selbst erzeugt.

[0049] Der Gitterabstand kann von 200 nm bis 1000 nm betragen und wird derart gewahlt, dass er eine Ein-
kopplung von Licht in oder Auskopplung aus dem Wellenleiter in der ersten Beugungs-Ordnung erlaubt.

[0050] Die Wellenleiterschichten leiten vorzugsweise lediglich 1, 2, 3 oder 4 Moden und sind vorzugsweise
monomodale Wellenleiter.

[0051] Es versteht sich, dass die Label-Extender-Proben, Capture-Extender-Proben und Capture-Probe Be-
reiche von einstrangiger Nukleinsdure umfassen kénnen.

[0052] Es versteht sich ferner, dass unter "Nukleinsaure" DNA, RNA, PNA (Peptidnukleinsaure) oder andere
modifizierte Oligonukleotide wie 2'-O-Methyl- oder P=S (Phosphorthioat)-Analoga umfasst sind. Modifizierte
Oligonukleotide und Nukleinsdure-Analoga kénnen bei der Optimierung des Assays hinsichtlich Empfindlich-
keit und Spezifizitat wertvoll sein. Zusatzlich kénnen modifizierte Oligonukleotide von Nukleasen nicht verdaut
werden und sind daher in realen Testproben wie Blutserum oder Pflanzenextrakten stabil. Eine Optimierung
kann erzielt werden, indem man kinetische Analysen durchfiihrt, zum Beispiel unter Verwendung von einer
Computer-gestitzten Assay-Anordnung.

[0053] Es versteht sich, dass die Stufen nicht in der angegebenen Reihenfolge durchgefiihrt werden missen,
obgleich es bevorzugt ist, wenn die Stufen in der angegebenen Reihenfolge durchgefiihrt werden. Insbeson-
dere versteht es sich, dass die Reihenfolge, in der das Target-Polynukleotid die Label-Extender-Probe, die
Capture-Extender-Probe, die Capture-Probe und das Label (wenn in der Label-Extender-Probe umfasst) bin-
den, fur die Arbeitsweise der Erfindung nicht kritisch ist. Es ist bevorzugt, dass das Target-Polynukleotid an die
Label-Extender-Probe und Capture-Extender-Probe vor dem Binden an die Capture-Probe bindet (d.h. dass
eine "Pre-Inkubation"-Stufe durchgefiihrt wird). Das kann das Signal optimieren und den Hintergrund minimie-
ren.

[0054] Der Hybridisierungs-Assay kann in jeder moglichen Reihenfolge und Kombination, in Abhangigkeit von
dem spezifischen Assay-Target (ss oder ds; DNA, RNA) und in Abhangigkeit davon, ob Empfindlichkeit oder
Spezifizitat bei dem speziellen Assay am wichtigsten ist, durchgeflihrt werden. Die beiden Extreme sind:
1) Ein Verfahren, bei dem der gesamte Assay in einer Stufe in situ durchgefihrt wird, zum Beispiel in einer
Vertiefung, wo die Lésung mit der Oberflache des planaren Wellenleiters (PWG) mit einem immobilisierten
Rezeptor in Kontakt tritt oder in einer separaten Pre-Inkubationskammer. Der immobilisierte Rezeptor ist
imstande, den Capture-Extender zu binden und kann daher das gesamte Sandwich, welches in der L6sung
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gebildet wird, einschlielich des Labels binden.

2) Alternativ kdnnen die gleichzeitigen Hybridisierungsstufen nacheinander direkt auf der Oberflache des
PWG durchgefiihrt werden (d.h. innerhalb eines sequenziellen Verfahrens). Zwischen diesen Extremen
kann jede Variation vorgenommen werden.

[0055] Somit betrifft ein Aspekt der Erfindung ein Verfahren gemaR der vorstehend beschriebenen ersten
Ausfuhrungsform, worin Stufen 3 und 4 kombiniert sind derart, dass eine Testprobe, worin die Anwesenheit
des Target-Polynukleotids bestimmt werden soll, kombiniert wird mit den Label-Extender-Proben und den Cap-
ture-Extender-Proben und der gegebenenfalls an den planaren Wellenleiter gebundenen Capture-Probe der-
art, dass (Label-Extender-Probe) + (Target-Polynukleotid) + (Capture-Extender-Probe) + (Capture-Pro-
be)-Komplexe gebildet werden, die an den planaren Wellenleiter Gber die Capture-Probe gebunden werden.
Es ist bevorzugt, dass die Capture-Probe auf der Wellenleiteroberflache immobilisiert ist, jedoch versteht sich,
dass mehrere Komplexe multiple Sandwich-Anordnungen maéglich sind.

[0056] Die Lésung, in der die Assay-Stufen durchgeflihrt werden, ist eine wassrige Losung. Es kann sich um
eine beliebige geeignete Pufferldsung handeln, zum Beispiel 75 mM Natriumzitrat, 750 mM Natriumchlorid,
0,1% Tergitol NP-40 (Tergitol ist eine Handelsbezeichnung fir eine Reihe von Netzmitteln), eingestellt auf pH
7,0.

[0057] Geeignete Pufferkomponenten kbnnen umfassen

0-2M Natriumzitrat

0-2M Natriumchlorid

0-2% Tergitol® NP-40

0-2% Gew./Vol. Tween-20® oder 80 oder ein anderes Detergens
0-2M Tris-HCI, pH 6-8

0-2% Rinderserumalbumin (BSA)

0-500 mM EDTA

0-2% Gew./Vol. Tartrazin

[0058] Unter "komplementarer Sequenz" ist eine Sequenz zu verstehen, die imstande ist, mit einer Polynuk-
leotid-Sequenz unter den in dem Assay verwendeten Bedingungen zu hybridisieren. Unter "Hybridisieren" ist
zu verstehen, dass die Sequenzen imstande sind, zusammen eine stabile Struktur zu ergeben, die durch aus
dem Stand der Technik gut bekannte Hybridisierungs-Assays nachgewiesen werden kann. Diese Bedingungen
koénnen derart sein, dass die Hybridisierung lediglich dann erfolgt, wenn die Sequenzen zu zumindest 60% in-
vers identisch sind, bevorzugter zumindest 80% invers identisch, noch bevorzugter zumindest 90% invers
identisch und meist bevorzugt zumindest 95% invers identisch. Unter "% invers identisch" ist der Prozent-Anteil
an Basen (in dem betrachteten Bereich) zu verstehen, die theoretisch imstande sind, Basenpaare zu bilden,
wenn einstrangige Sequenzen mit einem 5'-3'-Strang und die anderen 3'-5' angeordnet sind. Die Hybridisie-
rungsstufen kénnen zwischen 0°C und 90°C in dem vorstehend beschriebenen Puffer durchgefiihrt werden,
vorzugsweise werden sie bei 53°C durchgefuhrt.

[0059] Es versteht sich, dass das Target-Polynukleotid oder das Signal vor dem Nachweis verstarkt werden
kann, jedoch ist diese Verstarkung nicht wesentlich.

[0060] Es versteht sich, dass das Polynukleotid bei extrem geringer Konzentration nachgewiesen werden
kann. Hierunter ist zu verstehen, dass weniger als 10* Kopien eines Target-Polynukleotids nachgewiesen wer-
den kdnnen, vorzugsweise weniger als 10° Kopien, noch bevorzugter 10> Kopien oder weniger. Probenvolu-
men kdnnen zwischen 10 nl und 10 ml betragen. Es wurde nun gezeigt, dass es mdéglich ist, weniger als 1000
Aquivalente der genomen DNA in 10 pl einer Probe, wie in den Beispielen beschrieben, nachzuweisen.

[0061] Es ist nicht wesentlich, die Probe und nicht-gebundenes Label vor dem Abfangen des spezifischen
Target-bezogenen Signals nicht zu entfernen. In Fallen von extrem hoher Empfindlichkeit kann es vorkommen,
dass das "bulk"-Signal, welches die temporar in unmittelbarer Nachbarschaft zur Oberflache (in dem evanes-
zenten Feld) befindlichen Labels reprasentiert, das spezifische Signal auf Grund der hohen Label-Konzentra-
tion im Vergleich zu dem bei dem Versuch verwendeten Target-Level maskiert. In solchen Fallen ist es vorteil-
haft, nicht-gebundene Labels (durch Waschen der Zelle) vor der Signalaufzeichnung zu entfernen.

[0062] Das Target-Polynukleotid kann DNA oder RNA, ss oder ds, sein. Zum Beispiel kann es eine mRNA,
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eine virale DNA oder eine genome Sequenz eines pathogenen Organismus sein. Es kann jegliches Gel von
Interesse, zum Beispiel fir experimentelle oder diagnostische Zwecke sein. Es versteht sich, dass das Tar-
get-Polynukleotid sich von einem pflanzlichen Pathogen oder einem tierischen oder menschlichen Pathogen
ableiten kann. Ein Beispiel fur ein pflanzliches Pathogen, von dem sich ein Target-Polynukleotid ableiten kann,
ist Pseudocercosporella herpotrichoides. Eine bevorzugte Mdéglichkeit, die in der klinischen Diagnostik von Be-
deutung ist, besteht darin, dass das Pathogen ein Virus ist. Es ist besonders bevorzugt, wenn der Virus CMV
(Cytomegalovirus), HBV (Hepatitis B-Virus), HCV (Hepatitis C-Virus) oder HIV (human immunodeficiency-Vi-
rus) ist. Dieser Assay kann zum Beispiel angewandt werden, um die finf Genotypen des Hepatitis C-Virus zu
identifizieren und zu differenzieren (Cha et al., (1972), PNAS, 89, 7144—-7148). Andere Targets sind Marker-Ge-
ne oder Wirkstoff-bedingte Messages, d.h. mRNAs, deren Menge sich als Reaktion auf einen speziellen Wirk-
stoff verandert.

[0063] Es versteht sich, dass das Target-Polynukleotid ein Polynukleotid sein kann, das eine Sequenz um-
fasst, die mit einer Erkrankung verknupft ist. Zum Beispiel kann es eine Mutation umfassen, die statistisch mit
Krebs oder mit einer speziellen Form von Krebs verknupft ist. Beispiele fur Krebsformen, die mit speziellen Mu-
tationen verknupft sind, umfassen Prostatakrebs, Brustkrebs, Darmkrebs und Leukadmien. Ein Beispiel fir eine
Mutation, die mit einer Erkrankung verknUpft sein kann, ist das cystische Fibrose-Gen. In Enzymen durch Phar-
maco- und Toxicogenetik identifizierte Mutationen kdnnen ebenfalls nachgewiesen werden, wobei diese ein
P450-Enzym umfassen konnen.

[0064] Die Kombination der planaren Wellenleitertechnologie mit DNA/RNA-Hybridisierung erlaubt den Nach-
weis von Erkrankungs-Markern wie einstrangige DNA, RNA oder denaturierte doppelstrangige DNA. Das
DNA-Target kann zum Beispiel ein DNA-Fragment, virale DNA oder genome DNA sein.

[0065] Ist das Polynukleotid ein ds-Polynukleotid oder eine Triple Helix, sollte diese vor dem Nachweis dena-
turiert werden. Die Denaturierung kann mit Hilfe jeder geeigneten Ma3nahme erfolgen, wie Warmeanwendung
oder Veranderung der lonenstérke oder des pH. Alternativ kénnen einstrangige Kopien durch asymmetrische
PCR hergestellt werden. Es ist bevorzugt, dass einstrangige Kopien eher durch Denaturierung als durch asym-
metrische PCR hergestellt werden, da die Anwendung einer PCR-Stufe, wie vorstehend beschrieben, Variabi-
litat bedingen kann. Es versteht sich, dass die Denaturierung nach Kombinieren der das Target-Polynukleotid
enthaltenden Probe mit den Assay-Reagenzien erfolgen kann. Vorzugsweise erfolgt dies nach Kombination.
Dies besitzt den Vorteil, dass die Gelegenheiten fir eine Renaturierung des Target-Polynukleotids vor dem
Kontakt mit den Assay-Reagenzien reduziert sind. Die Denaturierung kann zweckmaRig durch Erhitzen auf
95°C wahrend 5 Minuten durchgefihrt werden.

[0066] Das Set von Label-Extender-Proben zum Nachweis eines gegebenen Target-Polynukleotids umfasst
zumindest zwei Probentypen und kann bis zu 30 Probentypen umfassen. Es ist bevorzugt, wenn das Set zwi-
schen 5 und 30, bevorzugter zwischen 10 und 25, und meist bevorzugt zwischen 15 und 25 Probentypen um-
fasst. Es versteht sich, dass (i) die optimale GrolRe des Sets abhangig sein kann vom Target und Assay und
(i) die erzielte Amplifikation der Anzahl der verwendeten Label-Extender-Proben proportional ist. Jede La-
bel-Extender-Probe umfasst einen einstrangigen Nukleinsaure-Bereich und ein Label-Teil, wobei der Nuklein-
saure-Bereich eine Sequenz L1, die komplementar ist zu einer Sequenz des Target-Polynukleotids, aufweist,
und das Label-Teil ein Label, welches ein durch Lumineszenz, zum Beispiel evaneszent angeregte Lumines-
zenz, nachweisbares Signal ergibt, oder eine Bindestelle fir dieses Label umfasst, worin jede der besagten
Sequenzen L1 zu physisch verschiedenen, nicht-Uberlappenden Bereichen des Target-Polynukleotids komple-
mentar ist. Jede Label-Extender-Probe kann weiterhin einen zweiten Nukleinsdure-Bereich umfassen, der
nicht zu einer Sequenz des Target-Polynukleotids komplementér ist und der weniger als etwa 500 nt aufweist.

[0067] Die Bindestelle fiir das Label kann eine einstrangige Polynukleotid-Sequenz umfassen. Sie kann eine
Sequenz (L2) sein, die zu einer Sequenz (L3) eines Polynukleotids, an das ein oder mehrere Label-Molekiile
gebunden sind, komplementar ist. Diese zweite Sequenz wird derart ausgewahlt werden, dass sie nicht zu ei-
ner Sequenz der Target-Polynukleotidsequenz oder irgendeiner anderen Sequenz, die voraussichtlich in der
Probe vorzufinden ist, komplementar ist. Es versteht sich, dass wenn die Bindestelle fiir das Label eine ein-
strangige Polynukleotid-Sequenz umfasst, die Label-Extender-Probe einen "Ketten-Extender", wie er in eini-
gen aus dem Stand der Technik bekannten Sandwich-Assays verwendet wird, entsprechen kann und das La-
bel einer "Label-Probe" entspricht.

[0068] Die Bindestelle und das Label kénnen jeweils alternativ Molekile mit hoher Spezifizierung und Affinitat

fureinander, zum Beispiel Biotin/Avidin oder Streptavidin, umfassen. Somit kann die Bindestelle Biotin umfas-
sen und as Label kann Avidin umfassen, oder umgekehrt. Alternativ kann das Label direkt an die Label-Exten-
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der-Probe gebunden sein.

[0069] Der Bereich L1 wird im Aligemeinen zwischen 5 und 5000 Nukleotide, vorzugsweise zwischen 10 und
500 Nukleotiden, bevorzugter zwischen 15 und 20 Nukleotide in der Lange umfassen. Es versteht sich, dass
der Bereich L1 an einen zweiten Nukleinsdure-Bereich gebunden sein kann, der zu einer Sequenz des Tar-
get-Polynukleotids am 3'- oder 5'-Ende nicht komplementar ist.

[0070] Die komplementaren Sequenzen werden derart gewahlt, dass Sequenzen des Target-Polynukleotids
fur die Bindung der Capture-Extender-Probe hieran verbleiben. Gewdhnlich werden zumindest 25 Nukleotide
verfugbar bleiben. Die zu den Label-Extender-Proben komplementaren Sequenzen kénnen getrennt oder im
Wesentlichen angrenzend sein. Sie kbnnen mit Sequenzen alternieren, die zu den Sequenzen der Capture-Ex-
tender-Probe komplementar sind. Es ist bevorzugt, dass die zu dem Label- und dem Capture-Extender-Proben
komplementaren Sequenzen Uber die Target-Sequenz verteilt sind und alternieren.

[0071] Die Sequenzen und die Anzahl der Capture-Extender-Proben, die zu dem Target-Polynukleotid kom-
plementar sind, kdnnen auf Basis von speziellen Kriterien ausgewahlt werden. Zum Beispiel kdbnnen, wenn es
erwlnscht ist, die Menge des Polynukleotids mit einer speziellen Mutation zu quantifizieren, die Sequenzen
dann so gewahlt werden, dass unter den Assay-Bedingungen eine Bindung an den Polynukleotid-Molekilen
nur mit dieser speziellen Mutation erfolgt.

[0072] Die Label-Extender-Probe kann zweckmaRig nach bekannten Methoden der Oligonukleotid-Synthese
oder durch Klonen hergestellt werden und kann in geeigneter Weise fiir das Labelling modifiziert werden. Es
ist bevorzugt, wenn die Sequenzen durch Synthese hergestellt werden. Indem man fiir eine Endgruppe sorgt,
die eine geeignete Funktionalitat besitzt, kénnen mit einem Label versehene Molekile ber die funktionelle
Gruppe verknupft werden. Beispiele umfassen Carboxy, Thio, Amin oder Hydrazin.

[0073] Das Label umfasst eine lumineszierende Verbindung. Vorzugsweise besitzt die Verbindung eine Lumi-
neszenz-Wellenlange im Bereich von 330 nm bis 1000 nm. Beispiele umfassen, ohne hierauf beschrankt zu
sein: Rhodamine, Phycoerythrin, Umbelliferon, Luminol, Texas-Rot, Fluorescein-Derivate, Cumarin-Derivate,
Distyrylbiphenyle, Stilben-Derivate, Phthalocyanine, Naphthalocyanine, Polypyridyl/Ruthenium-Komplexe wie
Tris-(2,2'-bipyridyl)-rutheniumchlorid, Tris-(1,10-phenanthrolin)-rutheniumchlorid, Tris-(4,7-diphe-
nyl-1,10-phenanthrolin)-rutheniumchlorid und Polypyridyl/Phenazin/Ruthenium-Komplexe, Platin/Porphy-
rin-Komplexe wie Octaethyl-Platin-Porphyrin, langlebige Europium- und Terbium-Komplexe oder Cyanid. Be-
sonders geeignet flr Analysen von Blut oder Serum sind Farbstoffe mit Absorptions- und Emissionswellenlan-
gen im Bereich von 5600 bis 900 nm.

[0074] Farbstoffe wie Fluorescein-Derivate, die funktionelle Gruppen aufweisen, Uber die sie kovalent gebun-
den werden kénnen, wie Fluoresceinisothiocyanat, sind bevorzugt. Funktionelle fluoreszierende Farbstoffe, die
im Handel von Biological Detection Systems, Inc., erhéltlich sind, zum Beispiel die mono- und bi-funktionellen
Cy5®-Farbstoffe (Clin. Chemistry, (1994), 40(9), 1819-1822) sind besonders bevorzugt.

[0075] Zusatzlich kann die langere Emissionswellenlange von roten und NIR (nahes Infrarot)-Farbstoffen fir
bestimmte Anwendungen aufgrund der gréReren Penetrationstiefe des evaneszenten Felds (je langen die
Wellenlange ist, um so grof3er ist die Eindringtiefe des evaneszenten Felds) von Vorteil sein. Das Labelling der
Oligonukleotide wahrend der letzten Stufe der DNA-Synthese ist glinstig, was zu einer hdheren Ausbeute und
Homogenitat des Label-versehenen Oligonukleotids, zum Beispiel mit Cy5®, fiihrt.

[0076] Die Capture-Probe kann eine Nukleinsaure-Sequenz, die komplementar ist zu der Capture-Proben-Er-
kennungssequenz, umfassen, worin die Nukleinsauresequenz zwischen etwa 10 und 100 nt lang ist und nicht
zu Sequenzen, die in der Label-Extender-Probe enthalten sind, komplementar ist und worin die Capture-Probe
gebunden ist an oder imstande ist, spezifisch gebunden zu werden an einen planaren Wellenleiter. Es kann
ein Polynukleotid mit zwischen 10 und 100 Nukleotiden in der Lange, vorzugsweise zwischen 15 und 50 Nuk-
leotiden, bevorzugter zwischen 18 und 30 Nukleotiden in der Lange sein. Die Capture-Probe kann eine "uni-
verselle" Sequenze aufweisen, derart, dass sie bei dem Nachweis verschiedener unterschiedlicher Target-Po-
lynukleotide eingesetzt werden kann. Eine bevorzugte Capture-Proben-Sequenz ist 3-TTATAGTACTC-
CAATGCC-5'. Diese Sequenz besitzt eine glinstige Stabilitat gegentber Exonukleasen aufgrund der Immobi-
lisierung an der Oberflache am 3'-Ende. Die Anknipfung der Capture-Probe am 3'-Ende ist giinstig, da die
Capture-Probe durch die meisten Exonukleasen, die Oligonukleotide am 3'-Ende angreifen, nicht verdaut wer-
den kann.
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[0077] Die Capture-Probe kann mit Hilfe bekannter Syntheseprotokolle synthetisiert werden. Es ist bevorzugt,
wenn sie auf einem Wellenleiter-"Chip" synthetisiert wird, so dass sie durch das 3'-Ende immobilisiert werden
kann. Zum Beispiel kann sie mit einem Oligonukleotid-Synthesizer (Applied Biosystems 394B) direkt auf dem
Wellenleiter-Chip synthetisiert werden, der silaniert ist mit 3-Glycidyloxypropyltrimethoxysilan Uber eine Stan-
dardverfahren-Modifizierung, die angewandt wird bei der Oligonukleotid-Synthese auf Teilchen (zum Beispiel
wie in Gait (1990), Oligonucleotide synthesis: a practical approach, Oxford University Press, NY, beschrieben).
Anstelle der Standard-Synthese wird 4-(4,4-Dimethoxytrityl)-hydroxybuttersaure als stabile verknipfende
Gruppe zur Verankerung des 3'-Endes des Oligonukleotids an der Oberflache verwendet. Die Oberflache kann
vor der Verwendung in dem Assay gewaschen werden.

[0078] Wahrend die vorstehende Methode angewandt werden kann, ist die folgende Methode bevorzugt:
a) PWG-Chips werden mit CHCI, gereinigt
b) die Silanierung in flissiger Phase der PWG-Chips erfolgt durch Behandlung mit 2% (Vol./Vol.) 3-Glyci-
dyloxypropyltrimethoxysilan und 0,2% (Vol./Vol.) N-Ethyldiisopropylamin in o-Xylol bei erhéhter Temperatur
(d.h. 50 bis 90°C) wahrend mehrerer Stunden.
c) Silanierte PWG-Chips werden in CH,CN gereinigt
d) PWG-Chips werden in einem Exsikkator unter Vakuum getrocknet
e) Immobilisierung der Oligonukleotide
Die Oberflachen-gebundenen Epoxyringe kénnen utber Ringdffnung mit endstdéndigen Amino- oder Thi-
olgruppen der modifizierten Oligonukleotide reagieren: 100 pl einer 10 nmol einer Thiol- oder Amino-termi-
nierten Capture-Probe enthaltenden Lésung werden bei 35°C tiber Nacht in 100 mM wassrigem Carbonat-
puffer, pH 8,2, inkubiert.
f) PWG-Chips mit immobilisierten Capture-Proben werden mit Wasser gespiilt, getrocknet und bei —20°C
bis zur Verwendung in dem PWG-Setup aufbewahrt.

[0079] Die Capture-Probe kann auf dem Wellenleiter auch mit Hilfe anderer Mittel verankert werden. Zum Bei-
spiel kann ein photochemisches Vernetzen, wie in WO 94/27137 beschrieben, angewandt werden. Eine adha-
sions-férdernde Schicht kann zwischen die Wellenleiterbereiche und die immobilisierte Capture-Probe platziert
werden. Die Dicke der adhasions-fordernden Schicht ist vorzugsweise gleich oder geringer als 50 nm, bevor-
zugter geringer als 20 nm und noch bevorzugter geringer als 10 nm.

[0080] Die Losung, die die Capture-Probe enthalt, kann tropfenweise unter Verwendung eines Multi-Pipetten-
kopfs oder eines modifizierten Tintenstrahldruckkopfs mit piezoelektrischen Antriebselementen aufgebracht
werden. Dies besitzt den Vorteil, dass das Verfahren rasch durchgefiihrt werden kann und dass sehr geringe
Mengen verwendet werden kénnen. Wird eine "universelle" Capture-Probe verwendet, kann die gleiche Lo-
sung auf samtliche Messbereiche aufgebracht werden.

[0081] Die Capture-Probe und anschlieRenden Reagenzien kbnnen mit Hilfe einer Stromungszelle den Mess-
bereichen zugefiihrt werden. Die Trennung der Bereiche kann mechanisch unter Verwendung von Trennsta-
ben oder im Fall eines laminaren Stroms fluidisch durchgefiihrt werden.

[0082] Die selektive Immobilisierung der spezifischen Erkennungselemente ausschlieRlich auf den Nach-
weisbereichen, entweder direkt oder Uiber adhasions-férdernde Schichten, kann bei Verwendung einer Proben-
zelle, die sowohl den Wellenleiterbereich als auch Nicht-Wellenleiterbereiche bedeckt, zu einer Zunahme der
Empfindlichkeit der Nachweismethode flihren, da die nicht-spezifische Bindung der Analyte in den fir die Sig-
nalerzeugung nicht verwendeten Bereichen reduziert ist.

[0083] Es versteht sich, dass eine adhasions-fordernde Schicht selektiv lediglich im Wellenleiterbereich auf-
gebracht werden kann oder in den Nicht-Wellenleiterbereichen deaktiviert werden kann, beispielsweise mit Hil-
fe einer photochemischen Aktivierung oder der vorstehend beschriebenen Zufuhr-Mittel.

[0084] Generell kann die Capture-Probe mit Hilfe von Methoden immobilisiert werden, die die hydrophobe Ad-
sorption oder kovalente Bindung direkt an die Wellenleiterbereiche oder nach chemischer Oberflachenmodifi-
zierung, zum Beispiel durch Silanierung oder durch Aufbringen einer Polymerenschicht, einschlieRen. Um die
Immobilisierung der Capture-Probe direkt auf dem Wellenleiter zu férdern, kann eine diinne Zwischenschicht,
die zum Beispiel aus SiO, besteht (Boksanyi et al., (1976), Advanc. Colloid interface Sci., 6, 95-137) als ad-
hasions-fordernde Schicht aufgebracht werden.

[0085] Es versteht sich, dass die hydrophobe Verknlpfung nicht mdglich ist, wenn die Capture-Probe ein Po-
lynukleotid ist. Kovalente oder ionische Verkniipfung sind im Allgemeinen bevorzugt, jedoch sind auch andere
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Rezeptor/Liganden-Paare, wie Avidin/Biotin, Antikdrper-Haptene oder Erkennungssysteme wie (His),-markier-
tes Oligonukleotid an NTA (Nitrilotriessigsaure) moglich.

[0086] Der Adhéasions-Promotor kann eine funktionalisierte Silanschicht oder eine Polymerschicht sein (z.B.
Polylysin; M. Schena, D. Shalon, R. Heller, A. Chai, P.O. Brown und R. W. Davis: Parallel human genome ana-
lysis: microarray based expression monitoring of 1000 genes, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93, (1996),
10614-10619), die Funktionen (zum Beispiel Epoxy, -NH,, -SH, -COOH, -NHS, Maleimid) aufweisen, wobei
die Funktion vor der Verknipfung der funktionalisierten Capture-Probe (Funktionen wie vorstehend angege-
ben) aktiviert werden sollte. Im Fall von ionischen Verknipfungen sollten Bedingungen angewandt werden, die
ionische Wechselwirkungen zwischen der verknipfenden Funktion der Capture-Probe (jedoch nicht der Cap-
ture-Sequenz oder eines Gliedes der gesamten Nachweiskaskade) und der adhasions-férdernden (also ioni-
schen, komplementar geladenen) Schicht férdern.

[0087] Bei einer nicht-kovalenten Verkniipfung kann die Regenerierung der Oberflache durchgefiihrt werden,
indem man Bedingungen schafft, die die Abspaltung der Capture-Probe von der Oberflache begiinstigen.

[0088] Es kann moglich sein, das Target-Polynukleotid, die Capture-Extender-Probe und die Label-Exten-
der-Probe von der Wellenleiteroberflache derart zu entfernen, dass die Capture-Probe unbeschadigt bleibt und
der Wellenleiter erneut fir den Nachweis des gleichen oder eines verschiedenen Target-Polynukleotids ver-
wendet werden kann. Zum Beispiel kénnen niedriger pH oder hoher pH, erhéhte Temperatur, organische L6-
sungsmittel oder chaotrope Mittel (Salze) verwendet werden, um das Target-Polynukleotid, die Capture-Exten-
der-Probe und die Label-Extender-Probe abzuspalten. Ein pH < 4 kann die DNA beschadigen und ist daher
nicht bevorzugt. Ein hoher pH, z.B. 10 mM NaOH, oder 50% wassrige Harnstofflésung, kdnnen verwendet wer-
den, um die dsDNA an der Sensor-Oberflache zu denaturieren und hierdurch das Target-Polynukleotid und die
Capture-Extender-Probe von der Capture-Probe abzuspalten.

[0089] Capture-Extender-Proben umfassen jeweils zweistrangige Nukleinsdurebereiche, wobei der erste Nu-
kleinsaurebereich eine Sequenz C1 zwischen etwa 10 und 100 nt Lange aufweist, die komplementar ist zu ei-
ner Sequenz des Target-Polynukleotids und wobei der zweite Bereich nicht komplementar ist zu einer Sequenz
des Target-Polynukleotids und weniger als etwa 500 nt Lange aufweist und weiterhin eine Capture-Probe-Er-
kennungssequenz C2 umfasst, worin die Sequenzen L1 und C1 nicht-identische, nicht-komplementare Se-
quenzen sind, die jeweils komplementar zu physisch eigenstandigen nicht-Uberlappenden Sequenzen des Tar-
get-Polynukleotids sind.

[0090] Es versteht sich, dass mehr als ein Typ des Target-Polynukleotids auf einmal in einer Probe nachge-
wiesen werden kann. Capture-Extender-Proben und Label-Extender-Proben von unterschiedlicher Spezifizitat
kénnen gemischt werden und die unterschiedlichen Target-Polynukleotide getrennt nachgewiesen und quan-
tifiziert werden, wenn Labels verwendet werden, die verschiedene Emissionswellenlangen besitzen und daher
in einem geeigneten Wellenleitersystem voneinander unterschieden werden kénnen.

[0091] Es versteht sich, dass das Verhaltnis von Target zu Capture-Extender eine Optimierung fiir ein spezi-
elles Target-Polynukleotid und einen speziellen Konzentrationsbereich erfordern wird. Dies kann erfolgen, in-
dem man das Verhaltnis der Capture-Extender-Probe zu dem Target-Polynukleotid verandert, wahrend man
ein konstantes Verhaltnis Target zu Label-Extender verwendet. Das Optimierungsverfahren wird zur Bestim-
mung der besten Ergebnisse hinsichtlich des Verhaltnisses von spezifischer zu nicht-spezifischer Bindung
(d.h. Bindung in Abwesenheit des Target-Polynukleotids) flihren.

[0092] Das Verhaltnis von Target zu Label-Extender kann ahnlich optimiert werden, indem man ein konstan-
tes Verhaltnis Target zu Capture-Extender anwendet, um das optimale Verhaltnis von Target zu Label-Extender
zu finden.

[0093] Es versteht sich, dass die Gewichtsverhaltnisse oder Konzentrationen der Bestandteile, zum Beispiel
Label-Extender (LE), Capture-Extender (CE) und Label-Probe (LP) im Wesentlichen Assay-spezifisch (d.h. ab-
hangig von der Natur der Probe) und Target-spezifisch sind und fir jedes Target optimiert werden mussen.

[0094] Es ist bevorzugt, dass die Konzentrationen innerhalb der folgenden Bereiche liegen:
1) 0,1 bis 30, bevorzugter 0,5 bis 20 und meist bevorzugt 0,5 bis 10 nM von LE,
2) 0,01 bis 20, bevorzugter 0,1 bis 10 und meist bevorzugt 0,1 bis 5 nM von CE,
3) 0,1 bis 30, bevorzugter 0,5 bis 20 und meist bevorzugt 0,5 bis 10 nM von LP.

13/21



DE 699 19 143 T2 2005.08.11

[0095] Es versteht sich, dass die Erfindung ein Verfahren zum Nachweis eines Target-Polynukleotids unter
Verwendung eines planaren Wellenleiters umfasst, worin das Target-Polynukleotid auf dem Wellenleiter immo-
bilisiert wird mit Hilfe von zwei Klassen von Bindungswechselwirkungen, wobei die erste Klasse der Bindungs-
wechselwirkung mit multiplen Capture-Extender-Proben vonstatten geht, und die zweite Klasse von Bindungs-
wechselwirkung zwischen zumindest einer der Capture-Extender-Proben und zumindest einer der multiplen
Capture-Proben, die gebunden sind oder befahigt sind, gebunden zu werden, und anschlieBend gebunden
werden an die Oberflache des optischen planaren Wellenleiters. Es versteht sich, dass die multiplen Captu-
re-Proben zueinander identisch sein kénnen.

[0096] Es versteht sich, dass die erfindungsgemalfen Verfahren unter Verwendung eines vollautomatisierten
Analysesystems, zum Beispiel des in Sensors and Actuators (1997), Vol. B38-39, 88-95, beschriebenen durch-
geflhrt werden kdénnen. Dieses System ist so ausgestaltet, dass Bioaffinitats-Wechselwirkungen in Real-Zeit
untersucht werden. Die hohe Empfindlichkeit und Selektivitat dieses Systems, kurze Assay-Zyklen und die
Notwendigkeit der Herstellung einer lediglich kleineren Probe kann den Nachweis von Polynukleotiden ohne
die Notwendigkeit einer Target-Amplifizierung durch PCR oder unter Verwendung von verzweigter DNA fiir die
Signal-Amplifizierung erlauben. Dies kann dramatisch die Quantifizierung von zum Beispiel mRNA als Marker
von infektidsen Erkrankungen erleichtern und vereinfachen.

[0097] Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung besteht in der Verwendung eines erfindungsgemafien
Verfahrens fir die Untersuchung oder Diagnose einer Erkrankung oder anderen Reaktion eines lebenden Or-
ganismus, die mit dem Target-Polynukleotid assoziiert sind. Zum Beispiel kann ein Organismus auf eine Ver-
anderung seiner Umgebung, zum Beispiel einer Temperaturanderung, auf osmotischen Schock oder die Kon-
zentration von Schwermetallionen, durch temporale oder raumliche Veranderung in der Gen-Expression rea-
gieren. So kénnen Hitze- oder Kalteschock Veranderungen in den Expressions-Levels von speziellen Genen
verursachen. Es versteht sich, dass die Expression von rekombinanten Genen gemessen werden kénnen,
zum Beispiel eines rekombinanten Gens, dessen Expression durch einen Warmeschock-Promotor kontrolliert
wird.

[0098] Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung richtet sich auf einen optischen planaren Wellenleiter,
worin an die Oberflache der Wellenleiterschicht des planaren Wellenleiters gebunden ist
a) eine Vielzahl von Capture-Proben, wie vorstehend unter 2c) definiert, oder eine Vielzahl von Capture-Ex-
tender-Proben und eine Capture-Probe wie vorstehend unter 2d) definiert;
b) ein Target-Polynukleotid, das gebunden ist an die Capture-Probe oder die Capture-Extender-Probe; und
c¢) eine Vielzahl von Label-Proben, wie vorstehend unter 1a) definiert, die an das Target-Polynukleotid ge-
bunden sind, oder eine Vielzahl von Label-Proben-Extendern wie vorstehend unter 1b) definiert, die an das
Target-Polynukleotid gebunden sind, und eine Label-Probe wie vorstehend unter 1b) definiert, die an den
Label-Proben-Extender gebunden ist.

[0099] Vorzugsweise ist die Capture-Probe ein Polynukleotid mit einer Lange von 10 bis 100 Nukleotiden. Be-
vorzugter ist die Capture-Probe kovalent an die Oberflache des Wellenleiters, wie vorstehend und in Beispiel
1 beschrieben, gebunden.

[0100] Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft ein Kit von Teilen, umfassend eine Capture-Probe, Captu-
re-Extender-Probe, Label-Extender-Probe und gegebenenfalls Label, samtlich wie vorstehend definiert, zur
Durchfuhrung der erfindungsgemaRen Verfahren im Hinblick auf ein spezielles Target-Polynukleotid.

[0101] Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft die Verwendung eines Wellenleiters in einem Nukleinsau-
re-Sandwich-Assay zum Nachweis eines Target-Polynukleotids.

[0102] Ein weiterer Aspekt richtet sich auf die Verwendung eines nicht-Label-amplifizierten Sandwich-Assays
in einem Wellenleiter-vermittelten Polynukleotid-Nachweis-Assay. Unter "nicht-Label-amplifizierter Sand-
wich-Assay" ist ein Nukleinsdure-Sandwich-Assay zu verstehen, worin nicht bDNA verwendet wird.

[0103] Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft einen Sandwich-Assay zum Nachweis eines Target-Polynu-
kleotids unter Verwendung eines optischen planaren Wellenleiters.

[0104] Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft eine Zusammensetzung umfassend einen optischen plana-
ren Wellenleiter, worin an die Oberflache der Wellenleiterschicht direkt oder indirekt eine Capture-Probe oder
Capture-Extender-/Capture-Proben gebunden sind, an die Capture- oder Capture-Extender-/Capture-Probe
das Target-Polynukleotid gebunden ist, an das Target eine Label-Extender-Probe gebunden ist und wenn die
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Label-Extender-Probe eine Bindestelle fir ein Label umfasst, das besagte Label, worin samtliche Komponen-
ten wie bei den vorangehenden Aspekten der Erfindung definiert sind.

[0105] Die Erfindung wird nun eingehender unter Bezugnahme auf die folgenden Figuren und Beispiele be-
schrieben.

[0106] Fig. 1 veranschaulicht eine Moglichkeit eines planaren Wellenleiter-Assays [als Multiple Oligonucleo-
tide Hybridisation Assay — (MOHA) bezeichnet]. Der planare Wellenleiter umfasst einen transparenten Trager
1 und eine Wellenleiterschicht 2. Auf der Oberflache der Wellenleiterschicht ist eine Capture-Probe 3 mit der
Nukleinsauresequenz D2 gebunden, woran uber eine Sequenz C2 eine Vielzahl von Capture-Extender-Proben
4 mit einer Vielzahl von unterschiedlichen Nukleinsdauresequenzen C1 gebunden ist. Das Target-Polynukleotid
5istan die Sequenzen C1 gebunden. An das Target-Polynukleotid ist eine Vielzahl von Label-Extender-Proben
6 gebunden, die Nukleinsdure-Sequenzen L1 und L2 aufweisen. An diese Label-Extender-Proben sind tber
deren Nukleinsaure-Sequenzen L3 Label-Proben 7 mit Nukleinsaure-Sequenzen L3 gebunden. Bei einem wei-
teren Beispiel kann die Vielzahl von Capture-Proben 3' direkt an das Target mit einer Nukleinsaure-Sequenz
D1 gebunden sein. Bei einer anderen Variante kann eine Vielzahl von Label-Proben 6' direkt an das Target
Uber Nukleinsdure-Sequenzen gebunden sein, die zu den ausgewahlten Target-Sequenzen komplementar
sind.

Beispiel 1: Assay fiir Pseudocercosporella herpotrichoides: Sequenz-spezifischer Nachweis des ITS-Bereichs

[0107] Der intern transkribierte Sparer (ITS)-Bereich von Pseudocercosporella herpotrichoides, das kausale
Mittel der Augenflecken-Erkrankung bei Weizen, wurde sequenziert und als einziges Target-Gen in einem
PCR-basierenden Diagnostik-Projekt verwendet. Da die ITS-Sequenz bekannt ist, ist die Entwicklung von Oli-
gonukleotid-Proben relativ unkompliziert. Zusatzlich werden mit verschiedenen Infektionsgraden verflgbare
Augenfleckeninfizierte Weizenextrakte mit Hilfe des vorstehend genannten Diagnostik-Projekts charakterisiert.
Aus diesen Griinden reprasentierte der Augenflecken-ITS-Bereich ein gutes Target fir ein Modell eines
DNA-Assays auf Basis eines planaren Wellenleiters. Tabelle 1 zeigt das Molekulargewicht und die Anzahl der
Basenpaare der genomen DNA, und das PCR-amplifizierte ITS-Fragment von Pseudocercosporella herpotri-
choides. Diese Targets sind samtlich doppelstrangige DNAs, die vor der Verwendung denaturiert werden mis-
sen. Zur Optimierung der Assay-Bedingungen wurde ein einstrangiges ITS-Fragment durch asymmetrische
PCR unter Verwendung eines 20-fachen Uberschusses eines Primers hergestellt, der die interessierende Se-
quenz amplifiziert.

Tabelle 1: Doppelstrangige Target-DNA-Molekiile von verschiedener GroRRe aus Pseudocercosporella herpo-

trichoides
Target Anzahl der Basenpaare Molekulargewicht (Da)
ssITS-Fragment 627 b 2,07x 10°
ds ITS-Fragment 627 bp 4,14x 10°
Plasmid-Vektor 4559 bp 3,01 x 10
Genome DNA 40 Mbp 2,64 x 10"

[0108] Die einstrangige ITS-Target-Sequenz wird nachstehend beschrieben. Es werden auch die fir die 20
Label-Extender (LE) und 5 Capture-Extender (CE) ausgewahlten Bereiche angegeben.
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1 TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAATAGAGCAATGGATAGACAG 50

51 CGCCCCGGGAGAAATCCTGGGGGCCACCCTACTTCGGTAAGGTTTAGAGT 100
101 CGTCGGGCCTCTCGGAGAAGCCTGGTCCAGACCTCCACCCTTGAATAAAT 150
151 TACCTTTIGTTGCTTTGGCAGGGCGCCTCGCGCCAGCGGCTICGGCTGTTG 200
201 AGTACCTGCCAGAGGACCACAACTCTIGTITITAGTGATGTCTGAGTACT 250
251 ATATAATAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT 300
301 GAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA 350
351 ATCATCGAATCTTTGAACGCACATIGCGCCCTCTGGTATICCGGGGGGCA 400
401 TGCCTGITCGAGCGTCATTATAACCACTCAAGCTCTCGCTIGGTATTGGG 450
451 GITCGCGTICTTCGCGGCCTCTAAMATCAGTGGCGGTGCCTGTCGGCTCTA 500
501 CGCGTAGTAATACTCCTCGCGATTGAGTCCGGTAGGTTIACTIGCCAGCA 550
551 ACCCCCAATITITIACAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTG 606
601 AACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA 650

[0109] Die verwendeten Label-Extender-Proben und Capture-Extender-Proben werden in Tabelle 2 gezeigt.
Sie waren so beschaffen, dass sie fir den Rye-Pathotyp von P. herpotrichoides spezifisch sind. Die tatsachli-
chen Proben- und Hybridisierungsbedingungen kénnen es erméglichen, dass der Assay mit dem Weizen-Pa-
thotyp von P. herpotrichoides (98% Gen-Erhaltung in dem ITS-Bereich) eine Kreuzreaktion eingeht.

Tabelle 2: Label-Extender- und Capture-Extender-Proben

31-50 LE1 317-337  LEN1
54:71 cerl 341-361 LEt12
75-92 LE2 365382  LE13
96-112 LE3 386-402  LE14
116-133 LE4 406-426  LE15
137-158 CE2 429-447  LE16
162-178 LES 451467  CE4
182-198 LE6 471-489  LE17
202-218 LE7 493-514  LE18
222242 CE3 518-535  LE19
246-269 LE8 539.556  CE5
273-291 LE9 560-579  LE20
205-313 LE10

[0110] Der ITS-Bereich ist ein guter Gen-Bereich fur das Target zur Assay-Entwicklung, da dieser Bereich bei
dem Spezies-Level hoch-divergent ist. Die extensivere Sequenz-Divergenz in dem ITS-Bereich war die Basis
fur die Entwicklung der PCR-Assays, die imstande sind, Pflanzenpathogene einschlie8lich Septoria, Mycos-
phaerella, P. herpotrichoides und Verticillium nachzuweisen.

[0111] Ahnliche Proben-Sets kénnen im Hinblick auf jede bekannte ITS-Sequenz aus einem beliebigen Tar-
get-Pathogen von Interesse entwickelt werden. Diese kdnnen die Weizen-Pathogene Septoria nodorum, Sep-
toria tritci, Septoria avenae f. sp. Triticea, Fusarium spp. Microdochium nivale, Drechslera tritici-repentis und
Rhizoctonia cerealis einschlieRen. Da die ITS-Bereiche bekannt sind, kbnnen die Assays auch im Hinblick auf
Mais-Pathogene Cercospora zea-maydis, Puccinia sorghi, Kabatiella zeae, Helminthosporium turcicum, Hel-
minthosporium maydis und Helminthosporium carbonum entwickelt werden.

[0112] Die Assay-Charakteristiken werden wie nachstehend gezeigt zusammengefasst.
Messvolumen: 10 pl

Target-Konzentration: 1,7 aM bis 17 fM (1,7 x 1072 bis 1,7 x 107"° Mol je 10 pl)
Label-Extender: jeweils 1 nM (1 x 107 Mol je 10 pl sdmtlicher 20 Label-Extender)
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Capture-Extender: jeweils 0,1 nM (1 x 107"® Mol je 10 pl sdmtlicher 5 Capture-Extender)
Assay-Verfahren: 10 min Aquilibrierung/Waschen

30 min Inkubation (gestoppter Fluss),

10 min Waschen,

5 min Regeneration,

5 min Waschen

Nachweis: 5 min nach der Inkubationsstufe wahrend der Waschstufe

Denaturierung: 95°C wahrend 30 min

Proben-Rack: 1°C

Gittersignal (Durchschnitt von 3 Messungen): Blindwert 4013 + 57 cps, 1,7 aM 3982 + 175 cps, 17 aM 4711
365, 170 aM 5721 + 237, 1,7 fM 11641 + 163, 17 fM 23509 + 1270 cps: LOD: 10 aM.

[0113] Eine universelle Capture-Probe (Chip-3'-TTATAGTACTCCAATGCC-5") wurde Uber das 3'-Ende an der
Chip-Oberflache auf folgende Weise immobilisiert:
a) Oberflachenfunktionalisierung: Flussigphasen-Silanisierung der PWG-Chips erfolgt durch Behandlung
mit 2% (Vol./Vol.) 3-Glycidyloxypropyltrimethoxysilan und 0,2% (Vol./Vol.) N-Ethyldiisopropylamin in o-Xylol
bei erhdhter Temperatur (d.h. 50-90°C) wahrend mehrerer Stunden; die silanisierten PWG-Chips werden
in CH,CN gereinigt und in einen Exzikkator unter Vakuum getrocknet.
b) Immobilisierung der Oligonukleotide: Die Oberflachen-gebundenen Epoxy-Ringe reagieren tber Ring6ff-
nung mit endstéandigen Amino- oder Thiol-Gruppen der modifizierten Oligonukleotide: 100 pl einer Lésung,
die 10 nmol einer Thio- oder Amino-terminierten Capture-Probe enthalt, wird bei 35°C liber Nacht in 100
mM wassrigem Carbonatpuffer, pH 8,7, inkubiert; Chips mit immobilisierten Capture-Proben werden mit
Wasser gespllt, getrocknet und bei —20°C bis zur Verwendung in dem PWG-Setup aufbewahrt.

[0114] Das genome DNA-Target vom R-Pathotyp (10-10° genome Aquivalente) wurde mit einer Lésung von
5 Capture-Extenders (CEs, jeweils 0,1 nM) und 20 Cy5-gekennzeichneten Label-Extendern (LEs 1-20, jeweils
1 nM) in einem Hybridisierungspuffer, pH 7,0 (75 mM Natriumzitrat, 750 nM Natriumchlorid, 0,1% Tergitol
NP-40) gemischt. 200 pl dieser Mischung wurden auf 95°C 30 min erhitzt und anschlielend in einem Pro-
ben-Rack 30 min bei 1°C aufbewahrt. Die Hybridisierungs-Assays erfolgten in dem gleichen Hybridisierungs-
puffer bei 53°C. Die Probenmischung wurde (unter Verwendung einer Apparatur und Methode mit gestopptem
Fluss) 30 min wahrend des Hybridisierungs-Assays inkubiert. Die niedrigste nachgewiesene Menge der Tar-
get-DNA betrug 100 genome Aquivalente (in einem Volumen von 10 pl), bestimmt als das Signal oberhalb von
drei Standardabweichungen des Signals, ermittelt fir die negative Kontrolle mit drei Wiederholungen.

Beispiel 2: Pseudocercosporella herpotrichoides-Assay-Spezifizitat: (Sequenzspezifischer Nachweis der ge-
nomen DNA)

[0115] Der Target-Bereich der genomen DNA ist ihr ITS-Bereich und die CE- und LE-Proben werden in Bei-
spiel 1 beschrieben.

[0116] Die Spezifizitat fir den Nachweis des interessierenden cerealen Pathogens (Pseudocersprolella her-
potrichoides #308, R-Pathotyp) wurde mit dem nicht-spezifischen Signal verglichen, das von einem anderen
cerealen Pathogen mit der gleichen Konzentration erhalten wurde: Microdochium nivale #18222, Fusarium
graminearum R-8417, Septoria tritici #26517, Ceratobasidium cereale (Rhizoctonia cerealis) #44234, Drechs-
lera sorokiniana #11404, Cercospora arachidicula #52476 und Septoria nodorum #24425. Bei einem Tar-
get-Level von 10* genomen Aquivalenten eines jedes cerealen Pathogens wurde ein Verhaltnis von spezifi-
schem zu nicht-spezifischem Signal von 6,1 in dem Assay fur Pseudocersprolella herpotrichoides #308 R-Pa-
thotyp beobachtet, wohingegen ein Verhaltnis von spezifischem zu nicht-spezifischem Signal von 1,0 fiir samt-
liche anderen cerealen Pathogene beobachtet wurde.

[0117] Die Assay-Charakteristiken werden wie nachstehend gezeigt zusammengefasst:
Messvolumen: 10 pl

Target-Konzentration: 1,7 fM (1,7 x 107"® Mol je 10 pl)

Label-Extender: jeweils 1 nM (1 x 107 Mol je 10 pl sdmtlicher 20 Label-Extender)
Capture-Extender: jeweils 0,1 nM (1 x 107"® Mol je 10 pl sdmtlicher 5 Capture-Extender)
Assay-Verfahren: 10 min Aquilibrierung/Waschen

30 min Inkubation (gestoppter Fluss),

10 min Waschen,

5 min Regeneration,

5 min Waschen
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Nachweis: 5 min nach der Inkubationsstufe wahrend der Waschstufe
Denaturierung: 95°C wahrend 30 min

Proben-Rack: 1°C

Gittersignal (Durchschnitt von 3 Messungen):

Blindwert 1201 + 97 cps;

Interessierendes Pathogen:

Pseudocersprolella herpotrichoides #308, R-pathotyp 7270 + 200 cps;

Micradochium nivale #18222 1136 £ 206 cps;
Fusarium graminearum R-8417 1235 + 84 cps;
Septoria tritici #26517 1166 + 106 cps;
Ceratobasidium cereale (Rhizoctonia cerealis) 1295 + 308 cps;
#44234

Drechslera sorokiniana #11404 1172 £ 192 cps;
Cercospora arachidicula #52476 1091 £ 115 cps
Septoria nodorum #24425 1020 + 63 cps.

Patentanspriiche

1. Verfahren zum Nachweis eines Target-Polynukleotids, bei dem zwei Sets von Reagenzien, ein Label-
ling-Set und ein Capture-Set eingesetzt werden, und worin ein optischer planarer Wellenleiter verwendet wird,
umfassend
1) die Bereitstellung des Labelling-Sets der Reagenzien, welches umfasst:

a) eine Vielzahl von Label-Proben, jeweils umfassend einen Label-Teil und einen Nukleinsdurebereich (der vor-
zugsweise einstrangig ist) mit gleichen oder verschiedenen Sequenzen L1 (vorzugsweise zwischen etwa 5 und
100 Nukleotiden (nt) lang; bevorzugter zwischen etwa 8 und 100 nt lang), die komplementar sind zu gleichen
oder verschiedenen Sequenzen des Target-Polynukleotids, und gegebenenfalls zweite Sequenzen zwischen
dem Label-Teil und Sequenzen L1, die weder komplementar sind zu einer Sequenz des Target-Polynukleotids
noch zu dem Capture-Extender oder Capture-Proben und die weniger als etwa 500 nt lang sind, wobei der La-
bel-Teil ein Label umfasst, das ein Signal liefert, welches nachweisbar ist durch Lumineszenz einschliel3lich
evaneszent angeregter Lumineszenz, oder

b) eine Vielzahl von (b1) Label-Extender-Proben, von denen eine jede eine Labelbindende Nukleinsdurese-
quenz L2 und Nukleinsduresequenzen L1 umfasst, worin die Sequenzen L1 komplementar sind zu Nuklein-
sauresequenzen des Target-Polynukleotids und die Sequenz L2 komplementar ist zu der Nukleinsaurese-
quenz L3 einer Label-Probe, und gegebenenfalls (b2) eine Label-Probe, umfassend eine Nukleinsaurese-
quenz L3, die komplementar ist zu der Sequenz L2, und ein Label-Teil, umfassend ein Label, das ein Signal
liefert, welches nachweisbar ist durch Lumineszenz einschlief3lich der evaneszent angeregten Lumineszenz,
und

2) die Bereitstellung des Capture-Sets von Reagenzien, umfassend

c) eine Vielzahl von Capture-Proben, umfassend gleiche oder verschiedene Nukleinsduresequenzen D1, die
komplementar sind zu Nukleinsduresequenzen des Target-Polynukleotids, worin die Nukleinsduresequenzen
D1 (vorzugsweise zwischen etwa 10 und 100 nt lang) nicht komplementar sind zu Sequenzen L1, L2 und L3,
die in der Label-Probe und der Label-Extender-Probe enthalten sind, und worin die Capture-Probe gebunden
ist an oder befahigt ist, spezifisch gebunden zu werden an die Oberflache der Wellenleiterschicht eines Wel-
lenleiters, entweder direkt oder Uber verknipfende Gruppen; oder

d) eine Vielzahl von (d1) Capture-Extender-Proben, jeweils umfassend einen Nukleinsdurebereich (vorzugs-
weise einstrangig) mit einer Sequenz C1 (vorzugsweise zwischen etwa 10 und 100 nt lang), die komplementar
ist zu einer Sequenz des Target-Polynukleotids, und gegebenenfalls einen zweiten Bereich, der nicht komple-
mentar ist zu einer Sequenz des Target-Polynukleotids und vorzugsweise kleiner ist als etwa 500 nt lang, und
weiterhin umfassend eine Capture-Probenerkennungs-Nukleinsduresequenz C2, und (d2) eine Capture-Probe
und worin die Capture-Probe gebunden ist an oder befahigt ist, gebunden zu werden an die Oberflache der
Wellenleiterschicht eines Wellenleiters entweder direkt oder tber verkniipfende Gruppen, umfassend Nuklein-
sauresequenzen D2, die komplementéar sind zur Sequenz C2, worin die Sequenzen L1 und C1 nicht-identi-
sche, nicht-komplementare Sequenzen sind;

3) Kombinieren in einem wassrigen Medium unter bindenden Bedingungen fur komplementare Sequenzen, ei-
ner Testprobe, worin die Anwesenheit des Target-Polynukleotids bestimmt werden soll (das derart behandelt
worden sein kann, dass das Target-Polynukleotid in einstrangiger Form vorliegt), mit

a) Zusammensetzungen 1a) und 2c) oder 1a) und 2d), oder (b) Zusammensetzungen 1b) und 2c¢) oder 1b) und
2d), oder (¢) Zusammensetzungen 1a), 1b) und 2c) oder 1a), 1b) und 2d), oder (d) Zusammensetzungen 1a),
2c) und 2d) oder 1b), 2c) und 2d), oder (e) Zusammensetzungen 1a), 1b), 2c) und 2d), so dass Komplexe ge-
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bildet werden;

4) Binden der Komplexe von Stufe 3 an den Wellenleiter Gber eine Vielzahl von Kopien der Capture-Probe (die
Capture-Probe kann an den Wellenleiter vor dem Binden an die Komplexe von Stufe 3 gebunden werden oder
an den Wellenleiter nach Binden an die Komplexe von Stufe 3 gebunden werden);

5) wenn die Zusammensetzung 1b) keine Label-Probe umfasst und ein Label nicht in Stufe 3 eingeschlossen
ist, um besagte Komplexe einem Labelling zu unterziehen, dann Kombinieren des gebundenen Komplexes
von Stufe 4 mit dem Label;

6) Nachweis des an das Target-Polynukleotid gebundenen Labels durch Messen der Lumineszenz, die in dem
evaneszenten Feld des Wellenleiters angeregt wird, oder durch Messen der Lumineszenz, die in dem nahen
Feld des Wellenleiters erzeugt wird,

wobei zumindest zwei Label-Proben oder Label-Extender, Capture-Proben oder Capture-Extender-Proben mit
verschiedenen Nukleinsduresequenzen, die zu verschiedenen Target-Nukleinsduresequenzen komplementar
sind, verwendet werden.

2. Verfahren gemaf Anspruch 1, worin die Stufen 3 und 5 vor Stufe 4 durchgefuhrt werden.

3. Verfahren gemaf einem der Anspruiche 1 oder 2, worin das Label-Teil eine lumineszierende Verbindung
umfasst.

4. Verfahren zum Nachweis eines Target-Polynukleotids gemafl den Ansprichen 1 bis 3, unter Verwen-
dung eines Nukleinsaure-Sandwich-Assays mit LOsungsphase, worin der feste Trager ein optischer planarer
Wellenleiter ist und das Label nachgewiesen wird durch Messen der Lumineszenz, die in dem evaneszenten
Feld des Wellenleiters angeregt wird, oder Lumineszenz, die in dem nahen Feld des Wellenleiters erzeugt wird.

5. Verfahren zum Nachweis eines Target-Polynukleotids unter Verwendung eines optischen planaren Wel-
lenleiters gemafR den Ansprichen 1 bis 4, worin das Target-Polynukleotid auf dem Wellenleiter immobilisiert
wird mit Hilfe von zwei Klassen von Bindungs-Wechselwirkungen, wobei die erste Klasse der Bindungs-Wech-
selwirkung mit zumindest einer Capture-Extender-Probe stattfindet und die zweite Klasse der Bindungs-Wech-
selwirkung stattfindet zwischen zumindest einer der besagten Capture-Extender-Proben und zumindest einer
der zahlreichen Capture-Proben, die gebunden sind an oder befahigt sind, gebunden zu werden und anschlie-
Rend gebunden werden an die Oberflache der Wellenleiterschicht des planaren Wellenleiters.

6. Verfahren gemaR einem der Anspriiche 1 bis 5, worin das gebundene Label von dem nicht-gebundenen
Label vor der Messung des gebundenen Labels nicht getrennt wird.

7. Verfahren gemafd einem der Anspriche 1 bis 6, worin ein Target-Polynukleotid nachgewiesen wird,
wenn weniger als 10* Kopien des Target-Polynukleotids in Testprobenvolumina zwischen 10 nl bis 10 ml vor-
handen sind.

8. Verfahren gemal einem der Anspriiche 1 bis 7, worin weniger als 1 000 Aquivalente der genomen DNA
in 10 pl eines Testprobenvolumens vorliegen.

9. Verfahren gemaR einem der Anspriiche 1 bis 8, worin die Capture-Probe auf dem optischen planaren
Wellenleiter synthetisiert wird.

10. Verfahren gemaf einem der Anspriiche 1 bis 9, worin mehr als ein Target-Polynukleotid in einer Test-
probe nachgewiesen wird.

11. Verfahren gemaf einem der Anspriche 1 bis 10, worin das Target-Polynukleotid eine Sequenz aus ei-
nem pathogenen Organismus ist oder ein Polynukleotid ist, das eine Sequenz umfasst, die mit einer Erkran-
kung eines lebenden Organismus assoziiert ist.

12. Verfahren gemaf Anspruch 11, worin der pathogene Organismus ein Virus ist.

13. Verwendung eines Verfahren gemaf einem der Anspriiche 1 bis 12 fir die Untersuchung oder Diag-
nose einer Erkrankung, die mit dem Target-Polynukleotid assoziiert ist.

14. Kit aus Teilen, umfassend Capture-Proben gemaf 2¢) von Anspruch 1, Capture-Extender-Proben ge-

maf 2d) von Anspruch 1, Label-Proben gemaR 1a) von Anspruch 1, und Label-Extender-Proben zusammen
mit Label-Proben gemaR 1b) von Anspruch 1, wobei zumindest zwei Label-Proben oder Label-Extender-Pro-
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ben, Capture-Proben oder Capture-Extender-Proben verschiedene Nukleinsauresequenzen umfassen, die
komplementar sind zu verschiedenen Target-Nukleinsauresequenzen.

15. Optischer planarer Wellenleiter, worin an die Oberflache der Wellenleiterschicht des planaren Wellen-
leiters gebunden ist:
a) eine Vielzahl von Capture-Proben, wie unter 2c) definiert, oder eine Vielzahl von Capture-Extender-Proben
und einer Capture-Probe, wie unter 2d) von Anspruch 1 definiert;
b) ein Target-Polynukleotid, das gebunden ist an die Capture-Probe oder die Capture-Extender-Probe; und
c¢) eine Vielzahl von Label-Proben, wie unter 1a) von Anspruch 1 definiert, die gebunden sind an das Target-Po-
lynukleotid, oder eine Vielzahl von Label-Proben-Extendern, wie unter 1b) von Anspruch 1 definiert, die gebun-
den sind an das Target-Polynukleotid, und eine Label-Probe, wie unter 1b) von Anspruch 1 definiert, die an den
besagten Label-Proben-Extender gebunden ist.

Es folgt ein Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

FIGUR 1
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