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(57) Abstract

The invention relates to an agent for detecting
chemical substances or physical properties, compris-
ing: a first polynucleotide (1) or peptide sequence
having a first (3) fluorophore group, the first end (E1)
of said sequence being bonded on a solid phase (5)
and a second polynucleotide (1a) or peptide sequence
having a second (4) fluorophore group, the second
end (E2) of said sequence having a group (6) that
can be bonded or attached to the chemical substance
(7) to be detected or that is sensitive to the physi-
cal property to be detected. The first polynucleotide
(1) or peptide sequence can be attached to the sec-
ond polynucleotide (1a) or peptide sequence in such
a way that a spatial relationship enabling an interac-
tion between the first (3) and the second fluorophore
group (4) is produced. When the chemical substance
(7) is attached to the group (6) and or the influence of
an external force is exerted on the group (6, 12), the
spatial relation can be eliminated thereby generating
a fluorescent reaction.
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(57) Zusammenfassung

Die Erfindung betrifft ein Mittel zum Nachweis chemischer Substanzen oder physikalischer Eigenschaften, mit einer eine erste
(3) fluorophore Gruppe aufweisenden ersten Polynukieotid- (1) oder Peptidsequenz, deren erstes Ende (E1) an eine feste Phase (5)
gebunden ist und einer eine zweite (4) fluorophore Gruppe aufweisenden zweiten Polynukleotid— (1a) oder Peptidsequenz, deren zweites
Ende (E2) eine an die nachzuweisende chemische Substanz (7) bind— bzw. anlagerbare oder eine fiir die nachzuweisende physikalische
Eigenschaft empfindliche Gruppe (6) aufweist, wobei die erste Polynukleotid— (1) oder Peptidsequenz an die zweite Polynukleotid— (1a)
oder Peptidsequenz so anlagerbar ist, dass eine eine Wechselwirkung zwischen der ersten (3) und der zweiten fluorophoren Gruppe (4)
ermoglichende riumliche Beziehung herstellbar ist, und wobei bei Anlagerung der chemischen Substanz (7) an die Gruppe (6) und/oder
Einwirkung einer duBeren Kraft auf die Gruppe (6, 12) die riumliche Beziehung aufheb— und damit eine Fluoreszenzreaktion erzeugbar ist.
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Mittel und Verfahren zum Nachweis chemischer Substanzen

Die Erfindung betrifft ein Mittel und ein Verfahren zum Nach-

weils chemischer Substanzen und physikalischer Eigenschaften.

Aus der US 5,607,834 ist es bekannt, zum Nachweis einer Nu-
kleotidsequenz einen Primer mit einer Haarnadelschleife zu
verwenden. Dabei sind an den gegeniiberliegenden Schleifenab-
schnitten der Haarnadelschleife ein erstes und ein zweites
fluorophores Molekiil vorgesehen. Die fluorophoren Molekile
sind hier so ausgebildet, dab durch den strahlungslosen Ener-
gieilibergang die Fluoreszenz geléscht wird. Wenn der Primer
allerdings mit einem komplement&ren Gegenstrang hybridisiert,
wird die Haarnadelschleife gedffnet. Die eine Fluoreszenz 10-
schende rdumliche Beziehung zwischen dem ersten und dem zwei-
ten fluorophoren Molekil wird gedndert. Damit ist eine Fluo-
reszenz beobachtbar. - Dieses Verfahren eignet sich nur zum

Nachweis von Nukleotidsequenzen.

Aus David J. Holme und Hazel Peck: Analytical biochemistry,
Longnamm, London und New York, 1983, Seiten 243-244 1ist es
allgemein Dbekannt, zum Nachweis von Antigenen Fluro-

Immonoassays zu verwenden.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein Mittel und ein
Verfahren anzugeben, die sich universell zum Nachweis chemi-

scher Substanzen und physikalischen Eigenschaften eignen.

Diese Aufgabe wird durch die Merkmale der Anspriche 1 und 13
geldst. ZweckmdBige Ausgestaltungen ergeben sich aus den
Merkmalen der Anspriiche 2 bis 12 und 14 bis 32.
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Nach MaBgabe der Erfindung ist ein Mittel zum Nachweis chemi-
scher Substanzen oder pysikalischer Eigenschaften vorgesehen,

mit

einer eine erste fluorophore Gruppe aufweisenden ersten
Polynukleotid- oder Peptidsequenz, deren erstes Ende an eine

feste Phase gebunden ist und

einer eine zweite fluorophore Gruppe aufweisenden zwei-
ten Polynukleotid- oder Peptidsequenz, deren zweites Ende ei-
ne an die nachzuweisende chemische Substanz bind- bzw. anla-
gerbare oder eine fir die nachzuweisende physikalische Sub-

stanz empfindliche Gruppe aufweist,

wobei die erste Polynukleotid- oder Peptidsegquenz an die
zweite Polynukleotid- oder Peptidsequenz so anlagerbar ist,
dass eine eine Wechselwirkung zwischen dem ersten und dem
sweiten fluorophoren Molekiil erméglichende raumliche Bezie-

hung herstellbar ist,

und wobei bei Anlagerung der chemischen Substanz an die
Gruppe und/oder Einwirkung einer &aufleren Kraft auf die Gruppe
die riumliche Beziehung aufheb- und damit eine Fluoreszenzre-

aktion erzeugbar ist.

Das Mittel ist universell zum Nachweis chemischer Substanzen
und physikalischer Eigenschaften geeignet. Zur Prifung der
Frage, ob eine bestimmte chemische Substanz in einer L&sung
enthalten ist, wird das Mittel mit der Losung in Kontakt ge-
bracht. Wenn die chemische Substanz in der Losung enthalten

ist, lagert sie sich an die Gruppe an. Durch Einwirkung einer



10

15

20

25

30

WO 99/45142 PCT/DE99/00558

von der festen Phase weg gerichteten &uBern Kraft, z.B. einer
Zentrifugalkraft, wird die r&umliche Beziehung zwischen der
ersten und der zweiten fluorophoren Gruppe gedndert. Es ist
eine Fluoreszenzreaktion beobachtbar. Dabei kann es sich um
die Loschung einer bei Vorliegen der raumlichen Beziehung ge-
bildeten Fluoreszenz handeln. Die Fluoreszenzreaktionen beru-

hen hier im wesentlichen auf dem sogennnten Férster-Effekt.

zur Lésung der Aufgabe ist des weiteren ein Verfahren zum
Nachweis chemischer Substanzen oder pysikalischer Eigenschaf-

ten vorgesehen, mit

einer eine erste fluorophore Gruppe aufweisenden ersten
Polynukleotid- oder Peptidsequenz, deren erstes Ende an eine

feste Phase gebunden ist und

einer eine zweite fluorophore Gruppe aufweisenden zwei-
ten Polynukleotid- oder Peptidsequenz, deren zweites Ende ei-
ne an die nachzuweisende chemische Substanz bind- bzw. anla-
gerbare oder eine filir die nachzuweisende physikalische Eigen-

schaft empfindliche Gruppe aufweist,

wobei die erste Polynukleotid- oder Peptidsequenz an die
zweite Polynukleotid- oder Peptidsequenz so angelagert wird,
dass eine eine Wechselwirkung zwischen dem ersten und dem
zweiten fluorophoren Molekil erméglichende raumliche Bezie-

hung gebildet wird,

und wobei bei Anlagerung der chemischen Substanz an die
Gruppe und/oder Einwirkung einer &uBeren Kraft auf die Gruppe
die raumliche Beziehung aufgehoben und damit eine Fluores-

zenzreaktion erzeugt wird.
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Das Verfahren eignet sich universell zum Nachweis chemischer
Substanzen und physikalischer Eigenschaften, wie =z.B. das
Vorhandensein eines Magnetfelds. Dazu kann z.B. eine magneti-
sche chemische Substanz an die Gruppe gekoppelt werden oder
eine magnetische Gruppe vorgesehen sein. Beli Anlegen eines
Magnetfelds, welches die chemische Substanz bzw. Gruppe weg
von der festen Phase zieht, wird die raumliche Beziehung zwi-
schen dem ersten und dem zweiten fluorophoren Molekil aufge-
hoben. Es ist eine Fluoreszenzreaktion beobachtbar, welche
das Vorhandensein eines Magentfelds anzeigt. Das erfindungs-
gemafe Verfahren ist auBerdem schneller als herkémmliche Ver-
fahren zum Nachweis chemischer Substanzen, wie das ELISA-
Verfahren, weil zum Nachweis ein zeitaufwendiger Umsatz eines
farbgebenden Substrats nicht erforderlich ist und weil die
Waschschritte zur Entfernung ungebundener Antikoérper entfal-

len.

Nach einer Ausgestaltung sind die erste und die zweite Po-
lynukleotid- oder Peptidsequenz zu einem Molekdl verbunden.
In diesem Fall kann die rdumliche Beziehung in Form einer Se-
kundarstruktur, insbesondere als Haarnadelschleife, Helix
oder Faltblattstruktur, ausgebildet sein. Vorteilhafterweise
sind das erste fluorophore Molekiil an einem ersten Schleifen-
abschnitt und das zweite fluorophore Molekil gegeniiberliegend
an einem zweiten Schleifenabschnitt der Haarnadelschleife in

einem eine Wechselwirkung ermdglichenden Abstand gebunden.

Bei der festen Phase kann es sich um einen, vorzugsweise
elektrisch leitfahigen, Kunststoff handeln. Dieser enthdlt
zweckmdBigerweise ein Polycarbonat, Trimethylthiophen, Thio-

phen, Triaminobenzol und/oder ein Polycarben.
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Die Polynukleotidsequenz kann eine Desoxyribinukleinsédure
(DNA), eine Phospothionatnukleinsdure (PTO) oder eine Peptid-
Nukleinsiure (PNA) sein. Statt dessen koénnen aber auch ein
Peptid oder ein Protein verwendet werden. Bei der Fluores-
zenzreaktion kann es sich um die Erzeugung oder das Ldschen

von Fluoreszenz handeln.

Nachfolgend werden Ausfithrungsbeispiele des Mittels und Ver-

fahrens anhand der Zeichnung nidher erldutert. Hierin zeigen

Fig. 1 eine schematische Darstellung des Mittels,

Fig. 2 eine schematische Ansicht nach Fig. 1, mit einem
daran gebundenen Antigen und

Fig. 3 eine schematische Ansicht nach Fig. 2, wobei die
Sekundarstruktur aufgehoben ist,

Fig. 4 eine schematische Darstellung eines zweiten Mittels
im ersten Zustand,

Fig. 5 eine schematische Darstellung nach Fig. 4, wobel
das zweite Mittel im zweiten Zustand ist,

Fig. © eine schematische Darstellung eines dritten Mittels
im ersten Zustand und

Fig. 7 eine schematische Darstellung nach Fig. 6, wobel

das dritte Mittel im zweiten Zustand ist.
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In Fig. 1 ist das Mittel schematisch dargestellt. Eine DNA 1
weist eine Haarnadelschleife 2 mit einem ersten 2a und einem
korrespondierenden zweiten gegeniiberliegenden Schleifenab-
schnitt 2b auf. Am ersten Schleifenabschnitt 2a ist eine er-
ste flourophore Gruppe 3 und am zwelten Schleifenabschnitt 2b
ein Quencher 4 gebunden. Zwischen der ersten fluorophoren
Gruppe 3 und dem Quencher 4 besteht eine Wechselwirkung, wel-
che Fluoreszenz 1&scht oder die Wellenlange des emittierten
Lichts spezifisch verédndert. Statt des Quenchers 4 kann auch
eine zweite fluorophore Gruppe vorgesehen sein. Dabei kann es
sich um eine Donorgruppe handeln. In diesem Fall besteht die
erste fluorophore Gruppe aus einer Akzeptorgruppe. In der
nachfolgenden Tabelle sind geeignete Donor-/Akzeptor-

verbindungen wiedergegeben:

Donor Akzeptor

Fluorescein Fluorescein
6-Carboxy-Fluorescein 6-Carboxymethyl-Rhodamin
Fluorescein Tetramethylrhodamin
IAEDANS (= 5-((((2-iodoacyl) |Fluorescein

amino)ethyl)amino)naphthalene-

l-sulonsaure)

EDANS (= 5-( (2-aminomethyl) | DABCYL (4-dimethylaminoazo-

amino)naphthalen~-l-sulfonsdure benzen-4 -sulfoylchlorid)

BODIPY FL BODIPY FL

FEin erstes Ende El1 der DNA 1 ist an eine feste Phase 5, z.B.
ein Polycarbonat, gebunden. An einem zweiten Ende E2 der DNA

1 ist ein Antikorper 6, z.B. ein CD4-Antikdrper, gebunden.

Fig. 2 zeigt das in Fig. 1 dargestellte Mittel, wobei an den

Antikorper 6 ein nachzuweisendes Antigen 7, z.B. ein CD4-
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Antigen, gebunden ist. Ein Stoff 8 ist aus einer weiteren an
das Antigen 7 anlager- bzw. bindbaren Gruppe 9, z.B. ein Cbh4-
Antikréper, und einem superparamagnetischen Partikel 10 ge-
bildet. Als superparamagnetische Partikel koénnen magnetische
beads verwendet werden, wie sie von den Firmen MILTENY oder
DYNATECH angeboten werden. Solche magnetischen beads koénnen
mittels Biotin an einen CD4-Antikérper zur Bildung des Stoffs
8 gekoppelt werden. Statt des superparamagnetischen Partikels
10 kann auch eine superparamagnetische Gruppe Verwendung fin-
den. Die weitere Gruppe 9 ist ebenfalls an das nachzuweisende

Antigen 7 gebunden.

Fig. 3 zeigt das in Fig. 2 gezeigte Mittel mit angelagertem
Antigen 7 und einen daran gekoppelten Stoff 8. Die Haarnadel-
schleife 2 ist hier aufgehoben. Die Akzeptorgruppe 3 und der
Quencher 4 sind soweit voneinander entfernt, dahk keine Wech-
selwirkung zwischen ihnen mehr besteht. Mit dem Bezugszeichen

11 ist ein Magnet bezeichnet.
Die Funktion des Mittels ist folgende:

Einer das nachzuweisende Antigen 7 enthaltenden Probe wird
der Stoff 8 zugesetzt. Die weitere Gruppe 9 des Stoffs 8 bin-
det an das Antigen 7. Dann wird das Mittel gem&h Fig. 1 mit
der Probe in Kontakt gebracht. Das Antigen 7 bindet nun (mit
daran gekoppeltem Stoff 8) an die Gruppe 6. Nachfolgend wird
der Magnet 11 in die Nahe der Probe gebracht. Das Magnetfeld
ist so ausgebildet, daB die superparamagnetischen Partikel 10
von der festen Phase 1 wegbewegt werden. Durch die dadurch
auf die DNA 1 wirkende Kraft wird die Haarnadelschleife 2
aufgehoben. Die DNA 1 bildet ein langgestrecktes Molekdl. Die

Wechselwirkung zwischen der vormals gegeniberliegenden ersten
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fluorophoren Gruppe 3 und dem Quencher 4 fallt weg. Bei Anre-
gung der ersten fluorophoren Gruppe 3 1st nun eine Fluores-
zenz beobachtbar. Die Fluoreszenzreaktion dient zum Nachweis
des Antigens 7. - Es kann zum Nachweis auch ein Donor-/ Ak-
zeptorpaar verwendet werden, bei dem bei Bestehen der Wech-
selwirkung eine verstédrkte und bei Aufhebung der Wechselwir-

kung eine abgeschwdchte Fluoreszenz bewirkt wird.

Das Mittel kann nun aus der Probe entfernt werden. Gleichzei-
tig wird damit das nachgewiesene Antigen 7 der Probe entzo-

gen.

Das Mittel kann infolge des bei Vorliegen des nachzuweisenden
Antigens 7 bewirkten Fluoreszenzsignals automatisch durch ei-
nen Roboter der Probe entfernt und zur Durchfithrung weiterer
Verfahrensschritte an eine dazu vorgesehene Einrichtung tber-

geben werden.

In Fig. 4 weist eine DNA oder PNA 1 eine Haarnadelschleife 2
mit einem ersten Schleifenabschnitt 2a und einem dazu komple-
mentiaren zweiten Schleifenabschnitt 2b auf. Am ersten Schlei-
fenabschnitt 2a ist eine erste fluorophore Gruppe 3 und am
sweiten Schleifenabschnitt 2b eine zweite fluorophore Gruppe
4 gebunden. Die fluorophoren Gruppen 3, 4 weisen einen raum-
lichen Abstand auf, der bei entsprechender Anregung einen
Fluoreszenz-Energie-Transfer erlaubt. Bei den fluorophoren
Gruppen 3, 4, kann es sich um ein Donor/Akzeptor-Paar oder
ein Donor/Quencher-Paar handeln. Dabei kann sowohl der ersten
fluorophoren Gruppe 3 als auch der zweiten fluorophoren Grup-

pe 4 die Donor- oder Akzeptorfunktion zukommen.
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Die Haarnadelschleife 2 wird mit einer ersten Kraft Fl1 zusam-
mengehalten. Die DNA 1 ist mit einem Ende El1 an die feste
Phase 5 gebunden. Dabei kann es sich um Polysterol oder Poly-
carbonat handeln. Es kann am einen Ende der DNA 1 Biotin vor-
gesehen sein, welches zur Bindung an die feste Phase mit ei-

ner dort vorgesehenen Streptavidinbeschichtung reagiert.

Am zweiten Ende E2 der DNA 1 ist eine Gruppe 12 gebunden. Da-
bei kann es sich um einen Antikérper, ein Antigen, einen Re-
zeptor oder einen Liganden handeln. Sofern der Nachweis phy-
sikalischer Eigenschaften gefiihrt werden soll, kann es sich
bei der Gruppe auch um eine magnetische 12 oder eine elek-

trisch geladene Gruppe handeln.

In Fig. 5 ist das Mittel gemal Fig. 4 im zweiten Zustand ge-
zeigt. Auf die magnetische Gruppe 12 wirkt eine zweite Kraft
F2. Dabei handelt es sich um eine Magnetkraft. Die zwelite

Kraft F2 ist groBer als die erste Kraft Fl.

Bei Anlegen der zweiten Kraft F2 wird die DNA 1 gestreckt.
Die Haarnadelschleife 2 wird zerstért. Die réaumliche Bezie-
hung zwischen der ersten 3 und der zweiten fluorophoren Grup-
pe 4 wird aufgehoben. Es ist kein Fluoreszenz-Energie-
Transfer mehr méglich. Die fluorophoren Eigenschaften der er-
sten 3 und der zweiten fluorophoren Gruppe 4 &ndern sich. Auf
der Grund der Anderung der fluorophoren Eigenschaften ist ein

Nachweis eines Vorliegens eines Magnetfelds moglich.

In den Fig. 6 und 7 ist ein drittes Mittel zum Nachweis che-
mischer Substanzen oder physikalischer Eigenschaften gezeigt.
Dabei ist an die feste Phase 5 eine erste DNA la gebunden,

welche die erste fluorophore Gruppe 3 trdgt. Die erste DNA 1la
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ist abschnittsweise komplementd&r zu einer zweiten DNA 1lb, an
deren zweites Ende die magnetische Gruppe 12 gebunden ist.

Die zweite DNA 1lb tr&gt einen Quencher 4.

Die erste DNA la und die zweite DNA 1lb sind so ausgebildet,
dass bei Aneinanderlagerung ihrer komplementédren Sequenzab-
schnitte die erste fluorophore Gruppe 3 und der Quencher 4
eine riumliche Beziehung eingehen kdnnen, welche einen Fluo-

reszenz-Energie-Transfer ermdglicht.

Bei Anlegen eines Magnetfelds wird auf die magnetische Gruppe
12 eine von der festen Phase 5 weggerichtete Kraft F2 ausge-
iibt. Die zweite Kraft F2 ist grofer als die erste Kraft Fl,
mit welcher die erste DNA la und die zweite DNA 2a im in Fig.
6 gezeigten ersten Zustand zusammengehalten werden. Unter
Einwirkung der zweiten Kraft F2 1¢st sich die zweite DNA 1b
von der ersten DNA la ab. Die r&dumliche Beziehung zwischen
der ersten fluorophoren Gruppe 3 und dem Quencher 4 wird auf-
gehoben. Es ist kein Fluoreszenz-Energie-Transfer mehr mog-
lich. Dadurch wird eine Fluoreszenzreaktion bedingt, die das

Vorhandensein eines Magnetfelds anzeigt.

Beispiel: Herstellung eines Magnetfeldsensors

1. Synthese eines DNA-Hybrids einer mit fluoreszenzaktiven

Gruppe.

Zwei Oligonukleotide einer Liange von 40 Basen werden synthe-
tisiert. Die Sequenzen der Oliogonukleotide sind zueinander
komplementdr. Der Schmelzpunkt der Oligonukleotide liegt bei
ca. 70°C. Ein erstes Oligonukleotid trdgt am 3'Ende einen

Aminolinker und am 5'Ende eine Fluoreszein-Gruppe. Ein zwei-
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tes Oliognukleotid tragt am 3'Ende eine Dabcyl-Gruppe und am
5'Ende ein Biotin-Molekiil. Die vom Hersteller (TibMol Biol,
Berlin) im gefriergetrockneten Zustand gelieferten Oligonu-
kleotide werden in einer Konzentration von 100 mM in sterilen
Wasser gelést. Je 100 pl der Losungen werden in einem 500 pl
Reaktionsgefah zusammengefithrt und 5 Min. auf 95°C erhitzt.
Danach wird die Probe 15 Min. auf 68°C (2 Min. unterhalb des
Schmelzpunktes der Oligonukleotide) abgekithlt und dann bei
4°C gelagert.

2. Kopplung des DNA-Hybrids an eine Maleins&dureanhydrid-

aktivierte Kunststoffoberfldche

In jeder Kavitidt einer Maleins&dureanhydrid-aktivierten Mikro-
titerplatte (Pierce, KMF, Berg.-Gladbach) wird 100 nl der
synthetisierten DNA-Hybrids gegeben. Die DNA wird dber Nacht
unter Schiitteln bei 4°C mit der Oberfldche inkubiert. An-
schlieBend wird die Losung von der Oberfldche abgezogen und 3
mal mit je 150 pl sterilen Wasser gewaschen. Zur Absdttigung
von vorhandenen aktivierten Bindungsstellen wird die Oberfléa-
che 3 mal mit 150 pl sterilen 10 mM TrisCl, 1mM EDTA 5 Min.
bei Raumtemperatur inkubiert. Die Oberflédche wird in sterilen

100 pl mM TrisCl, 1 mM EDTA ph 8 bei 4°C gelagert.

3. Bindung an superparamagnetische Partikel

Streptavidin-beschichtete superparamagnetische Partikel der
(Dynal, Hamburg) werden 1:1 (v/v) in 10 mM TrisCl, 1 mM EDTA
ph 8 suspendiert. Ca. 5 pl Partikel-Suspension werden jeweils
in ein beschichtetes Well der Mikrotiterplatte gegeben. Die

Partikel werden durch leichtes NachstoBen der Mikrotiterplat-
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te auf der Oberfliache verteilt. Die Suspension wird 15 Min.

bei Raumtemperatur inkubiert.

4. Nachweis eines Magnetfelds mittels eines FET-basisierten

Sensors

Die Fluoreszenz der Mikrotiterplatte wird im Mikrotiterplat-
tenreader und im Fluoreszenzmikroskop beobachtet. Dabei wird
als Anregungsenergie die Wellenldnge zur Anregung des Fluo-
reszein bei 491 nm und die Emission bei 515 nm gemessen. In
die L®sung wird in definierten Abstadnden vom Boden der Mikro-
titerplatte ein Permanentmagnet eingefihrt und nach 20 Sek.
wieder entfernt. Die Erhohung der Fluoreszenz zeigt das Vor-
handensein eines magnetischen Felds an. Als Kontrolle dient
eine Mikrotiterplatte, die ein fixiertes DNA-Hybrid, das

identisch behandelt wurde aber kein Biotin tréagt.
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Bezugszeichenliste

la
1b

2a

o ~3 o U s W

10
11
12

El
E2
Fl
F2

DNA
erste DNA
zwelte DNA

Haarnadelschleife

erster Schleifenabschnitt
zweiter Schleifenabschnitt
erste fluorophore Gruppe
Quencher

feste Phase

erster Antikdrper

Antigen

Stoff

zweiter Antikdrper

superparamagnetisches Partikel

Permanentmagnet

magnetische Gruppe

erstes Ende
zweltes Ende
erste Kraft

zweite Kraft
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Patentanspriche

1.

Mittel zum Nachweis chemischer Substanzen oder pysikali-

scher Eigenschaften, mit

einer eine erste (3) fluorophore Gruppe aufweisenden er-
sten Polynukleotid- (la) oder Peptidsequenz, deren erstes

Ende (El) an eine feste Phase (5) gebunden ist und

einer eine zweite (4) fluorophore Gruppe aufweisenden
zweiten Polynukleotid- (lb) oder Peptidsequenz, deren
zweites Ende (E2) eine an die nachzuweisende chemische
Substanz (7) bind- bzw. anlagerbare oder eine fiir die
nachzuweisende physikalische Eigenschaft empfindliche

Gruppe (6, 12) aufweist,

wobei die erste Polynukleotid- (la) oder Peptidsequenz an
die zweite Polynukleotid- (1lb) oder Peptidsequenz so an-
lagerbar ist, dass eine eine Wechselwirkung zwischen dem
ersten (3) und dem zweiten fluorophoren Molekil (4) er-

moglichende rdumliche Beziehung herstellbar ist,

und wobei bei Anlagerung der chemischen Substanz (7) an
das zweite Ende (E2) und/oder Einwirkung einer d&uleren
Kraft (F2) auf die Gruppe (6 , 12) die raumliche Bezie-
hung aufheb- und damit eine Fluoreszenzreaktion erzeugbar

ist.

Mittel nach Anspruch 1, wobei die erste (la) und die
zweite Polynukleotid- oder Peptidsequenz (1lb) zu einem

Molekiil (1) verbunden sind.
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Mittel nach Anspruch 1 oder 2, wobei die rdumliche Bezie-
hung in Form einer Sekundarstruktur (2), insbesondere als
Haarnadelschleife, Helix oder Faltblattstruktur, ausge-

bildet ist.

Mittel nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei die erste
fluorophore Gruppe (3) an einem ersten Schleifenabschnitt
(2a) und die zweite fluorophore Gruppe (4) gegeniliberlie-
gend an einem zweiten Schleifenabschnitt (2b) der Haarna-
delschleife (2) in einem eine Wechselwirkung ermdglichen-

den Abstand gebunden sind.

Mittel nach einem der vorhergehenden Anspriche, wobei die
feste Phase (5) ein, vorzugsweise elektrisch leitfahiger,

Kunststoff ist.

Mittel nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobeil der
Kunststoff ein Polycarbonat, Trimethylthiophen, Thiophen,

Triaminobenzol und/oder ein Polycarben enthalt.

Mittel nach einem der vorhergehenden Anspriche, wobei die
erste fluorophore Gruppe (3) eine Akzeptorgruppe und die

zweite fluorophore Gruppe (4) eine Donorgruppe ist.

Mittel nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die
erste fluorophore Gruppe (3) durch einen Quencher ersetzt

ist.

Mittel nach Anspruch 7 oder 8, wobei die Akzeptorgruppe
(3) 6-Carboxy-Tetramethyl-Rhodamin, Tetramethylrhodamin,
Fluoreszein, DABCYL oder Bodipy Fl ist.
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12.

13.
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Mittel nach Anspruch 7 oder 9, wobei die Donorgruppe 6-
Carboxy-Fluorescein, Fluoreszein, IADEANS, EDANS oder Bo-
dipy F1 ist.

Mittel nach einem der vorhergeheden Anspriiche, wobei die

Nukleotidsequenz (1, la, 1lb) DNA, PTO oder PNA ist.

Mittel nach einem der vorhergeheden Anspriiche, wobei die
Gruppe (6) ein Antikdrper, ein Rezeptor, eine DNA-, PTO-,

Peptid- oder PNA-Sequenz ist.

Verfahren zum Nachweis chemischer Substanzen oder pysika-

lischer Eigenschaften, mit

einer eine erste fluorophore Gruppe (3) aufweisenden er-
sten Polynukleotid- (la) oder Peptidsequenz, deren erstes

Ende (El) an eine feste Phase (5) gebunden ist und

einer eine zweite fluorophore Gruppe (4) aufweisenden
zweiten Polynukleotid- (1lb) oder Peptidsequenz, deren
zweites Ende (E2) eine an die nachzuweisende chemische
Substanz (7) bind- bzw. anlagerbare oder eine flr die
nachzuweisende physikalische Eigenschaft empfindiche

Gruppe (6) aufweist,

wobei die ersten Polynukleotid- (la) oder Peptidsequenz
an die zweite Polynukleotid- (1lb) oder Peptidsequenz so
angelagert wird, dass eine eine Wechselwirkung zwischen
dem ersten (3) und dem zweiten fluorophoren Molekdl (4)

ermdglichende raumliche Beziehung gebildet wird,
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17.

18.

19.
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und wobei bei Anlagerung der chemischen Substanz (7) an
die Gruppe (6) und/oder Einwirkung einer &uberen Kraft
auf die Gruppe (6) die raumliche Beziehung aufgehoben und

damit eine Fluoreszenzreaktion erzeugt wird.

Verfahren nach Anspruch 13, wobei die erste (la) und die
zweite Polynukleotid- oder Peptidsequenz (1b) zu einem

Molekiil (1) verbunden sind.

Verfahren nach Anspruch 13 oder 14, wobei die rdumliche
Beziehung in Form einer Sekundé&rstruktur (2), insbesonde-
re als Haarnadelschleife, Helix oder Faltblattstruktur,

ausgebildet ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 15, wobei die
erste fluorophore Gruppe (3) an einem ersten Schleifenab-
schnitt (2a) und die zweite fluorophore Gruppe (4) gegen-
iiberliegend an einem zweiten Schleifenabschnitt (2b) der
Haarnadelschleife (2) in einem eine Wechselwirkung ermég-

lichenden Abstand gebunden sind.

Verfahren nach einem der Anspriiche 13 oder 16, wobei die
feste Phase (5) ein, vorzugsweise elektrisch leitféhiger,

Kunststoff ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 17, wobei der
Kunststoff ein Polycarbonat, Trimethylthiophen, Thiophen,

Triaminobenzol und/oder ein Polycarben enthdlt.

Verfahren nach einem der Anspriche 13 bis 18, wobei die
erste fluorophore Gruppe (3) eine Akzeptorgruppe und die

zweite fluorophore Gruppe (4) eine Donorgruppe ist.
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Verfahren nach einem der Anspriche 13 bis 19, wobei die
erste fluorophore Gruppe (3) durch einen Quencher ersetzt

ist.

verfahren nach Anspruch 19, wobei die Akzeptorgruppe (3)
6-Carboxy-Tetramethyl-Rhodamin, Tetramethylrhodamin,
Fluoreszein, DABCYL oder Bodipy Fl ist.

verfahren nach Anspruch 19 oder 21, wobei die Donorgruppe
6-Carboxy-Fluorescein, Fluoreszein, IADEANS, EDANS oder
Bodipy F1 ist.

Verfahren nach einem der Anspriche 13 bis 22, wobeli die

Nukleotidsequenz (1, la, 1lb) DNA, PTO oder PNA ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 24, wobel die
Gruppe (7) ein Antikodrper, ein Rezeptor, eine DNA-, PTO-,
Peptid- oder PNA-Sequenz ist.

Verfahren nach Anspruch 24, wobel der die chemische Sub-
stanz (7) enthaltenden Probe ein Stoff (8) zugegeben
wird, der eine weitere zur Anlagerung an die chemische
Substanz (7) geeignete Gruppe (9) mit einem daran gebun-

denen superparamagnetischen Partikel (10) enthdlt.

Verfahren nach Anspruch 25, wobeil die nachzuweisende che-
mische Substanz (7) an die Gruppe (6) und an die weitere

Gruppe (9) gebunden wird.

Verfahren nach Anspruch 26, wobei ein Magnetfeld angelegt

wird, so daB das superparamagnetische Partikel (10) wvon
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der festen Phase (5) wegbewegt und dadurch die Sekundar-

struktur (2) aufgehoben oder geandert wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 27, wobeil die
Fluoreszenz mittels eines mit einer Datenverarbeitungs-

einrichtung verbundenen Fluorometers erfaft wird.

Verfahren nach Anspruch 28, wobei aus der zeitlichen An-
derung der Fluoreszenzintensitat die Konzentration der

nachzuweisenden chemischen Substanz (7) ermittelt wird.

zusammenstellung von Mitteln (Kit) zur Durchfithrung des

Verfahrens nach Anspruch 13, mit

al) einer einer im Bereich einer Sekundarstruktur (2) ei-
ne erste (3) und eine damit in Wechselwirkung stehende
zweite fluorophore Gruppe (4) aufweisenden Polynukleo-
tidsequenz (1), deren erstes Ende (E1) an eine feste Pha-
se (5) gebunden und deren zweites Ende (E2) eine an die
nachzuweisende chemische Substanz (7) bind- bzw. anlager-
bare oder eine fir die nachzuweisende physikalische Ei-
genschaft empfindliche Gruppe (6) aufweist, wobei bei An-
lagerung der chemischen Substanz die Gruppe (6) und/oder
Einwirkung einer &uBeren Kraft (F2) auf die Gruppe (6,
12) die raumliche Beziehung aufhebbar und damit eine

Fluoreszenzreaktion erzeugbar ist

oder

a2) einer eine erste (3) fluorophore Gruppe aufweisenden
ersten Polynukleotid- (la) oder Peptidsequenz, deren er-

stes Ende (El) an eine feste Phase (5) gebunden ist und
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einer eine zweite fluorophore Gruppe (4) aufweisenden
zweiten Polynukleotid- (la, 1lb) oder Peptidsequenz, deren
sweites Ende (E2) eine an die nachzuweisende chemische
Substanz (7) bind- oder anlagerbare oder eine fiir die
nachzuweisende physikalische Eigenschaft empfindliche
Gruppe (6, 12) aufweist, wobei die erste Polynukleotid-
(la) oder Peptidsequenz an die zweite Polynukleotid- (1b)
oder Peptidsequenz so angelagert wird, dass eine eine
Wechselwirkung zwischen der ersten (3) und der zweiten
fluorophoren Gruppe (4) ermdglichende rdumliche Beziehung
herstellbar ist, und wobei bei Anlagerung der chemischen
Substanz (7) an die Gruppe (6) und/oder Einwirkung einer
suBeren Kraft (F2) auf die Gruppe (6, 12) die r&umliche
Beziehung aufhebbar und damit eine Fluoreszenzreaktion

erzeugbar ist.

Zusammenstellung von Mitteln nach Anspruch 30 enthaltend
einen Stoff (8), der eine weitere zur Anlagerung an die
chemische Substanz (7) geeignete Gruppe (9) mit einem
daran gebundenen superparamagnetischen Partikel (10) ent-
halt.

Zusammenstellung von Mitteln (Kit) nach Anspruch 31, ent-

haltend einen Magneten (11).
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