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Zusammenfassung:

Die Erfindung betrifit ein Verfahren zur Approximation der Kinetik einer
Hybridisierungsreaktion einer Probe von DNA, RNA, Proteinen oder synthetischen
Nukleinsduren wie PNA oder LNA basierend auf einer Anzahl von Messdatensatzen
umfassend jeweils einen Messwert (1), der proportional zur Konzentration der an einem
Fangermolekil anhaftenden zu messenden Molekdle ist, sowie die zugehodrige Messzeit
(t). ErfindungsgemaR ist vorgesehen, dass die ermitielten Messdatensatze mittels eines

k
Fitting-Verfahrens an eine Kurve der Form I(’t)=Ak ﬂk (e'k"‘—e'k”') angepasst
b~ ™a

werden, wobei die Fitting-Parameter A, k, und k, im Zuge des Fitting-Verfahrens an die

Messdatensatze angepasst werden.

(Fig. 1)
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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Approximation der Kinetik einer
Hybridisierungsreaktion einer Probe von DNA und/oder RNA, Proteinen sowie
synthetische Nukleinsduren wie z.B. LNA und PNA,

Die Erfindung wird im Bereich der automatisierten Analyse von Hybridisierungsreaktionen
von DNA, RNA, PNA, LNA und/oder Proteinen gewerblich eingesetzt.

Hintergrund der Erfindung ist die Aufzeichnung von Hybridisierungskurven zur
Bestimmung der Reaktionskinetik von Hybridisierungsreaktionen. Im Stand der Technik ist
eine Reihe von Verfahren zur Ermittlung von Hybridisierungsreaktionen bekannt, die
allesamt auf Endpunktmessungen beruhen. Aufgrund der Endpunktmessungen kdnnen
lediglich sehr wenige Aussagen (ber den tatsachlichen Verlauf der
Hybridisierungsreaktion getroffen werden. Dabei besteht insbesondere das Problem der
Charakterisierung  der unterschiedlichen auftretenden Phénomene bei der
Hybridisierungsreaktion ausschliellich auf Basis der durch die Endpunktmessungen
bekannten Messwerte.

Die aus dem Stand der Technik bekannten Modelle weisen den erheblichen Nachteil auf,
dass eine Beschreibung des tatsichlichen Reaktionsverlaufs nur auBerst ungenau
wiedergegeben werden kann, Weitere Modelle verfliigen dGdber eine groflere
Vorhersagegenauigkeit fir vereinfachte Problemstellungen und kénnen nicht fur
allgemeine Hybridisierungsreaktionen verwendet werden. Die Abweichungen bei
Messungen, bei denen die Modellannabmen nicht eingehalten werden, sind mitunter

enorm, die erzielten Ergebnisse sind somit von eher geringer Aussagekraft.

Der Stand der Technik weist somit den Nachteil auf, dass eine allgemeine Beschreibung
der Reaktionskinetik einer Hybridisierungsreaktion von DNA, RNA usw. nicht mit

hinreichender Genauigkeit beschrieben werden kann.

Somit besteht die objektive Aufgabe, ein Verfahren zu schaffen, mit dem eine
zuverldssige Voraussage ber den Ablauf einer Hybridisierungsreaktion von DNA , RNA,
Proteinen, sowie von synthetischen Nukleinsduren wie LNA und PNA getroffen werden
kann. Insbesondere besteht die Aufgabe, dass wéahrend einer laufenden
Hybridisierungsreaktion eine Vorhersage uber den weiteren Reaktionsverlauf getroffen
werden kann. Weiters sollen durch die Reduktion von notwendigen Messdaten durch
geeignete mathematisch-physikalische Extra- und Interpolation weniger Messwerte zur

Bestimmung der Approximationskurve erforderlich sein.

-

Seaa mme

-
eses se



Die Erfindung I6st die Aufgabe bei einemeingangs genannten Verfahren zur
Approximation der Kinetk mit dem Kennzeichen des Patentanspruchs 1. Dabei ist
erfindungsgemald vorgesehen, dass die ermittelten Messdatensatze mittels eines Fitting-
ka

Verfahrens an eine Kurve der Form I(t):Ak (e""*' —e"k"') angepasst werden,

wobei die Fitting-Parameter A, k; und k, im Zuge des Fitting-Verfahrens an die
Messdatensétze angepasst werden. Dies erlaubt eine besonders vorteilhafte
Approximation von Hybridisierungskurven sowie einen geringen Ressourcenverbrauch bei

deren Bestimmung.

Vorteilhafte Ausgestaltungen und Weiterbildungen der Erfindung sind in  den

Unteransprichen beschrieben.

Ein besonderer Aspekt der Erfindung sieht vor, dass nach der Bestimmung einer Anzahi
von Messdatensétzen jeweils das Fitting-Verfahren durchgefiihrt wird und basierend auf
den bisher ermittelten Ergebnissen jeweils eine verbesserte Kurve erstellt wird.

Durch dieses Vorgehen wird erreicht, dass jeweils die aktueliste Prognose zur Verflgung
steht und die Prognose standig verbessert und an den tatsachlichen Reaktionsverlauf

angepasst wird.

Besonders vorteilhaft ist eine Weiterbildung der Erfindung, bei der die Hybridisierungsrate
ndherungsweise als Fifting-Parameter k, ermittelt bzw. diesem gleichgeseizt wird
und/oder dass die Denaturierungsrate ndherungsweise als Fitting-Parameter k, ermittelt
bzw. diesem gleichgesetzt wird.

Aus dem Kurvenverlauf kann auf einfache Weise die Hybridisierungsrate oder die
Denaturierungsrate ermittelt und zur Verfligung gestellt werden. Dies kann insbesondere
deshalb leicht abgeleitet werden, da die als Fitting-Parameter verwendeten Grofien
unmittefbare physikalische Bedeutung, ndmliich einer Hybridisierungsrate bzw. einer

Denaturierungsrate, haben.

Ferner kann die Erfindung dahingehend weitergebildet werden, dass fir die Durchfuhrung
fir das Fitting-Verfahrens der Fitting-Parameter k, bzw. die Denaturierungsrate
naherungsweise auf Null gesetzt wird. Ein derartiges Vorgehen kann insbesondere dann
wirksam eingesetzt werden, wenn eine Denaturierung nicht oder in verschwindendem
Ausmall stattfindet. Zudem kann diese Vereinfachung bei sehr kurzen
Reaktionszeitrdumen verwendet werden, da die Denaturierung typischerweise langere

Zeitkonstanten aufweist.
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Eine vorteilhafte Weiterbildung der Erfindung sieht vor, dass der Probentrager als
Microarray ausgestaltet ist, und die Helligkeitsmessungen durch Aufnahme eines
Digitalbiides des Microarrays durchgefuhrt wird. Hierdurch kann eine grolte Anzahl von
Hybridisierungsreaktionen gleichzeitig aufgenommen werden.

Eine weitere vorteilhafte Weiterbildung der Erfindung sieht vor, dass jedem Rasterpunkt
des Microarrays vorab ein oder mehrere Pixel des Digitalbilds zugeordnet werden und aus
den Intensitdtswerten der jeweiligen Pixel die jeweiligen Intensitdten (l) der in den
Rasterpunkten des Microarrays befindlichen Proben bestimmt werden und dass fur jeden
Rasterpunkt des Microarrays laufend separate Messungen und Fitting-Verfahrensschritte
durchgefiihrt werden und gegebenenfalls fiir jeden Rasterpunkt des Microarrays separat
die Hybridisierungsrate und die Denaturierungsrate ermittelt werden.

Durch die numerische Effizienz des erfindungsgemaflen Verfahrens kann die parallele
Bestimmung der Kurven ohne weiteres fir eine groRe Anzahl von Rasterpunkten des

Microarrays durchgefiihrt werden.

Vorteilhafterweise kann vorgesehen sein, dass die Probe in einen Probentrager verbracht
wird, wobei an einer der Begrenzungsflachen des Probentragers Fangermolekile
angeordnet sind, die eine vorgegebene Art von Molekilen binden, wobei die Anzahl der
an den Fangermolekulen befindlichen Molekiie, z.B. von DNA, RNA, PNA, LNA oder
Proteine als Messwert | bestimmt werden.

Dieses Vorgehen verbessert die Handhabung bei der Durchfilhrung der Messung.

Eine bevorzugte Weiterbildung der Erfindung sieht vor, dass als Messwert die von der
Probe reflektierte und/oder, insbesondere durch Lumineszenz, vorzugsweise
Fluoreszenz, abgestrahlte Lichtintensitat herangezogen wird und/oder als Messwert die
elektrische Leitfahigkeit, die Magnetisierbarkeit, die Impedanz bei einer vorgegebenen
Frequenz, insbesondere zwischen 1 Hz und 10’ Hz, oder die Anderung des
Brechungsindex herangezogen wird und/oder als Messwert | die Gewichtszunahme
bedingt durch das Anhaften der Molekiile an den Fadngermolekiilen herangezogen wird.
Hierdurch werden einfache und genaue Mdglichkeiten zur Bestimmung der dem
Verfahren zugrundeliegenden Messwerte dargestellt.

Zudem kann vorgesehen sein, dass der Probentrager an zumindest einer Seite von einem
Microarray begrenzt ist, und die Bestimmung des Messwerts durch Aufnahme eines
Digitalbildes des Microarrays durchgefihrt wird.



Mit einem derartigen Vorgehen kann eine Vielzahl unterschiedlicher Messungen, z. B.
eine Messung unterschiedlicher Proben mit denselben Fangermolekilen oder eine
Messung derselben Probe mit unterschiedlichen Fangermolekilen einfach und effizient

durchgeflhrt werden.

Weiters ist es vorteilhaft, dass jedem Rasterpunkt des Microarrays vorab ein oder
mehrere Pixel des Digitalbilds zugeordnet werden und aus den Lichtintensitdtswerten der
jeweiligen Pixel die jeweiligen Messwerte | der in den Rasterpunkien des Microarrays
befindlichen Proben bestimmt werden und dass flr jeden Rasterpunkt des Microarrays
laufend separate Messungen und Fitting-Verfahrensschritte durchgefiihrt werden.

Hierdurch wird zusatzlich die Aufnahme einer Vielzahl von Messwerten erleichtert und

effizient durchgefihrt.

Eine bevorzugte Ausfithrungsform der Erfindung sieht vor, dass zur Bestimmung der
Fitting-Parameter A, k,, k, ein Gaufi-Newton-Verfahren verwendet wird.

Mit diesem Vorgehen wird eine der Schmelzkurve besonders gut angepasste Kurvenform
und hervorragende Prognosen erzielt.

Weiters kann vorgesehen sein, dass der zeitlich letzte Messdatensatz herangezogen wird
und sdmtliche Messwerte der Messdatensétze durch den Messwert des zeitlich letzten
Messdatensatzes dividiert werden.

Das verbessert die Vergleichbarkeit mehrerer Messungen.

Zur genauen Bestimmung der Konzentration einer Substanz in einer Probe kann
vorgesehen sein, dass in einem ersten Schritt zur Kalibrierung eine Referenzprobe mit
einer vorgegebenen Konzentration C,, C,” von zu messenden Molekilen hergestellt
wird und fUr diese eine Referenz-Hybridisierungsreaktion durchgefihrt wird. Dabei werden
aus den Fitting-Parameter A, k,, k, die Reaktionsgeschwindigkeiten kJ', k;', bestimmt,

wobei k, =C, -k, und k,=C," -k," und weiters eine Messprobe mit einer zu

bestimmenden Konzentration C,", C,' einer Mess-Hybridisierungsreaktion unterzogen
wird, und fir die ermittelten Messdatensatze erneut weitere Fitting-Parameter A", k," und

ky," bestimmt werden und die zu bestimmenden Konzentrationen C,', C,' gemaR
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bestimmt werden.

bie Erfindung wird anhand des im folgenden beschriebenen Ausfihrungsbeispiels ochne
Einschrankungen der Aligemeinheit erldutert.

Fig. 1 zeigt den Verlauf einer ermittelien Kurve sowie die zugrunde liegenden Messwerte.

Fig. 2 zeigt den Verlauf einer prognostizierten Kurve bei einer Anzahl von bekannten
Messwerten sowie die Ubereinstimmung der prognostizierten Kurve mit den nach der
Prognose aufgenommenen Messwerien.

Fig. 3 zeigt ein Beispiel fur eine Korrelation zwischen dem bei diesem Verfahren
gewonnen Parameter und der gemessen Schmelztemperatur.

Fig. 4 zeigt einen Hybridiesierungsvenauf fir eine vorgegebene Referenzmessung bei

ref

einer initialen Konzentration von C,”° 0,5 nM und einer zu bestimmenden Konzentration,
die vorab mit einem alternativen Verfahren auf 3,6 nM bestimm! worden ist. Durch
Auswertung der experimentellen Werte, nach dem eben beschriebenen Verfahren, erhalt

man eine Konzentration von C,' 3,66 nM.

Die Messwerle, die im Zuge des erfindungsgemafien Verfahrens weiterverarbeitet
werden, werden typischerweise wahrend einer Reaktion aufgezeichnet, bei der sich die
Probe in einem Probentrager befindet. Die Probe enthalt insbesondere Proteine, DNA,
RNA, LNA und/oder PNA. An einer Begrenzungsflache des Probentragers ist eine Anzahl
von Fangermolekillen angeordnet, die fest an der Begrenzungsfldche anhaften. Diese
Fangermolekile sind Molekiile, die komplementar zu den zu untersuchenden Molekilen
aufgebaut sind, sodass die zu untersuchenden Moleklle leicht an den Fangermolekulen

anhaften.

Zur Bestimmung der Reaktionskinetik wird die Probe auf einen Probentrager aufgebracht.
Als Probe werden beispielsweise DNA- oder RNA- Moleklle, Proteine oder synthetische
Nukleinsduren wie PNA oder LNA herangezogen und auf den Probentrager aufgebracht,
die einer Hybridisierungsreaktion unterliegen. Diese Reaktion kann je nach Art zwischen
wenigen Minuten und wenigen Tagen dauern.

Zur gleichzeitigen Analyse von mehreren Proben mit derselben Analyseflissigkeit konnen
Microarrays verwendet werden. Nach dem Aufbringen der Probe auf dem Probentrager
wird eine AnalyseflUssigkeit mit Markermoleklien auf die Proben aufgebracht.

Die Proben reagieren mit der Analysefliissigkeit, wobei die zu untersuchenden Molekiile
entweder vorab oder nach dem Anhaften an den Féngermolekiilen mit Markermolekiien
versetzt werden. Im Bereich der Probe befindet sich somit eine der Anzahl von
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Markermolekilen, die der Anzahl der von diesen markierten Molekilen entspricht; die zu

untersuchenden Molekile haften an den Fangermolekilen an.

Um die Anzahl der an den Fangermolekilen anhaftenden zu untersuchenden Molekile
feststellen zu konnen, wird die Probe mit Licht bestimmter Wellenl&ange bestrahit, worauf
diese nachleuchtet (phosphoresziert) bzw. bei einer anderen Wellenlange Licht aussendet

(flucresziert).

Wird die Probe mit Licht bestrahlt, fluoreszieren die Markermaolekile und die von den
Markermolekilen ausgesendete Lichtintensitat ist anndhernd proportional zur Anzahl der
markierten Molekiile. Somit kann im Prinzip die Lichtintensitat als Messwert 1 und auch die
Konzentration zumindest eines der Bestandteile der Probe ermittelt werden und

gemeinsam mit dem Aufnahmezeitpunkt t der Probe abgespeichert werden.

Wird die Probe mit Licht, insbesondere Licht im Wellenldngenberich zwischen 500nm und
700 nm bestrahlt, fluoreszieren die Markermolekile und die von den Markermolekilen
refiektierte Lichtintensitat ist anndhernd proportional zur Anzahl der markierten Molekiile.
Die Intensitdt wird mittels eines Photodetekiors ermitielt und liegt in quantisierter Form
vor. Dabei ist es nicht erforderlich, den Wert zu kalibrieren, ein dimensionsloser

quantisierter Messwert | ist fir das im folgenden gefiihrte Verfahren ausreichend.

Durch Kalibrierung oder Eichung kann ein Zusammenhang zwischen dem Messwert [ und
der Konzentration der markierten Molekille ermittelt werden, sodass mit der Bestimmung
des Messwerts | stets auch eine Bestimmung der Konzentration der markierten Molekile
einhergeht.

Im folgenden Ausfihrungsbeispiel werden die Lichtintensitdten der einzelnen Proben in
Abstdnden von etwa 5 Minuten aufgenommen und abgespeichert. Die explizite
Aufzeichnung der Zeitpunkte kann dadurch vereinfacht werden, dass das Zeitintervall
zwischen der Aufzeichnung der einzelnen Messwerte | vorab festgelegt ist und aus der
Reihenfolge der Messwerte | implizit abgeleitet werden kann. Es steht somit eine Anzahl
von Messdatensétzen zur Verfligung, flir die sowohi, entweder explizit oder implizit, ein
Aufnahmezeitpunkt t als auch der Messwert | vorliegen.

Im Zuge des Fitting-Verfahrens wird eine Ausgleichskurve gesucht, die diese
Messdatensatze mit besonders geringer Fehlerrate approximiert. Es wird dabei eine

grundsétzliche Kurvenform der Formel I(t) mAk k"k (e“‘“‘—e""") gewdhlt und die

b a

tvwe s
v -



Fitting-Parameter A, k,, und k, im Zuge des Fitting-Verfahrens an die Messdatensétze
angepasst. Der gewahlten Kurvenform liegen die folgenden Erwéagungen zugrunde:

Die Konzentration bzw. der Messwert | verlduft bei Hybridisierungsreaktionen nicht
notwendigerweise monoton steigend. Falls konkurrierende Hybridisierungsreaktionen
vorliegen, ist es moglich, dass ein Reaktionsprodukt ns mit hoher Reaktionsrate jedoch
mit geringer Bindungsenergie aus dem Ausgangsprodukt nsg entsteht, das wihrend des
Hybridisierungsprozesses durch ein weiteres Endprodukt mit gréRerer Bindungsenergie
ersetzt wird. FUr ein Modell, das die Ersetzung eines Endprodukts nys durch ein weiteres
Endprodukt ns durch konkurrierende Hybridisierung beschreiben soll, kdnnen
unterschiedliche Hybridisierungsraten k, und k, eingefiihrt werden, um eine Reaktion der

folgenden Form zu beschreiben:

k, kb
Roo > —>Hg

Demgemaf kann der zeitliche Verlauf der Konzentration und damit auch des Messwerts |

von nys durch die folgende Formel angegebene werden:

I(t) =A kb]?ka (e —e™),

wobei /{t) Kurve der Konzentration des Endprodukts nys mit hoher Reaktionsrate aber
geringer Bindungsenergie bezeichnet. Im Falle einer nicht-konkurrierenden Hybridisierung
kann kg ohne Einschrankung der Aligemeinheit auf null gesetzt werden. Der Parameter A
ist generell vom Messwert |, somit auch von der Konzentration des Ausgangsprodukts,

der Hybridisierungsreaktion abhangig.

Als Messwert | kénnen anstelle der Lichtintensitdt der Fluoreszenz auch elektrische,
mechanische, chemische oder magnetische Eigenschaften der Markermolektle
gemessen werden, die sich bei einer Bindung mit den zu messenden Molekilen dndern.
So andern sich beispielsweise die elektrische Leitfahigkeit sowie die Magnetisierbarkeit
der Moleklle abhdngig von der Menge der an den Fangermolekilen anhaftenden
Molekiile. Weiters kann alternativ die Impedanz der Fangermodule bei einer
vorgegebenen Frequenz, insbesondere zwischen 1t Hz und 10’ Hz. herangezogen
werden, um die Anzahl der an den Fangermolekiilen anhaftenden Molekille zu
bestimmen.

Eine weitere Moglichkeit, die Anzahl der an den Fangermolekilen anhaftenden Molekille
zu bestimmen, liegt darin, das Gewicht bzw. die Masse der Gesamtheit der
Fangermolekiille sowie der daran anhaftenden Molekile zu bestimmen. Dies kann
beispielsweise durch Piezo-Kristaile erfolgen, wobei deren Resonanzfrequenz sich
abhangig von der Masse der Fangermolekile andert, Alternativ dazu kann auch das

Gewicht der Fangermolekiile und der an ihnen anhaftenden Molekiile bestimmt werden



und die am Piezo-Kristall anliegenden Gleichspannung ermittelt werden, die proportional

der Masse der Fangermolekile sowie der daran anhaftenden Molekile ist.

Fig. 1 zeigt ein Fitting bei einer Hybridisierungsreaktion, bei der sémtliche Messwerte |
bekannt sind. Der Fig. 1 liegt eine Hybridisierungsreaktion einer Probe von RNA-
Molekilen zugrunde.

Die Kurve | kann mittels eines Fitting-Verfahrens, beispielsweise eines Gaufi-Newton-
Verfahrens (Bjorck, A. (1996). Numerical methods for least squares problems. SIAM,
Philadelphia. ISBN 0-89871-360-9), ermittelt werden. Wie aus der Fig. 1 ersichtlich, sind
die Abweichungen von den einzelnen Messwerten sehr gering. Die Qualitat des
beschriebenen Algorithmus wird anhand unterschiedlicher kinetischer Kurven dargestelit.
Die Sterne markieren die Messpunkte, die Linien den aus der Modellierung stammenden
Kurvenverlauf, Es wurden samltiche Messpunkte flr die Modellierung verwendet. Auch
das Verhalten von kompetitiven Verdrangungsreaktionen wird gut beschrieben.

Fig. 2 zeigt ein Fitting bei einer Hybridisierungsreaktion, wobei lediglich die mit einem
Stern markierten Messdatensétze zur Bestimmung der Kurve | herangezogen wurden. Die
zugrunde liegende Hybridisierungsreaktion ist identisch mit der in Fig. 1 dargestellten
Hybridisierungsreaktion.

Der weitere Verlauf der Kurve stellt somit eine Prognose dar. Die durchgezogenen Linien
sind nach der Erstellung der Prognose aufgezeichnet worden und zeigen die Qualitét der
Prognose, die im Stand der Technik noch nicht zu erreichen war. Durch die genaue
Beschreibung des Hybridisierungsprozesses und die hohe Reproduzierbarkeit von online
Verfahren ist eine entsprechende Verkirzung der Hybridisierungszeit ohne
Qualitatsverlust gegeniiber bestehenden Systemen moglich.

Es zeigt sich eine sehr komplexe Kinetik bei kompetitiver Hybridisierung unterschiedlicher
Arten von Nukleinsduren und Modellierung mit wenigen Messpunkten. Die Kreise
markieren alle Messpunkte, die Linien den auf dem physikalischen Model beruhenden Fit.
Die Sterne markieren jene Messpunkte, die fir die Modellierung verwendet wurden.
Bereits mit 4 Messpunkten und dem Startpunkt konnen unterschiedliche
Hybridisierungskinetiken mit groler Genauigkeit beschrieben werden. Das ist aufgrund
der komplexen Modelle die einer exakten Behandlung dieses Diffusions-Transport-
Reaktions Verhaltens zugrunde liegen Uberraschend. Wie unmittelbar ersichtlich kann
durch wenige Messwerte mit diesem Model der gesamte Verlauf sehr gut beschrieben
werden. Insbesondere ist vorteithaft, dass bereits nach kurzer Zeit und wenigen
Aufnahmen gute Ergebnisse und Prognosen erzielt werden bzw. die Messvorgange
drastisch verkiirzt werden.
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Fig. 3 zeigt ein Beispiel fir eine Korrelation zwischen dem bei diesem Verfahren
gewonnen Parameter ,a“ und der gemessen Schmelztemperatur. Als Messwerte wurden
die in Fig. 1 ermittelten Messwerte | herangezogen. Die kinetischen Parameter kénnen bei
charakterisierten Systemen nach sehr kurzer Zeit ermittelt werden, die Korrelation mit
wichtigen physikalisch-technischen Parametern erlaubt die Verkirzung der Messung bei
gleich bleibender oder erhdhter Messqualitdt gegenlber state-of-the-art (Endpunkt)
Methoden. Es stelit somit eine Prognose von thermodynamischen Parametern aus
kinetischen Parametern dar, die bereits im Verlauf der Hybridisierungsreaktion ermittelt

werden kénnen.

Zur besseren Vergleichbarkeit der ermittelten Messwerte | kann vorgesehen sein, dass
eine Normierung der Messwerte statifindet. Dabei ist es insbesondere vorteilhaft, die
Messwerte [ auf dem Messwert | des letzten Messdatensatzes zu beziehen, der sich nach
langer Zeit auf einem vergleichbaren Wert einstellt. Somit kdnnen Kurvenverlaufe

unterschiedlicher Reaktionen mit unterschiedlichen Messverfahren verglichen werden.

Im folgenden Beispiel wird die konkrete Messung einer typischen Versuchsmessung im

Detail beschrieben:

Allgemein gilt fur die Intensitat

I=Tg,+1, (1)
Isp, ist die Intensitdt verursacht durch die spezifische Hybridisierung komplementarer
Nukleinsduren, lgg wird vom Hintergrund und unspezifischen Effekten verursacht. Bei
Hybridisierung oberflachengebundener Nukleinsauren beeinflussen viele Faktoren die
Intensitét Iy 2.B. unspezifische Hybridisierung, Oberflaicheneffekte, optische Artefakte und
Prozessstreuungen (Peterson et al., 2002). Die Entwicklung im Design spezifischer
Fangermolekiile ist immer noch nicht abgeschlossen (Gresham et al., 2010; Leparc et al.,
2009). Weitere Verbesserungen erhofft man sich von Algorithmen zur genaueren
Bestimmung des unspezifischen Hintergrundes (Furusawa et al., 2009; Hooyberghs et al.,
2009; Kroll et al., 2009; Ono et al., 2008}).
Beim Design von Fangermolekiilen wird die Enthalpie AH® und die Entropie AS® mit der
Schmelztemperatur Gber

AH?

Rln((*% j +AS"

Tm

(2)
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verkniipft. R ist die Gaskonstante, C, die Konzentration in mol. Die Messdaten stammen
aus losungsbasierten Schmelzkurven. Mit diesen Methoden werden die komplexen
Verhédlnisse bei oberflichengebundenen  Fangermolekllen nur  unvollstdndig
wiedergegeben (Li et al., 2008; Pozhitkov et al., 2007).

Echtzeit Datenaufnahme wahrend Hybridisierung und Denaturierung (Bishop et al., 2007
Chagovetz and Blair, 2009; Khomyakova et al., 2008; Marcy et al., 2008) (berwinden
diese Probleme, da die Anderung des spezifischen Signals |s, in Gleichung (1) vom
konstanten unspezifischen Signal lgg unterscheidbar ist. Es ist bekannt, dass die
Hybridisierungskinetik Informationen zur Unterscheidung von spezifischer und
unspezifischer Hybridisierung und zur quantitativen Analyse liefert (Bishop et al., 2008;
Dai et al.,, 2002; Khomyakova et al., 2008). Durch die Vielfachmessung kénnen auch
fortschrittiche Methoden zur Signaiverarbeitung genitzt werden, besonders das
Verwenden von physikalischen Modellierungsfunktionen ermdéglicht eine kiare
Unterscheidung von Signal und Hintergrund. Ein guter Ubersichtsartikel Gber
Echtzeitmikroarrays ist (Chagovetz and Blair, 2009).

Schmelzkurvenanalyse wird bereits fiir I6sungsgebundenes ,high resolution melting”
(HRM) (Dahl and Guldberg, 2007; Herrmann et al., 2006; Wojdacz and Dobrovic, 2007)
und fur komplizierte oberflichengebundene Verfahren mit geringen Spotdichten
verwendet: SPR (Xu et al., 2008; Yao et al., 2005), DASH (Howell et al., 1999; Stromqvist
Meuzelaar et al., 2007). Da bei jeder Aufnahme ein Bild gespeichert wird, ergeben sich fir
gine komplette kinetische und thermodynamische Analyse etwa 50-100 .tif Dateien. Da
das Signal/Hintergrund Verhéltnis bei den oberflachengebundenen Verfahren und das
Rauschen durch die Quantisierung schwer zu erfassen ist, sind Tiefpass-Filterverfahren
und ableitungsbasierte Schmelzpunktermittiung im Gegensatz zu I&sungsbasierten
Verfahren nicht zieifiihrend. Tiefpassfilterung erhdtit auch die Anzahl! der notwendigen
Messungen.

Die Verifikation des wurde mit 40 Experimenten gemacht, die Realisierung des

Algorithmus wurde mit Matlab gemacht.

Fir die Verifikation der Methode wurde der “Actin X-chip” entwickelt (Krainer et al., 2010).
Aktin ist eines der weitverbreitesten Gene in Eukaryoten mit Potential zur
Lebensmitteldiagnostik (Goodson and Hawse, 2002; Hightower and Meagher, 1986).
Durch den Vergleich von Gensequenz aus unterschiedlichen Spezien konnte ein breites
Spektrum an Homologie realisiert werden. Die Fangermolekile wurden in
unterschiedlichen Langen realisiert. Als Proben wurden beispielhaft DNA und RNA

verwendet.
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Fir das Probendesign wurde ARB verwendet (Ludwig et al 2004). Die Fangermolekile
wurden mit Aminogruppen modifiziert.

Die Fangermolekile wurden in 10 pl 50% DMSO geldst und in drei Replikaten gespottet.
Fir die 6 wichtigsten Proben wurden vier Konzentrationen gespottet (5.6, 16.7, 50.0 and
150 uM). Damit wurde der Einflud der Dichte der Fangermolekile auf die Kinetik und
Denaturierung ermittelt. Es wurden slides der Firma Genewave verwendet. Gespottet
wurde mit SMP3 stealth Nadeln auf einem Omnigrid 100 Spotter. Das postprocessing der
Slides wurde wie in (Bodrossy et al., 2003) durchgefihr.

Es wurde die genomische DNA (gDNA) von folgenden Pflanzenarten extrahiert und
amplifiziert Kartoffe! (Solanum tuberosum L.) , Paprika (Capsicum annuum L.}, Bohne
(Vicia faba), Tabak (Nicotiana Heidelberere (Rubus idaeus), Mais (Zea mays L.), Soja
(Glycine max), Sonnentau (Drosera rotundifolia L.), Kastanie (Caslanea sativa Mill),
Kalanchoe (Kalanchoe daigremontiana),Apfel (Malus domestica), Kiefer (Pinus sylvestries
L.}, Weizen (Triticum aestivum L.), Gétterbaum (Ailanthus altissima), Raps (Brassica
napus).

Um sicherzustellen, dass nur ein einziges Genfragment amplifiziert wurde (McKinney and
Meagher, 1998; Muller et al., 2007), wurden die PCR-Produkte mit einem TA cloning kit
(Clontech) geklont. Die Plasmid DNA wurde von E.coli mittels alkalischer Lysierung
extrahiertl. Nach der Exiraction und Amplifikation mittels PCR wurden die Fragmente
sequenziert (AGOWA GmbH) und wurden in Genbank eingereiht (Krainer S., 2009). Die
Preparation der Proben ist in {Bodrossy et al., 2003} beschrieben.

Zur Kontrolle der PCR und zur Ermittlung der Flucrophore Inkorporation wurde ein ND-
100 Spectrophotometer (NanoDrop, Wilmington, DE) verwendet.

Beispielsweise wurde folgender Versuch durchgeflhrt:

Die Hybridisierung erfolgte in einer Genewave Hybridisierungs- und Scanningstation
(Marcy et al., 2008). Der Hybridisierungslosung bestand aus 6xSSC, 1x Denhardt’'s, 0.1
% SDS and 45% Formamid fur die Systeme mit langen oligos und 25% formamide fur die
kurzen oligos. Die Konzentration der Proben wurde von 0.5 to 3.6 nM variiert. Die Losung
wurde fur 5 min auf 95° erhitzt und dananch sofort auf Eis gestellt um den Einfluss von
Sekundérstrukturen zu reduzieren.

Wahrend der 12 h Hybridisierungszeit wurde die Temperatur auf 42°C eingestellt und die
Losung agitiert. In der ersten Stunde wurde 1 Bild/Minute aufgezeichnet, danach alle 30
min ein Bild.

Nach der Hybridisierung wurden die slides bei 42°C gewaschen (5 min in 6x SSC, danach
5 min in 0.2x SSC). Vor dem Schmelzen wurden 15 Aufnahmen gemacht um

.o *ERss *ow
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sicherzustellen, dass das System im Gleichgewicht ist und um das Ausbleichen des
Fluorophors festzustellen. Zum Schmelzen wurde die Temperatur von 42°C to 85°C mit
einer Rate von 1 °C/min erhdht. Dabei wurde alle 20s ein Bild aufgenommen.

Die Segmentierung und Quantifizierung der tif files erfolgte mit der Hyblive software. Die
Einstellung “irregular shape” wurde verwendet, alle anderen Parameter waren auf den
Standardeinstellungen. Es wurde der Mittelwert aus den drei Replikaten genommen.

Eine besondere Weiterbildung des erfindungsgemiflen Verfahrens ermoglicht die
Bestimmung der Konzentration der Probenmolekiile. Hierfiir sind zwei auf gleiche Art
durchzufihrende Messungen der Hybridisierung erforderlich, die gleich durchgefiihrt

ref

werden. Bei der ersten Messung ist die Konzentration C,°, Co® der zu bestimmenden
Probenmolekile in einer vorgegebenen Referenzprobe bekannt. Es wird eine Referenz-
Hybridisierungsreaktion durchgefiihrt und es werden die Intensitdten | zu den jeweiligen
Zeitpunkten t gemessen. Diese Messung dient als Referenzmessung, wobei die Fitting-
Parameter k., k, ermittelt werden und die Konzentration C,”, C,"® vorab bekannt sind. Mit

der Formel
k=C" k k=C” k'

konnen die die Reaktionsgeschwindigkeit beschreibenden Parameter k), K, ermittelt
werden. Im Zuge der Referenzmessung werden die Fitting-Parameter A, k, und k,
bestimmt. Anschlielfend werden anhand der ermittelten Fitting-Parameter sowie der
angegebenen vorab bekannten Konzentrationen c.", Cy®, die

Reaktionsgeschwindigkeiten k,', k,', ermittelt.

Fir die zweite Messung, die nunmehr der Bestimmung der unbekannten Konzentration
C,’, C,' von Molekillen einer Probe dient, wird angenommen, dass die die
Reaktionsgeschwindigkeit beschreibenden Parameter k,° und k, fir beliebige
Konzentrationen desselben Probenmolekiils konstant sind und auch bei weiteren
Hybridisierungsreaktionen derselben Reaktionsprodukte etwa den selben Wert

annehmen,

Die Ergebnisse der zweiten Messung werden durch eine Ausgleichskurve derselben

Form, also der Form I(t)= A”%(e'*""‘ —-e"‘b"’) ausgewertet, wobei ein Satz von
b~ ta

weiteren Fitting-Parametern A", k)" und k," durch ein Fitting-Verfahren an die
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Messdatensatze der zweiten Messung angepasst wird. Die Fitting-Parameter k;" und k,"
werden durch jeweils ein Produkt aus der zu bestimmenden Konzentration C” und der
bereits bekannten Reakiionsgeschwindigkeit k,' und k,' ersetzt, sodass sich eine Formel
der folgenden Form ergibt:

I()=4-

T '
Cu ) ka . (e—C,,T-kr,’--' _ e—(’,,f-kh"z)
C,’ k,'-C," -k,
b b a a

ka”:Cnr.ka‘ k”hzcbr.kh"

Unter der bereits getroffenen Annahme, dass die Reaktionsgeschwindigkeiten k' und k'
fir samtliche Messungen mit denselben Substanzen identisch sind, kann nunmehr die
Konzentration der Probenmolekiile der zweiten Messung durch einfache Division ermittelt
werden:

" kl L
T T
C = ";—;’- und Cb = i f

a
a b

Fig. 4 zeigt einen Hybridisierungsverlauf 1/9(¢), 1;7(¢) fur eine vorgegebene
Referenzmessung bei einer initialen Konzentration von C,* = 0,5 nM fur zwei
unterschiedliche Arten von Molekilen (01x277, 0,5x399). Weiters zeigt Fig. 4 den
Hybridisierungsverlauf 1™V (f), 1;°(¢) flir die Messung einer zu bestimmenden
Konzentration, die vorab mit einem alternativen Verfahren auf 3,6 nM bestimmt worden

ist. Durch Auswertung der experimentellen Werte, nach dem eben beschriebenen
Verfahren, erhalt man eine Konzentration von C,' = 3,66 nM.
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Patentanspriche:

1. Verfahren zur Approximation der Kinetik einer Hybridisierungsreaktion einer Probe von
DNA, RNA, Proteinen undf/oder synthetischen Nukleinsduren, oder PNA oder LNA,
basierend auf einer Anzahl von Messdatensatzen umfassend jeweils

einen Messwert (1), der proportional zur Konzentration der an einem Fangermolekdl
anhaftenden zu messenden Molekliie der Probe ist, sowie

die zugehbrige Messzeit (t),

dadurch gekennzeichnet, dass die ermittelten Messdatensétze mittels eines Fitting-
K,

a

Verfahrens an eine Kurve der Form I(t):Ak (e“‘“' —e"‘"‘) angepasst werden,

wobei die Fitting-Parameter A, k, und k, im Zuge des Fitting-Verfahrens an die

Messdatensatze angepasst werden.

2. Verfahren gemanR Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Messdatensatze
wahrend des Ablaufs der Hybridisierungsreaktion aufgezeichnet werden, wobei die Probe
gegebenenfalls bestrahlt und/oder mit Markermolekllen versetzt wird, und dass in
vorgegebenen Zeitabstdnden Messungen der Intensitat (1) der von der Probe reflektierten
bzw. durch Fluoreszenz abgestrahlten Intensitdt (I) vorgenommen werden und

gegebenenfalls gemeinsam mit dem Zeitpunkt (t) der Messung abgespeichert werden.

3. Verfahren gemanl Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass nach der Bestimmung
einer Anzahl von Messdatensatzen jeweils ein Fitting-Schritt durchgefihrt wird und
basierend auf den bisher ermittelten Ergebnissen jeweils eine verbesserte Fitting-Kurve

ersteilt wird.

4, Verfahren gemifl einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet,
dass die Hybridisierungsrate ndherungsweise als Fitling-Parameter k, ermittelt und/oder
diesem gleichgesetzt wird und/oder dass die Denaturierungsrate ndherungsweise als

Fitting-Parameter k, ermittelt bzw. diesem gleichgesetzt wird.

5. Verfahren gemall einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass fiir die Durchfiihrung fir des Fitting-Verfahrens der Fitting-Parameter k, und/oder die

Denaturierungsrate ndherungsweise auf null gesetzt wird.

6. Verfahren gemafl einem der vorangehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet,
dass der Probentrdger als Microarray ausgestaitet ist und/oder dass die
Helligkeitsmessungen durch Aufnahme eines Digitalbildes des Microarrays durchgefiihrt

wird.
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7. Verfahren gemal Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass der Probentrdger an
zumindest einer Seite von einem Microarray begrenzt ist, und die Bestimmung des

Messwerts durch Aufnahme eines Digitalbildes des Microarrays durchgefuhrt wird.

8. Verfahren gem3R einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass die Probe in einen Probentrdger verbracht wird, wobei an einer der
Begrenzungsfldchen des Probentragers Fangermoleklie angeordnet sind, die eine
vorgegebene Art von Molekilen binden, wobei die Anzahl der an den Fangermolekiien
befindlichen Molekiiie, DNA, RNA, PNA, LNA oder Proteinen, als Messwert | bestimmt

werden.

9. Verfahren gemal einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass als Messwert die von der Probe reflektierte und/oder, insbesondere durch

Lumineszenz, vorzugsweise Fluoreszenz, abgestrahlte Lichtintensitat herangezogen wird.

10. Verfahren gemaR Anspruch 6 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass jedem
Rasterpunkt des Microarrays vorab ein oder mehrere Pixel des Digitalbilds zugeordnet
werden und aus den Lichtintensitatswerten der jeweiligen Pixel die jeweiligen Messwerte
(1) der in den Rasterpunkten des Microarrays befindlichen Proben bestimmt werden und
dass fur jeden Rasterpunkt des Microarrays laufend separate Messungen und Fitting-

Verfahrensschritte durchgefihrt werden,

11. Verfahren gemaf einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass als Messwert (l) die elektrische Leitfdhigkeit, die Magnetisierbarkeit, die Impedanz
der Fangermolekiile bei einer vorgegebenen Frequenz, insbesondere zwischen 1 Hz und

107 Hz, oder die Anderung des Brechungsindex der Probenmolekiile herangezogen wird.

12. Verfahren gemal einem der vorangehenden Anspriche, dadurch gekennzeichnet,
dass als Messwert | die Gewichtszunahme bedingt durch das Anhaften der Molekile an

den Fangermolekiilen herangezogen wird.

13. Verfahren gemafl einem der vorangehenden Ansprliche, dadurch gekennzeichnet,
dass zur Bestimmung der Fitting-Parameter A, k,, k., ein Gaul3-Newton-Verfahren

verwendet wird.

14. Verfahren gemaf einem der vorangegangenen Anspriche, dadurch gekennzeichnet,
dass der zeitlich letzte Messdatensatz herangezogen wird und samtiiche Messwerte (1)
der Messdatensétze (1) durch den Messwert (1) des zeitlich letzten Messdatensatzes

dividiert werden.
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15. Verfahren nach einem der vorangegangenen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass in einem ersten Schritt zur Kalibrierung eine Referenzprobe mit einer vorgegebenen
Konzentration C,"™, C,”*" von zu messenden Molekilen hergestellt wird und filr diese eine
Referenz-Hybridisierungsreaktion durchgefihrt wird, wobei die Fitting-Parameter A, k,, kg

bestimmt werden,

dass Reaktionsgeschwindigkeiten k', k,', bestmmt werden, wobei k, =C," -k ' und

_o e
k,=C," -k,' und
dass eine Messprobe mit einer zu bestimmenden Konzentration C.', C,' einer Mess-

Hybridisierungsreaktion unterzogen wird, und fir die ermitielten Messdatensatze emeut
weitere Fitting-Parameter A", k," und k," bestimmt werden und die zu bestimmenden
Konzentrationen C,', Cy" geméR ~+ k" und ~,, _ K," bestimmt werden.

e k' kh|

16. Datentrager auf dem ein Programm zur Durchfiihrung eines Verfahrens gemaf} einem

der Anspriiche 1 bis 15 abgespeichert ist.

17. Datentrdger mit elektronisch auslesbaren Steuersignalen, die so mit einem
programmierbaren Computersystem zusammenwirken kdnnen, dass ein Verfahren nach

einem der Anspriche 1 bis 15 ausgefuhrt wird.

18. Computerprogramm mit Programmcode-Mitteln eingerichtet zur Durchfihrung eines
Verfahrens nach einem der Anspriche 1 bis 15, wenn das Programm auf einem

Computer ausgeflhrt wird,
19. Computerprogramm nach Anspruch 18, gespeichert auf einem Datentrager.

20. Computerprogrammprodukt mit Programmcaode zur Ausfihrung des Verfahrens nach

einem der Anspriiche 1 bis 15, wenn das Programm auf einem Computer ausgeftihrt wird.

Wien, am 3 Dezember 2010
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