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(57) Abstract: Disclosed is a method for the detection of nucleic
acid oligomer hybridization events, comprising the following steps:
provision of a modified surface, said modification consisting in the
binding of at least one type of ligate-nucleic acid oligomer; provi-
sion of signal nucleic acid oligomer ligands; provision of a sample
with nucleic acid oligomer ligands; a defined amount of signal nu-
cleic acid oligomer ligands is brought into contact with the modi-
fied surface and the sample and the nucleci acid oligomer ligands are
brought into contact with the modified surface; detection of the sig-
nal nucleic acid oligomer ligands and comparing the values obtained
during detection of the signal nucleic acid oligomer ligands with ref-
erence values.

(57) Zusammenfassung: Beschrieben wird ein Verfahren zur De-
tektion von Nukleinsdureoligomer-Hybridisierungsereignissen, das
die Schritte Bereitstellen einer modifizierten Oberfliche, wobei die
Modifikation in der Anbindung wenigstens einer Art von Ligat-Nu-
kleinsdureoligomeren besteht, Bereitstellen von Signal-Nukleinsdu-
reoligomer-Liganden, Bereitstellen einer Probe mit Nukleinsdureoli-
gomer-Liganden, Inkontaktbringen einer definierten Menge der Sig-
nal-Nukleinsdureoligomer-Liganden mit der modifizierten Oberfla-
che und Inkontaktbringen der Probe und der darin enthaltenen Nu-
kleinsdureoligomer-Liganden mit der modifizierten Oberflédche, De-
tektion der Signal-Nukleinsdureoligomer-Liganden, sowie Vergleich
der bei der Detektion der Signal-Nukleinsdureoligomer-liganden er-
haltenen Werte mit Referenzwerten umfasst.
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Verdrangungsassay zur Detektion von Nukleinsidureoligomer-

Hybridisierungsereignissen

Technisches Gebiet

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Detektion von Nukleinséureoligomer-
Hybridisierungsereignissen.

Stand der Technik

In der Krankheitsdiagnose, bei toxikologischen Testverfahren, in der genetischen
Forschung und Entwicklung, sowie auf dem Agrar- und pharmazeutischen Sektor werden
Immunoassays und zunehmend auch die Sequenzanalyse von DNA und RNA eingesetzt.
Neben den bekannten seriellen Verfahren mit autoradiographischer oder optischer
Detektion finden zunehmend parallele Detektionsverfahren mittels Array-Technologie
unter Verwendung sogenannter DNA- oder Protein-Chips Anwendung. Auch bei den
parallelen Verfahren beruht die eigentliche Detektion entweder auf optischen,

radiographischen, massenspektrometrischen oder elektrochemischen Methoden.

Oligonukleotid- oder DNA-Chips kénnen neben der Anwendung zur Sequenzierung auch
zur SNP- (Single-Nucleotide-Polymorphism) oder Genexpressions-Analyse verwendet
werden, da sie es erlauben, das Aktivitatsniveau einer gro3en Anzahl individueller aktiver
Gene (cDNA oder mRNA) eines spezifischen Zelltyps oder Gewebes parallel zu messen, was
mit konventionellen (seriellen) Gendetektionsmethoden nur schwer oder unter grolem
Aufwand méglich ist. Die Analyse pathologisch veranderter Genaktivitaten wiederum kann zur
Aufklarung von Krankheitsmechanismen und zur Identifizierung neuer therapeutischer
Angriffspunkte  beitragen. Daneben erméglichen (nur) DNA-Chips sogenannte
pharmakogenomische Untersuchungen wahrend der klinischen Entwicklung, durch die die
Wirksamkeit und Sicherheit der Medikamente deutlich erhéht werden kann. Bei den
pharmakogenomischen Untersuchungen steht die Frage im Vordergrund, welche
genetischen Faktoren dafur verantwortlich sind, dass Patienten unterschiedliche

Reaktionen auf das gleiche Arzneimittel zeigen. Durch umfangreiche Polymorphismen-
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Analysen (Basenpaar-Mismatch-Analysen) von Genen, die wichtige Stoffwechsel-Enzyme
kodieren, kénnen Antworten auf solche Fragen gefunden werden.

Zur Genanalyse auf einem Chip wird auf einer Oberflache eine Bibliothek bekannter DNA-
Sequenzen ("Sonden-Oligonukleotide") in einem geordneten Raster fixiert, so dass die
Position jeder individuellen DNA-Sequenz bekannt ist. Existieren in der
Untersuchungslésung Fragmente aktiver Gene ("Target-Oligonukleotide"”), deren
Sequenzen zu bestimmten Sonden-Oligonukleotiden auf dem Chip komplementar sind, so
kénnen die  Target-Oligonukleotide  durch  Nachweis der entsprechenden
Hybridisierungsereignisse auf dem Chip identifiziert (gelesen) werden.

Protein-Chips, deren Test-Sites statt Sonden-Oligonukleotiden bestimmte Antigen- (oder
Antikoérper-)Sonden tragen, kénnen in der Proteom-Analyse oder in der Parallelisierung
der Diagnostik eingesetzt werden.

Die Verwendung radioaktiver Markierungen bei der DNA-/RNA-Sequenzierung ist mit
mehreren Nachteilen verbunden, wie z.B. die aufwandigen, gesetzlich vorgeschriebenen
Sicherheitsvorkehrungen beim Umgang mit radioaktiven Materialien. Bei der Fluoreszenz-
und massenspektrometrischen Detektion sind die Kosten der apparativen Ausstattung
sehr hoch. Die Nachteile der Markierung mit radioaktiven Elementen oder
Fluoreszenzfarbstoffen kénnen z.T. umgangen werden, wenn Assoziationsereignisse
anhand der damit verbundenen Anderung der elektrochemischen Eigenschaften detektiert
werden (vgl. WO 97/46568, WO 99/51778, WO 00/31101, WO 00/42217).

In Bezug auf die DNA-Analyse ist es also winschenswert und fir den Anwender
vorteilhaft, wenn die Targets (DNA-Fragment) nicht mit einem Detektionslabel modifiziert
werden missen.

Obwohl es also Detektionsméglichkeiten fir Nukleinsdureoligomer-Hybride gibt, ist der
Bedarf an einfachen, kostengiinstigen, problemlos durchzufiihrenden und verlasslichen
Detektionsprinzipien vor allem im Bereich der weniger dichten Arrays (low density DNA-

Chips mit wenigen bis wenigen hundert Test-sites pro cm? z.B. fiir sogenannte POC (Point
of Care)- Systeme) hoch.
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Darstellung der Erfindung

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es deshalb, ein Verfahren zur Detektion von
Nukleinsaureoligomer-Hybridisierungsereignissen zu schaffen, welches die Nachteile des
Standes der Technik nicht aufweist.

Diese Aufgabe wird durch das Verfahren gemaR unabhangigem Patentanspruch 1 und
den Kit gemaR unabhingigem Patentanspruch 43 geldst. Weitere vorteilhafte Details,
Aspekte und Ausgestaltungen der vorliegenden Erfindung ergeben sich aus den
abhéangigen Anspriichen, der Beschreibung, den Figuren und den Beispielen.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung werden die folgenden Abkurzungen und Begriffe
benutzt:

DNA Desoxyribonukleinséure
RNA Ribonukleinséure
PNA Peptidnukleinséure (Synthetische DNA oder RNA, bei der die

Zucker-Phosphat Einheit durch eine Aminosaure ersetzt ist. Bei
Ersatz der Zucker-Phosphat Einheit durch die -NH-(CHy),-
N(COCH,-Base)-CH,CO- Einheit hybridisiert PNA mit DNA.)

A Adenin

G Guanin

C Cytosin

T Thymin

u Uracil

Base A, G, T, CoderU

Bp Basenpaar

Nukleinséure Wenigstens zwei kovalent verbundene Nukleotide oder

wenigstens zwei kovalent verbundene Pyrimidin- (z.B. Cytosin,
Thymin oder Uracil) oder Purin-Basen (z.B. Adenin oder
Guanin). Der Begriff Nukleinsdure bezieht sich auf ein
beliebiges "Riickgrat" der kovalent verbundenen Pyrimidin- oder
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Nukleotid

Nukleinsaureoligomer

ns-Oligomer
Oligomer

Oligonukleotid

Oligo
Sequenz

komplementar

Mismatch
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Purin-Basen, wie z.B. auf das Zucker-Phosphat Ruckgrat der
DNA, cDNA oder RNA, auf ein Peptid-Riickgrat der PNA oder
auf analoge Strukturen (z.B. Phosphoramid-, Thio-Phosphat-
oder Dithio-Phosphat-Ruckgrat). Wesentliches Merkmal einer
Nukleinsdure im Sinne der vorliegenden Erfindung ist es, dass
sie naturlich vorkommende cDNA oder RNA sequenzspezifisch
binden kann.

Nukleotid
Monomerbaustein eines Nukleinsaureoligomers

Nukleinsdure nicht naher spezifizierter Basenlange (z.B.
Nukleinsdure-Oktamer: Eine Nukleinsdure mit beliebigem
Rickgrat, bei der 8 Pyrimidin- oder Purin-Basen kovalent
aneinander gebunden sind.).

Nukleinsaureoligomer
Aquivalent zu Nukleinsaureoligomer.

Aquivalent zu Oligomer oder Nukleinsaureoligomer, also z.B.
ein DNA-, PNA- oder RNA-Fragment nicht naher spezifizierter
Basenléange.

Abkurzung fur Oligonukleotid.
Nukleotidabfolge in einem Nukleinsdureoligomer

Zur Ausbildung der Watson-Crick Struktur doppelstrangiger
Nukleinsdureoligomere assoziieren, i.e. hybridisieren, die
beiden Einzelstrange, wobei die Nukleotidabfolge des einen
Strangs komplementdr zur Nukleotidabfolge des anderen
Strangs ist, so dass die Base A (bzw. C) des einen Strangs mit
der Base T (bzw. G) des anderen Strangs Wasserstoffbriicken
ausbildet (bei RNA ist T durch Uracil ersetzt).

Zur Ausbildung der Watson-Crick Struktur doppelstrangiger
Nukleinsédureoligomere hybridisieren die beiden Einzelstrange
derart, dass die Base A (bzw. C) des einen Strangs mit der
Base T (bzw. G) des anderen Strangs Wasserstoffbriicken
ausbildet (bei RNA ist T durch Uracil ersetzt). Jede andere
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Perfekter Match

Ss
ds

Oxidationsmittel

Reduktionsmittel

redoxaktiv

EDTA
sulfo-NHS
NHS

EDC
HEPES
Tris

Ligand

Ligat

Linker
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Basenpaarung innerhalb des Hybrids bildet keine
Wasserstoffbriicken aus, verzerrt die Struktur und wird als

"Mismatch" bezeichnet.

Hybrid aus zwei komplementiren Nukleinsdure-Oligomeren, bei
dem kein Mismatch auftritt.

Single strand (Einzelstrang)
Double strand (Doppelstrang)

Chemische Verbindung (chemische Substanz), die durch Aufnahme
von Elektronen aus einer anderen chemischen Verbindung
(chemischen Substanz) diese andere chemische Verbindung
(chemische Substanz) oxidiert.

Chemische Verbindung (chemische Substanz), die durch Abgabe
von Elektronen an eine andere chemische Verbindung (chemische
Substanz) diese andere chemische Verbindung (chemische
Substanz) reduziert.

Bezeichnet die Eigenschaft einer Einheit unter bestimmten
duReren Umstinden an ein geeignetes Oxidationsmittel
Elektronen abzugeben oder von einem geeigneten

Reduktionsmittel Elektronen aufzunehmen.
Ethylendiamin-Tetraacetat (Natriumsalz)
N-Hydroxysulfosuccinimid

N-Hydroxysuccinimid
(3-Dimethylaminopropyl)-carbodiimid
N-[2-Hydroxyethyl]piperazin-N'-[2-ethansulfonséure]
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

Bezeichnung fur Nukleinsaureoligomer-Liganden, die von Ligat-
Nukleinsaureoligomeren spezifisch gebunden werden.

Bezeichnung fur Ligat-Nukleinsaureoligomere

Molekulare Verbindung zwischen zwei Molekillen bzw. zwischen
einem Oberflachenatom, Oberflichenmolekll oder einer

Oberflachenmolekilgruppe und einem anderen Molekul. In der
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Mica

Au-S-(CH,)ss-oligo

Au-S-(CH,)ds-oligo

Ka

Eox
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Regel sind Linker als Alkyl-, Alkenyl-, Alkinyl-, Hetero-Alkyl-,
Hetero-Alkenyl- oder Hetero-Alkinylkette kauflich zu erwerben,
wobei die Kette an zwei Stellen mit (gleichen oder
verschiedenen) reaktiven Gruppen derivatisiert ist. Diese
Gruppen bilden in einfachen/bekannten  chemischen
Reaktionen mit dem entsprechenden Reaktionspartner eine
kovalente chemische Bindung aus. Die reaktiven Gruppen
kénnen auch photoaktivierbar sein, d.h. die reaktiven Gruppen
werden erst durch Licht bestimmter oder beliebiger Wellenléange
aktiviert. Bevorzugte Linker sind solche der Kettenldnge 1 - 20,
insbesondere der Kettenldnge 1 - 14, wobei die Kettenldnge
hier die kurzeste durchgehende Verbindung zwischen den zu
verbindenden Strukturen, also zwischen den zwei Molekilen
bzw. zwischen einem Oberflichenatom, Oberflaichenmolekul
oder einer Oberflichenmolekilgruppe und einem anderen
Molekl, darstelit.

Aquivalent zu Linker.

Muskovit-Plattchen, Tragemmaterial zum  Aufbringen  diinner
Schichten.

Gold-Film auf Mica mit kovalent aufgebrachter Monolayer aus
derivatisietem  Einzelstrang-Oligonukleotid.  Hierbei ist die
endstandige Phosphatgruppe des Oligonukleotids am 3’ Ende mit
(HO-(CHy)>-S); zum P-O-(CH,),-S-S-(CH,),-OH verestert, wobei die
S-S Bindung homolytisch gespalten und dadurch je eine Au-S-R
Bindung bewirkt wird.

Au-S-(CH,)rss-oligo-Spacer hybridisiet mit dem zu ss-oligo
komplementéren Oligonukleotid.

Assoziationskonstante fiir die Assoziation von Ligat und Ligand bzw.
Ligat und Signal-Ligand.

Elektrodenpotential, das an der Arbeitselektrode anliegt.

Potential beim Strom-Maximum der Oxidation einer reversiblen
Elektrooxidation oder -reduktion.

Stromdichte (Strom pro cm? Elektrodenoberfiache)
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Cyclovoltametrie Aufzeichnung einer Strom/Spannungskurve. Hierbei wird das
Potential einer stationdren Arbeitselektrode zeitabhéngig linear
verandert, ausgehend von einem Potential, bei dem keine
Elektrooxidation oder -reduktion stattfindet bis zu einem Potential, bei
dem eine geléste oder an die Elektrode adsorbierte Spezies oxidiert
oder reduziert wird (also Strom flieBt). Nach Durchlaufen des
Oxidations- bzw. Reduktionsvorgangs, der in der Strom/
Spannungskurve einen zunichst ansteigenden Strom und nach
Ermreichen eines Maximums einen allimahlich abfallenden Strom
erzeugt, wird die Richtung des Potentialvorschubs umgekehrt. Im
Riicklauf wird dann das Verhalten der Produkte der Elektrooxidation
oder -reduktion aufgezeichnet.

Amperometrie Aufzeichnung einer Strom/Zeitkurve. Hierbei wird das Potential einer
stationdren Arbeitselektrode z.B. durch einen Potentialsprung auf ein
Potential gesetzt, bei dem die Elektrooxidation oder -reduktion einer
gelésten oder adsorbierten Spezies stattfindet und der flieBende
Strom in Abhéngigkeit von der Zeit aufgezeichnet.

Chronocoulometrie Aufzeichnung einer Ladungs/Zeitkurve. Hierbei wird das Potential
einer stationaren Arbeitselektrode z.B. durch einen Potentialsprung
auf ein Potential gesetzt, bei dem die Elektrooxidation oder -
reduktion einer gelosten oder adsorbierten Spezies stattfindet und
die transferierte Ladung in Abhangigkeit von der Zeit aufgezeichnet.
Die Chronocoulometrie kann folglich als Integral der Amperometrie
verstanden werden.

SECM Scanning Electrochemical Microscopy, Elektrochemische
Rastermikroskopie.

Die vorliegende Erfindung stellt ein Verfahren zur Detektion von Nukleinséureoligomer-
Hybridisierungsereignissen bereit, das die Schritte Bereitstellen einer modifizierten
Oberflache, wobei die Modifikation in der Anbindung wenigstens einer Art von Ligat-
Nukleinsaureoligomeren besteht, Bereitstellen von Signal-Nukleinsédureoligomer-Liganden,
Bereitstellen einer Probe mit Nukleinsdureoligomer-Liganden, Inkontaktbringen einer
definieten Menge der Signal-Nukleinséureoligomer-Liganden mit der modifizierten
Oberflache und Inkontaktbringen der Probe und der darin enthaltenen

Nukleinsdureoligmer-Liganden mit der modifizierten Oberflache, Detektion der Signal-
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Nukleinsdureoligomer-Liganden, sowie Vergleich der bei der Detektion der Signal-
Nukleinsaureoligomer-Liganden erhaltenen Werte mit Referenzwerten umfasst.

Das Inkontaktbringen einer definierten Menge der Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden
mit der modifizierten Oberflache und das Inkontaktbringen der Probe mit der modifizierten
Oberflache kann dabei grundsétzlich auch gleichzeitig erfolgen, bevorzugt erfolgt das
Inkontaktbringen von Signal-Nukleinsdureoligomer-Liganden und von Probe aber getrennt

voneinander.

Erfolgt das Inkontaktbringen einer definieten Menge der Signal-Nukleinsaureoligomer-
Liganden mit der modifizierten Oberflache und das Inkontaktbringen der Probe mit der
modifizierten Oberfladche getrennt voneinander, so ergeben sich zwei Alternativen, namlich
Inkontaktbringen einer definierten Menge der Signal-Nukleinséureoligomer-Liganden mit
der modifizierten Oberflache und danach Inkontaktbringen der Probe mit der modifizierten
Oberflache einerseits und andererseits zunichst Inkontaktbringen der Probe mit der
modifizierten Oberflache und danach Inkontaktbringen einer definierten Menge der Signal-
Nukleinsaureoligomer-Liganden mit der modifizierten Oberflache. Beide Alternativen

werden von der vorliegenden Erfindung umfasst.

Erfolgt das Inkontaktbringen einer definierten Menge der Signal-Nukleinsdureoligomer-
Liganden mit der modifizierten Oberflache vor dem Inkontaktbringen der Probe mit der
modifizierten Oberflache, so konnen die Referenzwerte gemaR einer bevorzugten
Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung vor dem Inkontaktbringen der Probe mit der
modifizierten Oberflache jeweils neu bestimmt werden. Dazu wird nach Inkontaktbringen
einer definierten Menge der Signal-Nukleinsdureoligomer-Liganden mit der modifizierten
Oberflache eine Detektion der Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden durchgefihrt und
erst danach die Probe mit der modifizierten Oberfliche in Kontakt gebracht. Danach
werden die Signal-Nukleinsédureoligomer-Liganden ein zweites Mal detektiert und die bei
der zweiten Detektion bestimmten Werte mit den bei der ersten Detektion bestimmten
Referenzwerten verglichen.

GemaR einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform wird nach der ersten Detektion
der Signal-Nukleinséureoligomer-Liganden die modifizierte Oberfliche gewaschen und
nach dem Inkontaktbringen der Probe mit der modifizierten Oberfliche nochmals die

gleiche definiete Menge an Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden wie vor der ersten
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Detektion (Referenzmessung) mit der modifizierten Oberflache in Kontakt gebracht. Erst
danach wird die zweite Detektion der Signal-Nukleins&ureoligomer-Liganden durchgefahrt.

GemaR einer weiteren, besonders bevorzugten Ausfuhrungsform werden nach der ersten
Detektion der Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden, vor und/oder wéhrend des
Waschens der modifizierten Oberflaiche, Bedingungen eingestellt oder Maflnahmen
ergriffen, die zur zumindest Uberwiegenden Dissoziation  von Ligat-
Nukleinsaureoligomeren und Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden fuhren. Dadurch wird
bei dem Wasch-Schritt ein mdoglichst groBer Teil der Signal-Nukleinsaureoligomer-
Liganden von der Oberflache entfernt.

Um die zumindest Uberwiegende Dissoziation von Ligat-Nukleinséureoligomeren und
Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden zu erreichen kann die Temperatur Uber die
Schmelztemperatur der aus Ligat-Nukleinsaureoligomer und Signal-
Nukleinsaureoligomer-Ligand bestehenden doppelstrangigen Oligonukleotide erhéht
werden, es kdnnen chaotrope Salze zugesetzt werden oder es kann ein Potential angelegt
werden, das Uber dem elektrostringenten Potential liegt.

Alternativ_konnen die Referenzwerte gemaR einer bevorzugten Ausfuhrungsform der
vorliegenden Erfindung nach gleichzeitigem oder getrennt voneinander erfolgtem
Inkontaktbringen der modifizierten Oberflache mit Nukleinsaureoligomer-Liganden und
Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden und anschlieBender Detektion der Signal-
Nukleinsaureoligomer-Liganden bestimmt werden. Fir diese Referenzwertbestimmung
werden zunédchst Bedingungen eingestelit oder Ma3nahmen ergriffen, die zur zumindest
uberwiegenden Dissoziation von Ligat-Nukleinsaureoligomeren und
Nukleinsaureoligomer-Liganden und zur zumindest Uberwiegenden Dissoziation von Ligat-
Nukleinséureoligomeren und Signal-Nukleinsdureoligomer-Liganden fiihren, dann wird die
modifizierte Oberflache gewaschen, anschlieBend werden Signal-Nukleinsaureoligomer-
Liganden mit der modifizierten Oberfliche in Kontakt gebracht, wobei die gleiche
definierte Menge an Signal-Nukleinsdureoligomer-Liganden wie bei der ersten Zugabe
verwendet wird, und schlieBlich erfolgt eine Detektion der Signal-Nukleinsaureoligomer-
Liganden und damit die Bestimmung der Referenzwerte. Diese Methode der
Refernzwertbestimmung ist bei Inkontaktbringen der Probe mit der modifizierten
Oberflaiche vor dem Inkontaktbringen einer definieten Menge der Signal-
Nukleinsdureoligomer-Liganden mit der modifizierten Oberflache besonders bevorzugt.
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Eine dieser im Zusammenhang mit der Dissoziation von Ligat-Nukleinsdureoligomeren
und Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden angesprochenen Bedingungen, die auch zu
einer erhéhten Dissoziation von Ligat-Nukleinsdureoligomeren und Nukleinsaureoligomer-
Liganden fuhren, ist die Zugabe von chaotropen Salzen, vorteilhafterweise in einer
Konzentration von wenigstens 3 mol/ll. Auch eine Temperaturerhhung Uber die
Schmelztemperatur der aus Ligat-Nukleinséureoligomeren und Nukleinsaureoligomer-
Liganden  bestehenden  doppelstrangigen  Oligonukleotide und  Uber  die
Schmelztemperatur der aus Ligat-Nukleinsédureoligomeren und Signal-
Nukleinsaureoligomer-Liganden bestehenden doppelstrangigen Oligonukleotide fuhrt zu
einer erhéhten Dissoziation der Doppelstrangoligomere. Bevorzugt wird die Temperatur
bis wenigstens 5°C Uber die Schmelztemperatur erhéht. Als weitere Manahme kommt
das Anlegen eines Potentials in Frage, das (ber dem elektrostringenten Potential liegt,
insbesondere eine Erhohung des (negativen) Potentials um wenigstens 10 mV Uber das

elektrostringente Potential, und daneben eine Behandlung mit NaOH.

Die Schmelztemperatur des Doppelstrangs aus Ligat-Nukleinsaureoligomeren und Signal-
Nukleinséureoligomer-Liganden bzw. des Doppelstrangs aus Ligat-
Nukleinsdureoligomeren und Nukleinsaureoligomer-Liganden kann entweder bei den
entsprechenden &uBeren Bedingungen bestimmt werden, also bei gegebener
Konzentration der Oligonukleotide, einem bestimmten Salzgehalt, einem bestimmten Salz,
in Gegenwart dissoziationsférdernder organischer Lésungsmittel wie Formamid, DMF etc.
oder aber auch in weiten Bereichen relativ genau errechnet werden (siehe z.B. den im

Internet verfigbaren Oligo-analyzer "www.idtdna.com/program/main/home.asp").

Das Elektrodenpotential kann bei Elektroden-immobilisierten Ligat-
Nukleinsdureoligomeren mit assoziietem Gegenstrang dazu benutzt werden, den
polyanionischen Gegenstrang von der Elektrode zu verdrangen. Bei negativen bis hin zu
leicht positiven Potentialen (E < 0,2 V gegen Silberdraht) liegen sowohl einzel- als auch
doppelstrangige, an einer leitfahigen Oberfliche angebundene Nukleinséure-Oligomere
aufgrund der AbstoBung des negativ geladenen DNA-RUickgrats in einer eher gestreckten
Konformation vor. Wird das Potential weiter ins Negative verschoben, ladt sich die
Oberflache starker negativ auf und weniger stark gebundene Nukleinsaureoligomer-
Liganden und Signal-Nukleinsaure-Oligomer-Liganden, also solche die im
Bindungsbereich einen oder mehrere Basenfehlpaarungen aufweisen, werden von der
modifizierten Oberfliche verdrangt. Wie fur die Schmelztemperatur beschrieben kann
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auch dieses sogenannte elektrostringente Potential fur bestimmte &ulere Parameter

experimentell bestimmt werden.

Anionen chaotroper Salze fiir die Dissoziation von Doppelstrang-Oligonukleotiden sind
z.B. CCI,CO0, CNS’, CF,COO0, CIO,, I', (siehe auch: Robinson und Grant, Journal of
Biological Chemistry, 241, 1966, S. 1329ff und Kessler et al. US 5,753,433). Durch
chaotrope Salze wird die Schmelztemperatur erniedrigt.

In samtlichen, im Rahmen der vorliegenden Erfindung beschriebenen Verfahren kann zur
verbesserten Quantifizierung der gemessenen Werte zu jedem Messwert ein Korrektur-
Messwert bestimmt werden, der dem Hintergrund-Signal der verwendeten modifizierten
Oberflache entspricht. Der Korrektur-Messwert wird im Allgemeinen von Detektions- und

Referenzsignal substrahiert, um die Quantifizierung der Detektion zu verbessern.

Die Bestimmung eines Korrektur-Messwertes fiir nicht mit Nukleinsaureoligomer-Liganden
und Signal-Nukleinséureoligomer-Liganden assoziierte modifizierte Oberflachen kann im
Rahmen der vorliegenden Erfindung grundsatzlich zu drei verschiedenen Zeitpunkten
erfolgen: a) nach dem Inkontaktbringen der Probe und der darin enthaltenen
Nukleinsaureoligomer-Liganden mit der modifizierten Oberflache aber vor der Zugabe der
Signal-Nukleinsdureoligomer-Liganden; b) vor dem Inkontaktbringen der Probe und der
darin enthaltenen Nukleinsaureoligomer-Liganden mit der modifizierten Oberflache und
vor der Zugabe der Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden; c) nach erfolgter Dissoziation
der Doppelstranghybride aus Ligat-Nukleinsdureoligomer und Nukleinsdureoligomer-
Ligand bzw. aus Ligat-Nukleinsaureoligomer und Signal-Nukleinsdureoligomer-Ligand,
nach dem Waschen der modifizieten Oberfliche in Abwesenheit von Signal-

Nukieinsdureoligomer-Liganden.

Die Bestimmung der Korrektur-Messwerte kann bei der Durchfuhrung der
erfindungsgemalen Verfahren auch mehrmals zum gleichen oder zu den oben
beschriebenen unterschiedlichen Zeitpunkten erfolgen. Der jeweils verwendete Messwert
wird dann durch Bildung des arithmetischen Mittels aus den verschiedenen Messungen fur
den jeweiligen Bereich bestimmt.

GemaR den nachfolgend geschilderten, besonders bevorzugten Ausfuhrungsformen der
vorliegenden Erfindung kann die getrennte Durchfihrung einer Referenzmessung
vermieden werden. Auf der modifizierten Oberflache sind in diesen Fallen Referenz-Sites
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aufgebracht, denen nach Zugabe der Probe ein ganz bestimmter Assoziationsgrad
zugeordnet werden kann. Das bei der Detektion erhaltene Signal ist dann fur diesen
bestimmten Grad an Assoziation charakteristisch und kann zur Normierung der Signale

der Test-Sites herangezogen werden.

Samtliche im Rahmen der vorliegenden Erfindung beschriebenen Verfahren kénnen
némlich auch unter Verwendung einer modifizierten Oberflache durchgefiihrt werden,
wobei die Oberfliche durch Anbindung von wenigstens zwei Arten von Ligat-
Nukleinsdureoligomeren modifiziert wurde. Die verschiedenen Arten von Ligat-
Nukleinsaureoligomeren sind in raumlich im wesentlichen abgetrennten Bereichen an die
Oberflache gebunden. Unter "im wesentlichen abgetrennten Bereichen" werden Bereiche
der Oberflache verstanden, die ganz Uberwiegend durch Anbindung einer bestimmten Art
von Ligat modifiziert sind. Lediglich in Gebieten, in denen zwei solche im wesentlichen
abgetrennte Bereiche aneinander grenzen, kann es zu einer raumlichen Vermischung von
verschiedenen Arten von Ligat-Nukleinsaureoligomeren kommen. In dem im Rahmen der
vorliegenden Erfindung bevorzugten Verfahren erfolgt vor dem Inkontaktbringen der
Probe mit der modifizieten Oberfliche der Zusatz von einer Art von
Nukleinséureoligomer-Liganden zu der Probe, wobei der Nukleinsaureoligomer-Ligand ein
Bindungspartner mit hoher Assoziationskonstante zu einer bestimmten Art von Ligat-
Nukleinsédureoligomeren ist, die in einem bestimmten Bereich (Test-Site Tie) an die
Oberflaiche gebunden vorliegt.Diese zugegebene Art von Nukleinsaureoligomer-Ligand
assoziiert an die Uubrigen, an die Oberfliche gebundenen Arten von Ligat-
Nukieinsdureoligomeren nicht oder nur sehr geringfiigig. Der Nukleinsaureoligomer-
Ligand wird dabei in einer Menge zu der Probe zugegeben, die gréRer ist als die Menge
an  Nukleinsdureoligomer-Liganden, die  notwendig istt um die Ligat-
Nukleinsdureoligomeren der Tq-Test-Sites vollstandig zu assoziieren. Den letzten Schritt
dieses Verfahrens bildet — nach Inkontaktbringen der Probe mit der modifizierten
Oberflache, wobei die Probe die Art von Nukleinsaureoligomer-Ligand mit hoher
Assoziationskonstante zu den im Bereich T1g0 gebundenen Ligat-Nukleinsaureoligomeren
enthalt, optionaler stringenter Hybridisierung und nach Inkontaktbringen der Signal-
Nukleinsdureoligomer-Liganden mit der modifizierten Oberflache - der Vergleich der bei
der Detektion der Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden erhaltenen Werte mit dem fir
den Bereich To erhaltenen Wert. Der fur den Bereich Ty erhaltene Wert entspricht
somit dem Wert bei volistandiger Assoziation (100%).
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GemaR einer besonders bevorzugten Ausfilhrungsform wird eine modifizierte Oberflache
verwendet, die durch Anbindung von wenigstens drei Arten von Ligat-
Nukleinsdureoligomeren modifiziet wurde. Die verschiedenen Arten von Ligat-
Nukleinsaureoligomeren sind in rdumlich im wesentlichen abgetrennten Bereichen an die
Oberflache gebunden. Dabei ist wenigstens eine Art von Ligat-Nukleinséureoligomeren in
einem bestimmten Bereich (Test-Site T) an die Oberflache gebunden, von der bekannt
ist, dass in der Probe kein Bindungspartner mit hoher Assoziationskonstante enthalten ist,
also der komplementare Nukleinsaureoligomer-Ligand nicht in der Probe vorkommt. Auch
in diesem besonders bevorzugten Verfahren erfolgt vor dem Inkontaktbringen der Probe
mit der modifizierten Oberflaiche der Zusatz von einer Art von Nukleinsdureoligomer-
Liganden zu der Probe, wobei die zugegebene Art von Nukleinsaureoligomer-Ligand ein
Bindungspartner mit hoher Assoziationskonstante zu einer bestimmten Art von Ligat-
Nukieinsaureoligomeren ist, die in einem bestimmten Bereich (Test-Site Tyo) an die
Oberflache gebunden vorliegt. Diese zugegebene Art von Nukleinsaureoligomer-Ligand
assoziiert an die Ubrigen, an die Oberfliche gebundenen Arten von Ligat-
Nukleinsdureoligomeren nicht oder nur sehr geringfugig. Der Nukleinsdureoligomer-
Ligand wird dabei in einer Menge zu der Probe zugegeben, die groRer ist als die Menge
an  Nukleinsdureoligomer-Liganden, die  notwendig ist, um die Ligat-
Nukleins&ureoligomeren der Tqq0-Test-Sites vollstandig zu assoziieren. Den letzten Schritt
dieses Verfahrens bildet — nach Inkontaktbringen der Probe mit der modifizierten
Oberflache, wobei die Probe die Art von Nukleinsdureoligomer-Ligand mit hoher
Assoziationskonstante zu den im Bereich T, gebundenen Ligat-Nukleinsaureoligomeren
enthélt, optionaler stringenter Hybridisierung und nach Inkontaktbringen der Signal-
Nukleinséureoligomer-Liganden mit der modifizierten Oberfldche - der Vergleich der bei
der Detektion der Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden erhaltenen Werte mit dem fir
den Bereich T, erhaltenen Wert und mit dem fur den Bereich T, erhaltenen Wert. Der fir
den Bereich T, erhaltene Wert entspricht somit dem Wert bei fehlender Assoziation (0%).

GemaR einer ganz besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der beiden oben
geschilderten Verfahren, die ohne getrennte Referenz-Messung auskommen, erfolgt vor
dem Inkontaktbringen der Probe mit der modifizierten Oberfliche der Zusatz von
wenigstens einer weiteren Art von Nukleinsdureoligomer-Ligand zu der Probe, wobei
bekannt ist, dass dieser Nukleinsdureoligomer-Ligand in der urspriinglichen Probe nicht
enthalten ist. Diese weitere Art von Nukleinséureoligomer-Ligand weist eine
Assoziationskonstante >0 zu einer Art von Ligat-Nukleinséureoligomeren auf, die in einem
bestimmten Bereich (Test-Site T,) an die Oberfliche gebunden vorliegt. Der
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Nukleinsaureoligomer-Ligand wird in einer solchen Menge zu der Probe gegeben, dass
nach dem Inkontaktbringen der Probe mit der modifizierten Oberfliche n% der Ligat-
Nukleinsdureoligomere des Test-Sites T, in assoziierter Form vorliegen. Den letzten
Schritt dieses Verfahrens bildet — nach Inkontaktbringen der Probe mit der modifizierten
Oberflache, wobei die Probe die Arten von Nukleinsaureoligomer-Liganden enthalt, die an
die in den Bereichen T und T, gebundenen Ligat-Nukleinsdureoligomeren assoziieren,
optionaler stringenter Hybridisierung und nach Inkontaktbringen der Signal-
Nukleinsaureoligomer-Liganden mit der modifizierten Oberflache - der Vergleich der bei
der Detektion der Signal-Nukleinsdureoligomer-Liganden erhaltenen Werte mit dem fir
den Bereich Tyo erhaltenen Wert, mit dem fur den Bereich T, erhaltenen Wert und mit
den fur die Bereiche T, erhaltenen Werte. Der fur ein bestimmtes Test-Site T, erhaltene
Wert entspricht somit dem Wert bei Vorliegen von n% Ligat-Ligand-Assoziaten bezogen

auf die Gesamtzahl an Ligat-Nukleinsaureoligomeren der entsprechend Art.

Die Menge an Nukleinsaureoligomer-Ligand, die mit der modifizieten Oberflache in
Kontakt gebracht werden muss, um eine n%ige Assoziation am Test-Site T, zu bewirken,
kann vom Fachmann durch einfache Routineuntersuchungen bestimmt werden. Dazu wird
z.B. nach Detektion der Werte fur T, und Tqq eine kalibrierte Messung durchgefiihrt, bei
der die Signalintensitdt von (unterschiedlichen) Detektionslabel bestimmt wird, mit denen
das Ligat-Nukleinsaureoligomer und der Nukleinsdureoligomer-Ligand ausgestattet sind.
Das Verhiltnis von Ligand-Label-Signal zu Ligat-Label-Signal entspricht n%.

In einer besonders bevorzugten Form der Referenzwertbestimmung tber Ermittelung von
To- Ta- und Tie-Werten werden als Ligat-Nukleinsaureoligomere zur Modifikation der
Messbereiche T, Mischungen verwendet aus n% Ligat-Nukleinsaureoligomeren, die fur
das Test-Site T1qo verwendet werden, und (100-n)% Ligat-Nukleinsaureoligomeren, die fur
das Test-Site T, verwendet werden. In diesem Fall kann auf die Ermittlung geeigneter T,-
Nukeinsaureoligomer-Liganden und auf deren Zugabe zur Probe vor Inkontaktbringen der
Probe mit der modifizierten Oberfliche verzichtet werden, wenn ausreichend Tigo-
Nukleinsadureoligomer-Ligand zur Probe gegeben wird, so dass nicht nur das Test-Site
Tioo vollstandig mit Tigo-Nukleinsédureoligomer-Ligand assoziieren kann, sondern auch die
jeweiligen n% der T,-Test-Sites mit dem T,4-Nukleinsdureoligomer-Ligand assoziieren
kénnen.Wird eine genugende Anzahl an Referenz-Sites T, auf der modifizierten
Oberflache aufgebracht, so kann eine Referenzkurve mit hoher Genauigkeit

aufgenommen werden. Die Normierung der Messungen der eigentlichen Test-Sites mit
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Hilfe dieser Referenzkurve verbessert die Reproduzierbarkeit der Analytik mit Hilfe der
Chip-Technologie deutlich.

Die Bestimmung der Messwerte fur die Bereiche To, T, und Ty kann bei der
Durchfihrung der erfindungsgemaBen Verfahren auch mehrmals zum gleichen oder zu
den oben beschriebenen unterschiedlichen Zeitpunkten erfolgen. Der jeweils verwendete
Messwert wird dann durch Bildung des arithmetischen Mittels aus den verschiedenen
Messungen fiilr den jeweiligen Bereich bestimmt. Die Messwerte fur die Bereiche To, Ty
und Tig0 kénnen, wie vorne beschrieben, durch Ermittelung von Korrektur-Messwerten
oder arithmetisch gemittelten Korrektur-Messwerten verbessert werden. In diesem Fall ist
es vorteilhaft, auch die Messwerte aller anderen Bereiche der modifizierten Oberfliche
(Test-Bereich M) durch Korrektur-Messwerte zu verbessern, wobei mathematische
Bestimmungsmethoden bevorzugt werden, die fur die Ermittelung der Kkorrigierten
Messwerte fur die Bereiche T, T, und T1go und den eigentlichen Messbereich M identisch
sind (gleiche Normierung).

Es soll darauf hingewiesen werden, dass das Auffinden eines Nukleinséureoligomer-
Liganden, der nicht in der Probe enthalten ist, keinerlei Probleme bereitet, da auch die
umfangreichsten Genome immer noch eine gentigende Auswahi an nicht vorhandenen
Sequenzen bieten. Fir den Fall, dass sich die nicht vorhandene Sequenz von einer
anwesenden Sequenz nur durch eine Base unterscheidet, muss der Hybridisierungsschritt
unter stringenten Bedingungen durchgefiihrt werden. Bevorzugt werden aber Sequenzen
verwendet, die sich deutlich, also in mehreren Basen, von den in der Probe anwesenden
Sequenzen unterscheiden. Besonders gute Ergebnisse werden erzielt, wenn flr die Test-
Sites und fur die Referenz-Sites Oligonukleotide mit der gleichen oder zumindest einer
ahnlichen Zahl an Basen verwendet werden.

Die Ligat-Nukleinsaureoligomere der vorliegenden Erfindung bestehen aus n Nukleotiden,
die in einer bestimmten Nukleotidabfolge (Sequenz) vorliegen. Die Ligat-
Nukleinsdureoligomere sind zu einem Sequenzbereich von n Nukleotiden der
Nukleinsdureoligomer-Liganden =~ komplementdr  oder  zumindest  (berwiegend
komplementar. Die Nukleinsdureoligomer-Liganden, deren Anwesenheit anhand der
vorliegenden Erfindung detektiert werden soll, kénnen neben dem n Nukleotide langen
zusammenhéngenden Sequenzbereich, dessen Sequenz komplementér zur n Nukleotid

Sequenz der Ligaten ist, weitere Sequenzbereiche aufweisen.
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GemaR einer bevorzugten Ausfiuihrungsform der vorliegenden Erfindung werden Ligat-
Nukleinsadureoligomere  verwendet, wobei jeweils eine Art von Ligat-
Nukleinsaureoligomeren aus einer Anzahl von n Nukleotiden einer bestimmten Sequenz
besteht. Die Ligat-Nukleinsdureoligomere einer Art sind zu einem Sequenzbereich von n
Nukledtiden von Nukleinsadureoligomer-Liganden einer Art komplementédr, wobei das
Ligat-Nukleinsdureoligomer mit diesem n Nukleotid langen zusammenhéngenden
Sequenzbereich des Nukleinsadureoligomer-Liganden einen perfekten Match ausbilden
kann, d.h. in diesem n Nukleotid langen Bereich bilden Ligat und passender Ligand nach
der Assoziation (Hybridisierung) eine Doppelhelix mit n ausschliellich passenden
Basenpaarungen. Die an diese Art von Ligat-Nukleinsdureoligomeren assoziierenden
Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden weisen dagegen nur teilweise zur n Nukleotid
langen Sequenz des Ligaten komplementdre Sequenzbereiche auf, insbesondere
besitzen die Signal-Nukleinsadureoligomer-Liganden nur solche Sequenzabschnitte, dass
nach Assoziation mit der n Nukleotid langen Sequenz des Ligat-Nukleinsédureoligomers
maximal n-1, n-2, n-3, n-4 oder n-5 Nukleotide zueinander komplementar sind.. In diesem
Zusammenhang steht n fur eine ganze Zahl von 3 bis 80, insbesondere von 5 bis 50,
besonders bevorzugt von 15 bis 35 oder von 8 bis 25. Signal-Nukleinsdureoligomer-
Liganden, die diese Bedingungen erflillen, werden im folgenden auch SNP-ID-Liganden
genannt.

Gemal einer besonders bevorzugten Ausfilhrungsform bestehen die Signal-
Nukleinsaureoligomer-Liganden, die als SNP-ID-Liganden verwendet werden, aus weniger
als n Nukleotiden, wobei alle Nukleotide des Signal-Nukleinsadureoligomer-Liganden
sequenzspezifisch komplementar zur n-Nukleotid-Sequenz des Ligat-
Nukleins&ureoligomers sind. Alternativ kénnen auch Signal-Nukleinséureoligomer-
Liganden verwendet werden, die aus n oder mehr Nukleotiden bestehen, aber nur solche
Bereiche aus n Nukleotiden aufweisen, deren Sequenz in weniger als n Nukleotiden,
insbesondere in n-1 bis n-5 Nukleotiden, zur Sequenz des n Nukleotid langen Ligat-
Nukleinsdureoligomers  komplementar st Alternativ.  kénnen auch Signal-
Nukleinsaureoligomer-Liganden verwendet werden, die aus n oder mehr Nukleotiden
bestehen, aber nur solche Partialsequenzen aufweisen, dass nach Assoziation von zwei
oder mehr Partialsequenzen des Signal-Nukleinsdureoligomer-Liganden an das Ligat-
Nukleinsdureoligomer weniger als n Nukleotide des Hybrids aus Ligat und Signal-
Nukleinsdureoligomer-Ligand, insbesondere nur n-1 bis n-5 Nukleotide, zueinander

komplimentar hybridisiert vorliegen kénnen.
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Diese  aufeinander  abgestimmten  komplementaren  Bereiche von  Ligat-
Nukleinsaureoligomeren und Signal-Nukleinséureoligomer-Liganden bringen einen
besonderen Vorteil bei der Detektion von Nukleinsaureoligomer-
Hybridisierungsereignissen mit sich. Grundsatzlich sollen bei den erfindungsgeméfen
Verfahren nur solche Hybridisierungsereignisse detektiert werden, bei denen ein
Nukleinsaureoligomer-Ligand an das Ligat-Nukleinsaureoligomer hybridisiert, wobei der
Nukleinsaureoligomer-Ligand eine zusammenhangende Nukleotid-Sequenz aufweist, die
in allen Basen zu dem Ligat-Nukleinsdureoligomer komplementar ist, womit sich ein
sogenannter perfekter Match ausbilden kann.. Um zwischen solchen perfekten
Ubereinstimmungen und Assoziaten mit Basenfehlpaarungen, sogenannten Mismatches,
zu unterscheiden, also Hybridisierungsereignisse zu unterdriicken oder als negativ zu
detektieren, bei denen das Assoziat (Hybrid) aus Ligat-Nukleinsaureoligomer und
Nukleinsédureoligomer-Ligand ein oder mehrere nicht zueinander komplementéare
Basenpaare aufweisen, sind die Assoziationskonstanten (und —zeiten) von perfektem
Match, Ky, Mismatch, Kyy, und Hybrid aus Ligat-Nukleinsdureoligomer und Signal-
Nukleinsaureoligomer-Ligand, Ksg, entscheidend. Die Assoziationskonstante Kgg des
Hybrids aus Ligat-Nukleinsdureoligomer und Signal-Nukleinséureoligomer-Ligand muss
namlich gréRer sein als die Assoziationskonstante Kyy eines Mismatches, da in diesem
Fall die Nukleinsdureoligomer-Liganden, deren Assoziation wenigstens einen Mismatch
mit den Ligat-Nukleinsdureoligomeren aufweisen, durch die Signal-Nukleinsdureoligomer-
Liganden aus ihrer Bindung an die Ligat-Nukleinsdureoligomere verdréngt oder
gréBtenteils verdrangt werden und umgekehrt bereits an das Ligat-Nukleinsédureoligomer
assoziierte Signal-Nukleinsdureoligomere nicht mehr oder nur sehr wenig durch
Mismatch-Nukleinsdureoligomer-Liganden aus dem Assoziat verdréangt werden kénnen.
Gleichzeitig muss aber die Assoziationskonstante Kgg des Hybrids aus Ligat-
Nukleinsdureoligomer und Signal-Nukleinsaureoligomer-Ligand kleiner sein als die
Assoziationskonstante Ky eines perfekten Matches, da in diesem Fall die
Nukleinsaureoligomer-Liganden, deren Assoziation mit den Ligat-Nukleinsdureoligomeren
einen perfekten Match ausbilden, durch die Signal-Nukleinsdureoligomer-Liganden nicht
aus ihrer Bindung an die Ligat-Nukleinsiureoligomere verdrangt werden und umgekehrt
bereits an das Ligat-Nukleinsaureoligomer assoziierte Signal-Nukleinsdureoligomere
durch einen Nukleinsdureoligomer-Liganden, der einen perfekten Match erméglicht, aus
dem Assoziat verdrangt werden. Signal-Nukleinsdureoligomer-Liganden, die diese
Bedingungen erflllen, werden als SNP-ID-Liganden bezeichnet. Diese SNP-ID-Liganden
besitzen nur solche Sequenzabschnitte, dass nach Assoziation mit dem Ligat-

Nukleinsdureoligomer maximal n-1, n-2, n-3, n-4 oder n-5 Nukleotide zueinander
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komplementér sind.Fir die Assoziationskonstanten der méglichen Hybride gilt dann die
Korrelation Ky > Kgg = Kuw. Bei geeigneter Wahl des Signal-Nukleinsaureoligomer-
Liganden, insbesondere bei Verwendung von Signal-Nukleinsdureoligomer-Liganden , die
insgesamt aus weniger als n Nukleotiden bestehen, wobei alle Nukleotide des Signal-
Nukleinsaureoligomer-Liganden sequenzspezifisch komplementar zur n-Nukleotid-
Sequenz des Ligat-Nukleinséaureoligomers sind, ist die Assoziationskonstante des Hybrids
aus Ligat-Nukleinséureoligomer und Signal-Nukleinsaureoligomer-Ligand etwas grofRer
als die Assoziationskonstante eines Mismatches, da sich die nicht komplementéaren Basen
des Mismatches in der Regel im Inneren der Nukleinsaurekette befinden. Das Hybrid wird
dadurch stérker gestért als durch eine fehlende Base am Kettenende, wodurch die
Assoziationskonstante des Hybrids aus Ligat-Nukleinsdureoligomer und verkirztem
Signal-Nukleinsaureoligomer-Ligand etwas groBer ist als die Assoziationskonstante eines
Mismatches und es kann somit eine Korrelation Ky > Kgic > Kum eingestelit werden.

In diesem Zusammenhang soll klargestellt werden, dass dem Fachmann bekannt ist, dass
Unterschiede im Assoziationsverhalten verschiedener Ligat- / Ligand-Paare aufgrund
unterschiedlicher Assoziationskonstanten durch Variation der fur die Assoziation zur
Verfigung gestellten Konzentrationen an Ligaten und Liganden erhéht oder ausgeglichen
werden kénnen beziehungsweise, dass bei Vorliegen &hnlicher Assoziationskonstanten
fur verschiedenen Ligat- / Ligand-Paare durch Variation der fir die Assoziation zur
Verfugung gestellten Konzentrationen an Ligaten und Liganden Unterschiede im
Assoziationsverhalten verschiedener Ligat- / Ligand-Paare erzeugt werden kénnen.

Die oben beschriebenen aufeinander abgestimmten Langen von Ligat-
Nukleinséureoligomeren und Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden bringen einen ganz
besonderen Vorteil bei der Detektion von SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) mit
sich. SNPs weisen namlich eine Mutation in genau einer Base auf, die durch das
geschilderte Verfahren eindeutig von der nicht-mutierten Variante unterschieden werden
kann.

An dieser Stelle soll erwshnt werden, dass die Uberlegungen bezlglich der
Assoziationskonstanten bei Verwendung von Ligat-Nukleinsdureoligomeren und Signal-
Nukleinsdureoligomer-Liganden mit  aufeinander  abgestimmten Langen  auf
Verdrangungsassays unter Verwendung von z.B. Ligat-Antikorpern, Signal-Antigen-
Liganden und Antigen-Liganden bertragen werden kénnen. An Stelle der Nukleotid-
Bereiche fir sequenzspezifische Hybridisierung und den damit verbundenen
Assoziationskonstanten Ky, Kse und Kwu unterscheiden sich in diesem Fall die
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Assoziationskonstanten der Signal-Antigen/Ligat-Antikérper- und Antigen-Ligand/Ligat-
Antikorper-Assoziate z.B. um eine GréRenordnung. Im Wesentlichen wird also in den
obigen Ausfihrungen Ky, Ksg und Kyw durch Ay und Agg ersetzt, wobei Ag die
Assoziationskonstante der Signal-Antigen/Ligat-Antikérper-Assoziate und Ay die
Assoziationskonstanten und Antigen-Ligand/Ligat-Antikérper-Assoziate angibt und Ay z.B.
um eine GréRenordnung groRer ist als Agig, d.h. Au = 10 x Agie.

Bei der soeben beschriebenen Verwendung von Ligat-Nukleinsdureoligomeren und
Signal-Nukleinsdureoligomer-Liganden mit aufeinander abgestimmten Léngen ist zu
bedenken, dass die Assoziationskonstante des Hybrids aus Ligat-Nukleins&ureoligomer
und Signal-Nukleinsaureoligomer-Ligand und die Assoziationskonstante eines perfekten
Matches einen sehr &hnlichen Wert aufweisen. Deswegen werden folgende
Ausfiihrungsformen (i) bis (iii) besonders bevorzugt:

(i) Erfolgt zunéchst die Zugabe der Nukleinsaureoligomer-Liganden und — nach Entfernen
nicht assoziierter Nukleinsaureoligomer-Liganden durch Waschen der modifizierten
Oberﬂéché - getrennt davon die Zugabe der Signal-Nukleinsdureoligomer-Ligandenwird
ein molares Verhaltnis von Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden zu  Ligat-
Nukleinsdureoligomeren zwischen 0,01 und 1000, bevorzugt zwischen 0,1 und 100,
besonders bevorzugt zwischen 1 und 10 verwendet. Dadurch wird eine Verdrangung der
Nukleinsdureoligomere aus dem perfekten Matches durch die  Signal-
Nukleinsdureoligomer-Liganden vermieden, .

(i) Werden Nukleinsaureoligomer-Liganden und Signal-Nukleinsdureoligomer-Liganden
gemeinsam mit der modifizieten Oberfliche in Kontakt gebracht, wird ein molares
Verhéltnis von Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden zu Nukleinsdureoligomer-Liganden
zwischen 0,01 und 1000, bevorzugt zwischen 0,1 und 100, besonders bevorzugt zwischen
1 und 10 verwendet.Die erwartete Menge der Nukleinsadureoligomer-Liganden muss
zumindest auf eine GréRenordnung genau bekannt sein. Ist sie nicht bekannt, so kann
aber auch eine Versuchsreihe mit variierenden molaren Verhéltnissen von Signal-
Nukleinsaureoligomer-Liganden zu Ligat-Nukleinséureoligomeren im Bereich zwischen
0,01 und 1000 durchgefiihrt werden.

(i) Erfolgt zunachst die Zugabe der Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden und — nach
Entfernen nicht assoziierter Signal-Nukleinsédureoligomer-Liganden durch Waschen der
modifizierten Oberflache - getrennt davon die Zugabe der Nukleinséureoligomer-
Liganden, so wird, um eine allmahliche Verdrangung der Signal-Nukleinsaureoligomer-
Liganden aus dem Assoziat mit den Ligat-Nukleinsaureoligomeren durch perfekt
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hybridisierende Nukleinsaureoligomer-Liganden zu erméglichen und diese von einer
Verdrangung der Signal-Nukleinséureoligomer-Liganden aus dem Assoziat mit den Ligat-
Nukleinsaureoligomeren durch Mismatch-ausbildende Nukleinsadureoligomer-Liganden zu
diskriminieren, eine Titrationskurve aufgenommen, d. h. die Probe wird sukzessive in
kleinen Mengen zugegeben und nach jeder Zugabe wird ein Messwert aufgenommen. Die
so entstehende Messwertkurve aus Messwerten gegen zugegebener Probenportionen
weist dann eine deutliche Messwertzunahme bei Zugabe weniger Probenportionen auf,
wenn perfekt hybridisierende Nukleinsdureoligomer-Liganden in der Probe vorhanden
waren, wahrend Nukleinsdureoligomer-Liganden, die bei der Hybridisierung Mismatches
ausbilden, erst bei deutlich erhéhter Zugabe von Probe zu einer Erhéhung der Messwerte
fihren und diese beiden Messwertbereiche — bei Vorhandensein von Matches und
Mismatches in der Probe - durch ein Plateau der Messwerte voneinander getrennt sind.

GemaR einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung wird
bei der Verwendung von SNP-ID-Liganden als Signal-Nukleinsaureoligomere vor der
ersten Detektion der Signal-Nukleinsdureoligomer-Liganden ein Waschen der
modifizierten Oberfldche durchgefihrt. Dadurch wird die Uberstehende Lésung mit den
darin enthaltenen, nicht an Ligat-Nukleinsaureoligomere assoziierten SNP-ID-Liganden
entfernt. Bei der anschlieBenden Detektion der Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden
wird ein Signal gemessen, das ausschlieBlich von den an die Ligat-Nukleinsédureoligomere
gebundenen SNP-ID-Liganden stammt. Die Uberlagerung der Messwerte durch
ungebundene Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden wird so verhindert, wodurch eine
Detektion mit héherer Genauigkeit erreicht wird.

In dem Fall, dass wenigstens zwei Arten von Ligat-Nukleinsiureoligomeren an die
modifiziete Oberfliche angebunden sind, werden gemaR einer bevorzugten
Ausfluhrungsform der vorliegenden Erfindung bei der Verwendung von SNP-ID-Liganden
als Signal-Nukleinséureoligomere auch solche Ligat-Nukleinséureoligomere verwendet,
bei denen die verschiedenen Arten von Ligat-Nukleinsiureoligomeren, insbesondere
solche im Messbereich M, jeweils eine unterschiedliche Anzahl ny an Nukleotiden
aufweisen, wobei ny, eine ganze Zahl darstellt und die Anzahl der Nukleotide einer Art von
Ligat-Nukleinsdureoligomeren angibt, die an der Test-Site i im Messbereich M
immobilisiert wurde. Die zu jeder Art von Ligat-Nukleinséureoligomeren passende Art von
SNP-ID-Liganden werden in diesem Fall, wie oben erwihnt, so angepasst, dass sie nur
solche Sequenzabschnitte aufweisen, die nach Assoziation mit der ny; Nukleotid langen
Sequenz des Ligat-Nukleinsdureoligomers im Hybrid maximal nyi -1, nyi -2, Nwi -3, Ny -4
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oder ny -5 zueinander komplementidre Nukleotide aufweisen. Die Variation der
Nukleotidiange der Ligat-Nukleinsdureoligomere bei paralleler Detektion verschiedener
Nukleinsaureoligomer-Liganden erlaubt eine gezieltere und erleichterte Auswahl von
Ligat-Nukleinsaureoligomeren, die einen perfekten Match mit den Nukleins&ureoligomer-
Liganden erméglichen, wenn die Nukleinsdureoligomer-Liganden der zu untersuchenden
Probe einem groRen Pool von potentiell vorhandenen Nukleinsdureoligomer-Liganden
darstellen, wie dies z. B. bei SNP-Untersuchungen des gesamten menschlichen Genoms
der Fall ist. Bei Verwendung von SNP-ID-Liganden muss namlich nicht mehr darauf
geachtet werden, dass die stringenten Hybridisierungsbedingungen, wie sie fur SNP-
Untersuchungen ublicherweise notwendig sind, um Matches von Mismatches zu
unterscheiden, fur alle Test-Sites der Paralleluntersuchung auf einer Oberflache identisch
eingestellt werden. Vielmehr ermdglichen die angepassten SNP-ID-Liganden eine
indirekte stringente Hybridisierung, die fur alle Test-Sites gleichzeitig durchgefiihrt wird,
aber individuell an jedes Test-Site angepasst ist.

Gemal einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung werden
als Ligat-Nukleinsaureoligomere Ligat-PNA-Oligomere und als Signal-
Nukleinsadureoligomer-Liganden Signal-PNA-Oligomer-Liganden verwendet. Der Vorteil
der Verwendung von Ligat-PNA-Oligomere und Signal-PNA-Oligomer-Liganden liegt in
der Tatsache begriindet, dass die Verfahren der vorliegenden Erfindung ohne zusétzliche
Modifikation von Ligat-Nukleinséureoligomeren, Nukleinsadureoligomer-Liganden oder
Signal-Nukleinsdureoligomer-Ligand mit detekierbarem Label durchgefihrt werden
konnen. PNA unterscheidet sich bekanntermaBen von DNA durch seine fehlende
elektrische Ladung. Die Ladung des Nukleinsdureoligomer-Liganden kann bei
Verwendung von Ligat-PNA-Oligomeren und Signal-PNA-Oligomer-Liganden als "Label"
angesehen werden, das durch geeignete Messungen, insbesondere durch
elektrochemische Messungenwie elektrochemische Impedanzmessungen oder durch
SECM detektiert werden kann.

Daneben betrifft die vorliegende Erfindung auch einen Kit zur Durchfihrung eines
Verfahrens zur Detektion von Nukleinséureoligomer-Hybridisierungsereignissen. Der Kit
umfasst eine modifizierte Oberflache, wobei die Modifikation in der Anbindung wenigstens
einer Art von Ligat-Nukleinsaureoligomeren besteht, und eine effektive Menge an Signal-
Nukleinsdureoligomer-Liganden. Mit diesem Kit kann eine zweifache Detektion der Sigani-

Nukleinsdureoligomer-Liganden durchgefuhrt werden, also eine Bestimmung der
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Referenzwerte und die zweite Detektion der Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden sowie

eine Messung von Korrekturwerten.

Gemaf einer bevorzugten Ausfiihrungsform sind die Referenzwerte von dem Kit bereits
umfasst, sodass die Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden vom Endverbraucher nur
einmal detektiert werden missen. Die bei dieser Detektion erhaltenen Werte brauchen

dann nur mit den bereits vorhandenen Referenzwerten verglichen zu werden.

Gemal einer bevorzugten Ausfuhrungsform sind die Referenzwerte und Korrekturwerte
von dem Kit bereits umfasst, sodass die Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden vom
Endverbraucher nur einmal detektiert werden mussen. Die bei dieser Detektion erhaltenen
Werte brauchen dann nur mit den bereits vorhandenen Referenzwerten verglichen und

auf die Korrekturwerte normiert zu werden.

Gemah einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung umfasst der Kit
eine modifizierte Oberflache, die wenigstens einen Bereich T, und wenigstens einen
Bereich Ty aufweist. Besonders bevorzugt werden Ausfuhrungsformen wonach die
modifizierte Oberflache zusatzlich wenigstens einen Bereich T, umfasst.

Daneben betrifft die vorliegende Erfindung auch einen Kit zur Durchfilhrung eines
Verfahrens zur Detektion von SNP-Untersuchungen. Der Kit umfasst eine modifizierte
Oberflache, wobei die Modifikation in der Anbindung wenigstens einer Art von Ligat-
Nukleinsaureoligomeren besteht, und eine effektive Menge an SNP-ID-Liganden. Mit
diesem Kit kann eine zweifache Detektion der SNP-ID-Liganden durchgefilhrt werden,
also eine Bestimmung der Referenzwerte und die zweite Detektion der Signal-

Nukleinsaureoligomer-Liganden sowie eine Messung von Korrekturwerten.

Gemal einer bevorzugten Ausfihrungsform sind die Referenzwerte und Korrekturwerte
von dem Kit bereits umfasst, sodass die SNP-ID-Liganden vom Endverbraucher nur
einmal detektiert werden mussen. Die bei dieser Detektion erhaltenen Werte brauchen
dann nur mit den bereits vorhandenen Schwellenwerten, die aus Referenzwerten und
Korrekturwerten bestimmt wurden, verglichen zu werden, um das Nichtvorhandensein
oder Vorhandensein eines SNPs und dessen Zusammensetzung (homo- oder
heterozygot) zu erkennen.Die vorliegende Erfindung stellt somit ein Verfahren zur
Detektion von sequenzspezifischen Nukleinsdureoligomer-Hybridisierungsereignissen
anhand eines Verdréangungsassays zur Verfugung. Dabei dienen auf Oberflachen
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immobilisierte Ligat-Nukleinséureoligomere wie DNA-/RNA-/PNA-Oligomer-Einzelstrange
als Assoziationsmatrix (Sonde) zum Nachweis von Targets, also zum Nachweis von
Oligonukleotiden oder DNA-Fragmenten. Zunachst  werden  die Ligat-
Nukleinsdureoligomere der Assoziationsmatrix mit einer Ldsung von Signal-
Nukleinsaureoligomer-Liganden in Kontakt gebracht, wodurch einige der Signal-
Nukleinséureoligomer-Liganden an die oberflachenimmobilisierten Ligat-
Nukleinsédureoligomeren  hybridisiet werden und die  restlichen  Signal-
Nukleinsaureoligomer-Liganden in der Uberstehenden Losung bleiben. Alternativ kann bei
der Verwendung von SNP-ID-Liganden als Signal-Nukleinséureoligomere vor der
Detektion der Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden ein Waschen der modifizierten
Oberflaiche durchgefiihrt. Dadurch wird die (berstehende Lésung mit den darin
enthaltenen, nicht an Ligat-Nukleinssureoligomere assoziierten SNP-ID-Liganden entfernt.
Die Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden sind so gewahlt, dass die Oberflichen-
Assoziate aus Ligat-Nukleinsaureoligomer und Signal-Nukleinsadureoligomer-Ligand eine
Assoziationskonstante besitzen, die geringer ist als die Assoziationskonstante zwischen
Ligat-Nukleinsdureoligomer und Nukleinsdureoligomer-Ligand. Daneben fungieren die
Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden oder die Nukleinsaureoligomer-Liganden entweder
selbst als signalgenerierende Substanz fir die Detektion oder sie sind mit einer
detektierbaren signalgenerierenden Substanz markiert. In einer (Referenz-) Detektion
werden die oberflaichenimmobilisierten  Signal-Nukleinsdureoligomer-Liganden in
Abwesenheit von Nukleinsaureoligomer-Liganden — entweder vor Zugabe der Ligand-
Nukleinséureoligomere oder nach Dissoziation der Ligand-Oligonukieotide - mit einer
geeigneten Messmethode erfasst. Befinden sich wahrend der Referenzmessung Signal-
Nukleinsaureoligomer-Liganden in der Giberstehenden Lésung, wird als Messmethode eine
geeignete oberflaichensensitiven Messmethode (z.B. der total internal reflection
fluorescence oder elektrochemischen Methoden wie z.B. der Chronocoulometrie) gewahit,
die es erlaubt, zwischen oberflichenimmobilisierten Signal-Nukleinsdureoligomer-
Liganden und Signal-Nukleinsdureoligomer-Liganden in der Volumenphase zu
diskriminieren. In einer weiteren Messung wird - nach Zugabe der die zu untersuchenden
Nukleinsaureoligomer-Liganden enthaltenden Lésung zu der modifizierten Oberflache und
Verdrangung eines Teils der Signal-Nukleinsdureoligomer-Liganden durch die Ligat-
Nukleinsdureoligomerenoder nach Zugabe der Ligand-Oligonukleotide, (stringenter)
Hybridisierung, Waschen und Zugabe einer gleichen Menge an Signal-Oligonukleotiden
wie bei der Referenzmessung - das im System Ligat-Nukleinsaureoligomer / Signal-
Nukleinsdureoligomer-Ligand vorhandene Referenzsignal moduliet und damit eine
qualitative wie quantitative Aussagen (ber Nukleinsaureoligomer-Liganden in der
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Untersuchungslésung ermoglicht. Die Assoziationsmatrix kann aus nur einem Test-Site
mit einer Art von Ligat-Nukleinsdureoligomeren bestehen, bevorzugt wird aber, dass die

Assoziationsmatrix aus einer Vielzahl von Test-Sites besteht.

Grundsatzlich erfolgt also die Bestimmung einer unbekannten Art von
Nukleinsaureoligomer-Liganden durch Detektion einer dritten Verbindung (Signal-
Nukleinsaureoligomer-Ligand), die ebenso wie die unbekannten Art von
Nukleinsdureoligomer-Liganden an ein Sonden-Molekul (Ligat-Nukleinsadureoligomer)
assoziiert. Bei  Anwesenheit von  Signal-Nukleinsdureoligomer-Ligand  und
Nukleinséureoligomer-Ligand wird durch die starkere Assoziationsfahigkeit der
unbekannten Substanz (Nukleinsaureoligomer-Ligand) zumindest ein Teil der Ligat-
Nukleinsdureoligomer besetzt. Ebenso kann natirlich bei Vorliegen von Assoziaten aus
Nukleinsdureoligomer-Ligand und Ligat-Nukleinsaureoligomer durch die Zugabe von
Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden ein Teil der Nukleinsdureoligomer-Liganden aus
dem Komplex Ligand-Ligat verdrangt werden. Dies findet in geringem MaR trotz der
starkeren  Assoziationsfahigkeit von  Nukleinsaureoligomer-Ligand mit  Ligat-
Nukleinsdureoligomer statt, da sich in jedem Fall ein Gleichgewicht einstellen wird,
welches durch das Verhéltnis der Assoziationskonstanten von Nukleinsdureoligomer-
Ligand / Ligat-Nukleinsaureoligomer zu Signal-Nukleinsdureoligomer-Ligand / Ligat-
Nukleinsdureoligomer und der verwendeten Konzentrationen von Nukleinséureoligomer-

Ligand und Signal-Nukleinséureoligomer-Ligand bestimmt ist.

Das Verdrangungsassay umfasst also ein Komplexierungsereignis zwischen einem Ligat-
Nukleinséureoligomer und einem Signal-Nukleinsdureoligomer-Liganden, das in
Konkurrenz zu einem weiteren Komplexierungsereignis aus eigentlichem Target
(Nukleinsaureoligomer-Ligand) und Ligat-Nukleinséureoligomer steht. Das
Verdrangungsassay umfasst insbesondere ein Komplexierungsereignis zwischen einem
Ligat-Nukleinsaureoligomer und einem Signal-Nukleinsiureoligomer-Liganden, dem sich
ein weiteres Komplexierungsereignis nach Zugabe des eigentlichen Targets
(Nukleinsdureoligomer-Ligand) anschlieft, welches unter Verdrangung des Signal-
Nukleinsaureoligomer-Liganden erfolgt. Daneben umfasst das Verdrangungsassay
insbesondere ein Komplexierungsereignis zwischen einem Ligat-Nukleinsaureoligomeren
und einem Target (Nukleinsdureoligomer-Ligand), dem sich ein weiteres
Komplexierungsereignis nach Zugabe von Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden
anschlieRt, welches unter Verdrangung von zumindest einem Teil der
Nukleinsaureoligomer-Liganden erfolgen kann.
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Die Oberfliche

Mit dem Begriff "Oberflache" wird jedes Tragermaterial bezeichnet, das geeignet ist direkt
oder nach entsprechender chemischer Modifizierung derivatisierte oder nicht-derivatisierte
Ligat-Nukleinsaureoligomere kovalent oder (iber andere spezifische Wechselwirkungen zu
binden. Der feste Trager kann aus leitfahigem oder nicht leitfdhigem Material bestehen.

(i) leitfdhige Oberflachen

Unter dem Begriff "leitfahige Oberflache" wird jeder Trager mit einer elektrisch leitfahigen
Oberflache beliebiger Dicke verstanden, insbesondere Oberflachen aus Platin, Palladium,
Gold, Cadmium, Quecksilber, Nickel, Zink, Kohlenstoff, Silber, Kupfer, Eisen, Blei,
Aluminium und Mangan.

Daneben kénnen auch beliebige dotierte oder nicht dotierte Halbleiteroberflachen
beliebiger Dicke verwendet werden. Samtliche Halbleiter konnen als Reinsubstanzen oder
als Gemische Verwendung finden. Als nicht einschrankend gemeinte Beispiele seien an
dieser Stelle Kohlenstoff, Silizium, Germanium, a-Zinn, Cu(l)- und Ag(l)-Halogenide
beliebiger Kristallstruktur genannt. Geeignet sind ebenfalls samtliche binéren
Verbindungen beliebiger Zusammensetzung und beliebiger Struktur aus den Elementen
der Gruppen 14 und 16, den Elementen der Gruppen 13 und 15, sowie den Elementen
der Gruppen 15 und 16. Daneben koénnen terndre Verbindungen Dbeliebiger
Zusammensetzung und beliebiger Struktur aus den Elementen der Gruppen 11, 13 und 16
oder den Elementen der Gruppen 12, 13 und 16 verwendet werden. Die Bezeichnungen
der Gruppen des Periodensystems der Elemente beziehen sich auf die IUPAC-
Empfehlung von 1985.

(ii) nichtleitende Oberflachen

Bei den nichtleitenden Oberflaichen wird als Material Glas und modifiziertes Glas
bevorzugt. Die Modifizierung kann z.B. durch Silanisierung erfolgen und fuhrt in allen
Fallen zu funktionellen Gruppen, die geeignet sind, in Kopplungsreaktionen entsprechend
funktionalisierte Ligat-Nukleinsadureoligomere zu binden. Diese Modifizierung schlieit
Schichtaufbauten auf der Glasoberflache unter Verwendung von Polymeren wie z.B.
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Dextranpolymeren, die eine Variation der Schichtdicke und Oberflachenbeschaffenheit
erlauben, mit ein. Weitere Derivatisierungsmaéglichkeiten des Glases zur letztendlichen
Anbindung der Ligat-Nukleinsaureoligomeren bestehen z.B. im Aufbringen einer dinnen
(ca. 10 - 200 nm) Metallisierungsschicht, insbesondere einer Gold-Metallisierungsschicht,
die zuséatzlich mit (Thiol-funktionalisierten) Polymeren, insbesondere Dextranen, belegt
sein kann. Daneben kann das Glas nach der Silanisierung auch mit Biotin funktionalisiert
werden (z.B. aminofunktionalisierte Glasoberflaiche nach der Silanisierung und Kopplung
der Carbonséure Biotin (ber EDC und NHS bzw. iber einen Biotinaktivester wie Biotin-N-
succinimidylester) oder alternativ mit an Dextran-Lysin oder Dextran immobilisierten Biotin
Uberzogen werden. Die so erzeugten biotinylierten Glasoberflachen werden anschlieend
mit Avidin oder Streptavidin behandelt und kénnen dann zur Anbindung von biotinylierten

Ligat-Nukleinsdureoligomeren verwendet werden.

Bindung von Nukleinsdaureoligomeren an die Oberflache

Als Ligat-Nukleinsaureoligomere werden im Rahmen der vorliegenden Erfindung an eine
Oberflache gebundene Nukleinsaureoligomere bezeichnet. Verfahren zur Immobilisierung
von Nukleinsaureoligomeren an einer Oberflache sind dem Fachmann bekannt. Die Ligat-
Nukleinsdureoligomere kénnen z.B. kovalent Uber Hydroxyl-, Epoxid-, Amino- oder
Carboxygruppen des Tragermaterials mit natUrlicherweise am Nukleinsdureoligomer
vorhandenen oder durch Derivatisierung am Ligat-Nukleinsdureoligomer angebrachten
Thiol-, Hydroxy-, Amino- oder Carboxylgruppen an die Oberfliche gebunden werden. Das
Ligat-Nukleinsdureoligomer kann direkt oder (ber einen Linker/Spacer an die
Oberflachenatome oder -molekiilen einer Oberfliche gebunden werden. Daneben kann
das Ligat-Nukleinsaureoligomer durch die bei Immunoassays Ublichen Methoden
verankert werden wie zB. durch Verwendung von biotinylierten Ligat-
Nukleinsdureoligomeren zur nicht-kovalenten Immobilisierung an Avidin oder Streptavidin-
modifizierten Oberflachen. Die chemische Modifikation der Ligat-Nukleinséureoligomere
mit einer Oberflachen-Ankergruppe kann bereits im Verlauf der automatisierten
Festphasensynthese oder aber in gesonderten Reaktionsschritten eingefihrt werden.
Dabei wird auch das Nukleinsaureoligomer direkt oder Uber einen Linker/Spacer mit den
Oberflachenatomen oder -molekilen einer Oberfliche der oben beschriebenen Art
verknupft. Diese Bindung kann auf verschiedene Arten durchgefiilhrt werden (vgl. z.B.
WO 00/42217).
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Ligat-Nukleinsdureoligomere /  Nukleinsdureoligomer-Liganden  / Signal-

Nukleinsdureoligomer-Liganden

Die Ligat-Nukleinséureoligomere der vorliegenden Erfindung bestehen aus n Nukleotiden,
die in einer bestimmten Nukleotidabfolge (Sequenz) vorliegen. Die Ligat-
Nukleinsaureoligomere sind zu einem Sequenzbereich von n Nukleotiden der
Nukleinsaureoligomer-Liganden komplementar oder  zumindest  Uberwiegend

komplementar.

Als Nukleinsaureoligomer-Liganden werden Molekille bezeichnet, die spezifisch mit dem
an eine Oberflache immobilisierten Ligat-Nukleinsédureoligomeren unter Ausbildung eines
Doppelstrang-Hybrids wechselwirken. Nukleinsaureoligomer-Liganden im Sinne der
vorliegenden Erfindung sind also Nukleinsédureoligomere, die als Komplexbindungspartner
des komplementdaren Nukleinsdureoligomers fungieren. Die Nukleinsdureoligomer-
Liganden, deren Vorhandensein anhand der vorliegenden Erfindung detektiert werden
soll, kénnen neben dem n Nukleotide langen zusammenhangenden Sequenzbereich,
dessen Sequenz komplementdr zur n Nukleotid Sequenz der Ligaten ist, weitere
Sequenzbereiche aufweisen.

Die Ligat-Nukieinsdureoligomere einer Art sind zu einem Sequenzbereich von n
Nukleotiden von Nukleinsaureoligomer-Liganden einer Art komplementér, wobei das
Ligat-Nukleinsaureoligomer mit diesem n Nukleotid langen zusammenhangenden
Sequenzbereich des Nukleinsaureoligomer-Liganden einen perfekten Match ausbilden
kann, d.h. in diesem n Nukleotid langen Bereich bilden Ligat und passender Ligand nach
der Assoziation (Hybridisierung) eine Doppelhelix mit n ausschlieBlich passenden
Basenpaarungen.

Die an eine Art von Ligat-Nukleinsdureoligomeren assoziierenden Signal-
Nukleinsaureoligomer-Liganden weisen dagegen nur teilweise zur n Nukleotid langen

Sequenz des Ligaten komplementére Sequenzbereiche auf.

In einer besonderen Ausfilhrungsform der vorliegenden Erfindung besitzen die Signal-
Nukleinséureoligomer-Liganden nur solche Sequenzabschnitte, dass nach Assoziation mit
der n Nukleotid langen Sequenz des Ligat-Nukleinsdureoligomers maximal n-1, n-2, n-3,
n-4 oder n-5 Nukleotide zueinander komplementar sind. In diesem Zusammenhang steht
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~ n fur eine ganze Zahl von 3 bis 80, insbesondere von 5 bis 50, besonders bevorzugt von

15 bis 35 oder von 8 bis 25. Signal-Nukleinsdureoligomer-Liganden, die diesen
Bedingungen genitigen, werden auch SNP-ID-Liganden genannt.Die Signal-
Nukleinsaureoligomer-Liganden kénnen selbst oder nach entsprechender Modifikation mit
einem Detektionslabel durch geeignete Detektionsmethoden bestimmt werden. Die
Detektion der Signal-Nukleinsdureoligomer-Liganden kann durch eine
oberflachensensitive Detektionsmethode, insbesondere durch eine spektroskopische, eine
elektrochemische oder eine elektrochemolumineszente Methode erfolgen.

Als spektroskopische Detektion kommt die Detektion der Fluoreszenz, insbesondere der
Total Internal Reflection Fluoreszenz (TIRF) der Signal-Nukleinséureoligomer-Liganden in
Frage, wohingegen die elektrochemische Detektion durch Amperometrie,
Chronocoulometrie, Impedanzmessung oder Scanning Electrochemical Microscopy
(SECM) erfolgen kann.

In einer alternativen AusfUhrungsform der vorliegenden Erfindung werden als Ligat-
Nukleinsaureoligomere Ligat-PNA-Oligomere und als Signal-Nukleinséureoligomer-
Liganden Signal-PNA-Oligomer-Liganden verwendet. Der Vorteil der Verwendung von
Ligat-PNA-Oligomeren und Signal-PNA-Oligomer-Liganden liegt in der Tatsache
begriindet, dass ein beliebige Ausfiihrungsform des Verdrangungsassy der vorliegenden
Erfindung ohne  zusatzliche Modifikation  von Ligat-Nukleinsaureoligomer,
Nukleinséureoligomer-Liganden oder Signal-Nukleinsdureoligomer-Ligand mit
detekierbarem Label durchgefiihrt werden kann. PNA unterscheidet sich bekanntermafien
von DNA durch seine fehlende elekirische Ladung. Die Ladung des
Nukleinsdureoligomer-Liganden kann bei Verwendung von Ligat-PNA-Oligomere und
Signal-PNA-Oligomer-Liganden als "Label' angesehen werden, das durch geeignete
Messungen, insbesondere durch elektrochemische Messungen wie elektrochemische
Impedanzmessungen oder durch SECM detektiert werden kann.

In einer weiteren alternativen Ausfiihrungsform werden als Signal-Nukleinsiureoligomer-
Liganden SNP-ID-Liganden verwendet. Gemé&R einer besonders bevorzugten
Ausfiihrungsform wird vor der Detektion der Signal-Nukleinséureoligomer-Liganden ein
Waschen der modifizierten Oberflache durchgefiihrt. Dadurch wird die Uberstehende
Losung mit den darin enthaltenen, nicht an Ligat-Nukleinsdureoligomere assoziierten
SNP-ID-Liganden entfernt. Bei der anschlieRenden Detektion der Signal-
Nukleinsdureoligomer-Liganden wird ein Signal gemessen, das ausschlieBlich von den an
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die Ligat-Nukleinsdureoligomere gebundenen SNP-ID-Liganden stammt. Die
Uberlagerung der Messwerte durch ungebundene Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden
wird so verhindert, wodurch eine Detektion mit hoherer Genauigkeit erreicht wird und als
Messmethode jede Methode verwendet werden kann, die sensitiv auf das jeweils
verwendete Detektins-Label ist.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung besitzen die Signal-Nukleinsiureoligomer-
Liganden eine geringere Tendenz zur Komplexbildung mit den Ligat-
Nukleinsdureoligomeren als die eigentlichen Nukleinséureoligomer-Liganden (Targets),
d.h. die Assoziationskonstante zwischen Ligand und Ligat ist gréBer als die
Assoziationskonstante zwischen Signal-Ligand und Ligat.

Im Falle eines Ligat-Oligonukleotids mit 20 Basen weist also das Signal-Oligonukleotid nur
Nukleinsdure-Bereiche auf, bei denen weniger als 20 konsekutive Basen des Signal-
Oligonukleotids komplementar zu den 20 Basen des Ligat-Oligonukleotids sind. Fir ein
Ligat-Oligonukleotid mit 20 Nukleotiden kann also ein beliebig langes, mit Detektionslabel
markiertes Signal-Oligonukleotid verwendet werden, solange das Signal-Oligonukleotid
nur Nukleinsdure-Bereiche aufweist, bei denen weniger als 20 konsekutive Basen des
Signal-Oligonukleotids komplementar zu den 20 Basen des Ligat-Oligonukleotids sind.
Insbesondere kann das Signal-Oligonukleotid ein mit wenigstens einem Detektionslabel
markiertes 20 nt-Oligo sein oder eine 20 nt-Oligo-Sequenz enthalten, die komplementar
zum 20 nt Ligat-Oligonukleotid ist und ein oder mehrere Basenpaar-Mismatches bei der
Komplexierung zwischen Signal-Oligonukleotid und Ligat-Oligonukleotid ausbildet. Es
kann auch ein mit wenigstens einem Detektionslabel markiertes Oligonukleotid verwendet
werden, das weniger als 20 nt aufweist und volistidndig komplementar zum Ligat-
Oligonukleotid ist.

Als Nukleinsdureoligomer wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung eine Verbindung
aus wenigstens zwei kovalent verbundenen Nukleotiden oder aus wenigstens zwei
kovalent verbundenen Pyrimidin- (z.B. Cytosin, Thymin oder Uracil) oder Purin-Basen
(z.B. Adenin oder Guanin), bevorzugt ein DNA-, RNA- oder PNA-Fragment, verwendet.
Der Begriff Nukleinsdure bezieht sich auf ein beliebiges “Riickgrat* der kovalent
verbundenen Pyrimidin- oder Purin-Basen, wie z.B. auf das Zucker-Phosphat Riickgrat
der DNA, cDNA oder RNA, auf ein Peptid-Riickgrat der PNA oder auf analoge Riickgrat-
Strukturen, wie z.B. ein Thio-Phosphat-, ein Dithio-Phosphat- oder ein Phosphoramid-
Rackgrat. Wesentliches Merkmal einer Nukleinséure im Sinne der vorliegenden Erfindung
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ist die sequenzspezifische Bindung natiirlich vorkommender DNA, oder RNA bzw. daraus
abgeleitete (transkribierte oder amplifizierte) Strukturen wie cDNA oder amplifizierte cDNA
oder amplifizierte RNA (aRNA).

Detektions-Label / Markierung (Markermolekiil)

Signal-Nukleinsdureoligomer-Liganden, die selbst nicht detektiert werden kénnen, werden
durch Derivatisierung mit einem oder mehreren detektierbaren Label versehen. Dieses
Label ermdglicht die Detektion der Komplexierungsereignisse zwischen dem Signal-
Nukleinsaureoligomer-Liganden und dem oberflachengebundenen Ligat-
Nukleinsdureoligomer. Das Label kann direkt oder wie im Falle enzym-katalysierter
Reaktionen indirekt ein Detektionssignal liefern. Bevorzugte Detektionslabel

(Markermolekiile) sind Fluorophore und redoxaktive Substanzen.

Bei Verwendung von Ligat-PNA-Oligomeren als Ligat-Nukleinsaureoligomere und Signal-
PNA-Oligomer-Liganden als  Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden kann  ohne
zusétzliche Modifikation von Ligat-Nukleinsdureoligomer, Nukleinsdureoligomer-Liganden
oder Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden mit detekierbarem Label gearbeitet werden.
In diesem Fall wird die Ladung des Nukleinsdureoligomer-Liganden als "Label" benutzt,
das durch geeignete Messungen, insbesondere durch elektrochemische Messungen wie
elektrochemische Impedanzmessungen oder durch SECM detektiert werden kann.Bei den
Fluorophoren kénnen kommerziell erhaltliche Fluoreszenzfarbstoffe wie z.B. Texas Rot,
Rhodamin-Farbstoffe, Fluorescein etc. verwendet werden (vgl. Molecular Probes Katalog).
Im Falle der Detektion durch elektrochemische Methoden werden Redoxmolekile als
Label eingesetzt. Als Redoxlabel kénnen Ubergangsmetall-Komplexe, insbesondere
solche des Kupfers, Eisens, Rutheniums, Osmiums oder Titans mit Liganden wie Pyridin,
4,7-Dimethylphenanthrolin, 9,10-Phenanthrenquinondiimin, Porphyrine und substituierte
Porphyrin-Derivate verwendet werden. Daneben ist der Einsatz von Riboflavin, von
Chinonen wie Pyrrollochinolinochinon, Ubichinon, Anthrachinon, Naphtochinon oder
Menachinon bzw. Derivaten davon, von Metallocenen und Metallocenderivaten wie
Ferrocenen und Ferrocenderivaten, Cobaltocenen und Cobaltocenderivaten, von
Porphyrinen, Methylenblau, Daunomycin, Dopamin-Derivaten, Hydrochinon-Derivaten
(para- oder ortho-Dihydroxy-Benzol-Derivaten, para- oder ortho-Dihydroxy-Anthrachinon-
Derivaten, para- oder ortho-Dihydroxy-Naphtochinon-Derivaten) und &hnlichen
Verbindungen méglich.
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Oberflachensensitive Detektionsmethoden

Oberflachensensitive Detektionsmethoden eriauben die Unterscheidung zwischen an eine
Oberfliche assoziierten und im Uberstand gelésten Markermolekilen. Als
Detektionsmethode  eigenen  sich  elektrochemische,  spektroskopische  und

elektrochemolumineszente Verfahren.

(i) Oberfidchensensitive elektrochemische Detektion

Bei elektrochemischen Methoden kann anhand der Kinetik der elektrochemischen Prozesse
prinzipiell zwischen an eine Oberfliche adsorbierten und im Uberstand gelosten
redoxaktiven Detektionslabel  unterschieden  werden. Oberflachenadsorbierte
Detektionslabel werden im allgemeinen schneller elektrochemisch umgesetzt (z.B. oxidiert
oder reduziert) als redoxaktive Detektionslabel aus der Volumenphase, da letztere vor der
elektrochemischen Umsetzung erst zur (Elektroden-) Oberfldche diffundieren missen. Als
Beispiele fir elektrochemische oberflichensensitive Methoden seien die Amperometrie und die
Chronocoulometrie genannt.

Die Methode der Chronocoulometrie erlaubt es, oberflichennahe redoxaktive Komponenten von
(identischen) redoxaktiven Komponenten in der Volumenphase zu unterscheiden und ist z.B. in
Steel, AB., Herme, T.M. und Tarlov M.J.: Electrochemical Quantitation of DNA
Immobilized on Gold, Analytical Chemistry, 1998, Vol. 70, 4670 - 4677 und darin zitierten
Literaturstellen beschrieben.

Das Messsignal der Chronocoulometrie (transferierte Ladung Q in Abhangigkeit von der
Zeit t) setzt sich aus drei Komponenten zusammen: (i) einem diffusiven. Anteil, der durch
die geldsten redoxaktiven Komponenten in der Volumenphase hervorgerufen wird und
eine t'’-Abhangigkeit aufweist, einen ersten instantanen Anteil, der aus der
Ladungsumverteilung in der Doppelschicht (dl, double layer) an der Elektrodenoberflaiche
resultiert und einen zweiten instantanen Anteil, der durch die Umsetzung redoxaktiver

Komponenten bedingt ist, die an der Elektrodenoberflache adsorbiert (immobilisiert) sind.
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Im chronocoulometrischen Experiment ist die Ladung Q als Funktion der Zeit t durch die
Cottrell-Gleichung gegeben:

_2nFADAC;

+Q, +nFAT,
Y
wobei
n: Anzahl der Elektronen pro Molekill fur die Reduktion
F: Faraday Konstante
A: Elektrodenflache [cm?]
Dy Diffusionskoeffizient [cm?/s]
C,:  Konzentration [mol/cm?]

Qur: Kapazitive Ladung C
nFATl,. Ladungen, die bei der elektrochemischen Umsetzung der adsorbierten
redoxaktiven Detektionslabel umgesetzt werden, wobei 7o [mollcmz] die

Oberflachenbelegungsdichte des Detektionslabels darstelit.

Der Term I, steht somit fiir die Menge an Detektionslabel an der Elektrodenoberfléache. Im
chronocoulometrischen Experiment wird bei t = 0 die Summe der Doppelschicht-Ladungen
und des Oberflaichenuberschusses erhalten.

Ein chronocoulometrisch detektiertes Verdrangungsassay im Sinne der vorliegenden Erfindung
soll am Beispiel eines 20 nt Ligat-Nukleinsdureoligomers erlautert werden. Die mit 20 nt Ligat-
Oligonukleotiden modifizierte (Arbeits-)Elektrode wird mit einer definieten Menge an Signal-
Nukleinsiureoligomer-Liganden, z.B. einem 12 nt Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden, das
ein oder mehrere Redoxlabel tragt und zu einem - méglichst oberflichennahen Bereich
des Ligat-Oligonukleotids komplementar ist, in Kontakt gebracht, so dass eine Assoziation
zwischen  Ligat-Oligonukleotid und  redox-markiertem ss-Nukleinsaureoligomer-
Komplexbildner stattfinden kann. Danach wird die (Arbeits-) Elektrode anfangs auf ein Potential
E, gesetzt, bei dem wenig bis gar keine Elektrolyse (elektrochemische Anderung des
Redoxzustands) der Redoxmarkierung stattfinden kann (z.B. bei Ferrocen-modifizierten Ligat-
Oligonukleotid ca. 0.1 V gegen Ag/AgCI (sat. KCI)). Dann wird die Arbeitselektrode durch einen
Potentialsprung auf ein Potential E; gesetzt, bei dem die Elektrolyse der Redoxmarkierung im
diffusionslimiterten ~ Grenzfall  stattfindet (zB. bei  Ferrocen-modifizieten  ss-
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Nukleinsaureoligomer-Komplexbildner ca. 0.5 V gegen Ag/AgCl (sat. KCI)). Die transferierten
Ladungen werden in Abhangigkeit von der Zeit aufgezeichnet.

Anschlieend wird die Probenlésung zugegeben, die das Ligand-Nukleinséureoligomer
(Target) enthalten soll (kann), welches eine nt-Sequenz aufweist, die in einem Bereich zu
den 20 nt der Ligat-Oligonukleotide komplementér ist. Nach Hybridisierung des Targets an
die Ligat-Oligonukleotide und somit nach partieller Verdrangung der Signal-
Nukleinséureoligomer-Liganden wird eine zweite elektrochemische Messung durchgefihrt.
Die Anderung des instantanen Ladungssignals ist proportional zur Anzahl der verdrangten
Signal-Oligonukleotid-Liganden und ist somit proportional zur Anzahl der in der
Untersuchungslésung vorhandenen Target-Oligonukleotide.

Diese Anderung des instantanen Ladungssignals hangt von der Lange der Ligand-
Oligonukleotide, also von der Anzahl der Nukleotide der Ligand-Oligonukleotide ab.
Weisen die Ligand-Oligonukleotide eine Lange auf, die ungefahr der Lange der Ligat-
Oligonukleotide entspricht oder kiirzer als diese ist, so wird eine Abnahme des
instantanen Ladungssignals beobachtet, da Signal-Oligonukleotide durch die Ligand-
Oligonukleotide aus dem Assoziat mit den Ligat-Oligonukleotiden und damit aus der Nahe
der modifizierten Oberflache verdrangt werden. Weisen die Ligand-Oligonukieotide eine
groRere Lange als die Ligat-Oligonukleotide auf, so kann nur ein Teil der Nukleotide der
Ligand-Oligonukleotide an die Nukleotide der Ligat-Oligonukleotide anbinden und es
verbleibt ein Uberstehender Teil des Ligand-Oligonukleotids mit frei zuganglichen
Nukleotiden. In der Regel werden dann die Signal-Oligonukleotide nach Hybridisierung der
Ligand-Oligonukleotide an die Ligat-Oligonukleotide an diese freien Basen der Ligand-
Oligonukleotide anbinden. Befindet sich der Gberstehende Teil der Ligand-Oligonukleotide
in der Nahe der Oberfliche, so kann der Fall eintreten, dass eine Zunahme des
instantanen Ladungssignals beobachtet wird, da sich die Anzahl an Signal-
Oligonukleotiden, die sich in der Nahe der Oberfliche befinden durch Zugabe der
langkettigen Ligand-Oligonukleotide und Bindung der Signal-Oligonukleotide an diese
Ligand-Oligonukleotide vergroRert. Bei sehr langkettigen Ligand-Oligonukleotiden kann
sich eine deutlich gréRere Differenz (Zunahme) zwischen instantanem Ladungssignal vor
Ligand-Oligonukleotid-Zugabe und instantanem Landungssignal nach Ligand-
Oligonukleotid-Zugabe ergeben als bei kurzkettigen Ligand-Oligonukleotiden (Abnahme
des instantanen Landungssignal). Unsichere Ergebnisse werden nur dann erhalten, wenn
die Anzahl an Signal-Nukleinsdureoligomer-Liganden, die aus dem Assoziat Signal-
Ligand-Oligonukleotid/Ligat-Oligonukleotid verdrangt werden, ungefdhr der Anzahl an
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Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden entspricht, die anschlieBend an den sich in der
Né&he der Oberflache befindenden, Giber den an das Ligat-Oligonukleotid assoziierten Teil
hinausstehenden Teil der Ligand-Oligonukleotide anbinden.

(i) Oberflachensensitive Fluoreszenz-Detektion

Als optische Messmethode zur Detektion von fluoreszenzmarkierten Signal-
Nukleins&aureoligomer-Liganden kann die Total Internal Reflection Fluoreszenz (TIRF, vgl.
Sutherland und Dahne, 1987, J. Immunol. Meth., 74, 253 - 265) dienen. Dabei kénnen
Fluoreszenzmolekiile, die sich in der Nahe der Grenzflache zwischen einem festen
Wellenleitermedium, typischerweise Glas, und einem flissigen Medium befinden bzw. auf
der der Flussigkeit zugewandten Oberflaiche des Wellenleitermediums immobilisiert sind,
durch das evaneszente Feld, das aus dem Wellenleiter herausragt, angeregt werden und
detektierbares Fluoreszenzlicht emittieren. Verdringte bzw. im Uberstand geloste
fluoreszenzgelabelte Komplexbildner werden vom evaneszenten Feld nicht erfasst (bzw.
nur insofern als sie sich im Bereich der Eindringtiefe des evaneszenten Feldes befinden)
und liefern somit (nahezu) keinen Beitrag zum gemessenen Signal. Die Eindringtiefe des
evaneszenten Feldes betragt typischerweise 100 bis 200 nm, kann aber durch eine diinne
Metallisierungsschicht (ca. 10 bis 200 nm), insbesondere eine Goldmetallisierungsschicht,
auf mehrere 100 nm erhéht werden. In einer bevorzugten Ausfilhrungsform der
Fluoreszenzdetektion der verdrangten, Fluorophor-markierten Signal-
Nukleinséureoligomer-Liganden wird die  Schichtdicke der Ligat-modifizierten

Trageroberflache an die Eindringtiefe des evaneszenten Feldes angepasst z.B.
- durch entsprechend lange Ligat-Nukleinsaureoligomere,

- durch Immobilisierung der Ligat-Nukleinséureoligomere (ber entsprechend lange
Linker zwischen Oberflache und Ligat-Oligonukleotid,

- durch Kopplung der Carbonséaure Biotin (Uber EDC und NHS bzw. Uber einen
Biotinaktivester wie Biotin-N-succinimidylester) an aminoderivatisierte Oberflachen
und Kopplung von Avidin oder Streptavidin an die so erzeugten biotinylierten
Oberflachen mit anschlieBender Anbindung von biotinylierten Ligat-
Nukleinsaureoligomeren oder
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- durch Immobilisierung einer entsprechend dicken Schicht an funktionalisiertem
Polymer und Anbindung des Ligat-Nukleinsaureoligomeren an das Polymer, z.B.
(a) durch Aufbringen einer diunnen (ca. 10 - 200 nm) Metallisierungsschicht,
insbesondere einer Gold-Metallisierungsschicht, die mit einem (Thiol-
funktionalisierten) Polymer, insbesondere Dextranen oder Polylysin, belegt sein
kann, welches wiederum zur Anbindung des Ligat-Nukleinséureoligomeren
verwendet wird oder (b) durch Aufbringen einer Polymerschicht aus Polylysin-,
Dextran-Lysin- oder von Dextran-immobilisiertem Biotin und Kopplung von Avidin
oder Streptavidin an die so erzeugten biotinylieten Oberflichen mit
anschlieender Anbindung von biotinylierten Ligat-Nukleinsédureoligomeren.

Nicht-Oberfldchensensitive Detektionsmethoden

In einer weiteren alternativen Ausfihrungsform werden als Signal-Nukleinséureoligomer-
Liganden SNP-ID-Liganden verwendet. GemaR einer besonders bevorzugten
Ausfihrungsform wird vor der Detektion der Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden ein
Waschen der modifizierten Oberflaiche durchgefiihrt. Dadurch wird die Uberstehende
Lésung mit den darin enthaltenen, nicht an Ligat-Nukleinsdureoligomere assoziierten
SNP-ID-Liganden entfernt. Bei der anschlieBenden Detektion der Signal-
Nukleinsaureoligomer-Liganden wird ein Signal gemessen, das ausschlieBlich von den an
die Ligat-Nukleinsaureoligomere gebundenen SNP-ID-Liganden stammt. Die
Uberlagerung der Messwerte durch ungebundene Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden
wird so verhindert, wodurch eine Detektion mit héherer Genauigkeit erreicht wird und als
Messmethode jede Methode verwendet werden kann, die sensitiv auf das jeweils
verwendete Detektins-Label ist, womit in diesem Fall also auch Nicht-Oberflachensensitive
Detektionsmethoden erméglicht sind.

Kurze Beschreibung der Zeichnungen

Die Erfindung soll nachfolgend anhand von Ausfuihrungsbeispielen im Zusammenhang mit
den Zeichnungen naher erlautert werden. Es zeigen
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Fig. 1

Fig. 2

Fig. 3

36

eine schematische Darstellung der Detektion von Nukleinséureoligomer-

Hybridisierungsereignissen mittels Verdrangungsassay;

ein Cyclovoltagramm von Ferrocencarbonsaure (Gold-Arbeitselektrode, Platin-
Gegenelektrode, Ag/AgCI (sat. KCI)-Referenzelektrode, 10mM
Ferrocencarbonsaure);

eine chronocoulometrische Messung der sequenzspezifischen Hybridisierung eines
20mer-Ligat-Nukieinsdureoligomeren mit komplementarem Gegenstrang

(Nukleinsaureoligomer-Ligand) durch Detektion der durch die Hybridisierung

verdrangten ferrocenmarkierten Tetramer-Signal-Nukleinsdureoligomer-Liganden.

101:
102:
103:
104:
106:
106:

o

©

Bezugszeichenliste

Array mit (Ober geeignete Linker x immobilisieten Ligat-
Nukleinsadureoligomeren (zwei Test-Sites)

Array inkubiert mit einer Lésung von Signal-Nukieinsaureoligomer-Liganden
Array mit an Ligat-Nukleinsdureoligomeren  assoziierten  Signal-
Nukleinsdureoligomer-Liganden

Array mit spezifischer Komplexierung eines Test-Sites mit Target

Array mit spezifischer Komplexierung eines Ligat-Nukleinsdureoligomeren
mit Target und mit an einen Ligat-Nukleinsdureoligomeren assoziierten
Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden

Ligat-Nukleinsaureoligomer 1

Ligat-Nukleins&ureoligomer 2

Signal-Nukleinsaureoligomer-Ligand

Detektionslabel, z.B. Ferrocen

Oberflache, z.B. Gold

Nukleinsdureoligomer-Ligand

Zugabe eines Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden
Hybridisierung
Dissoziation und Entfernen der Signal-Nukleinsdureoligomer-Liganden und

anschlieRende Zugabe des Nukleinsaureoligomer-Liganden
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@ :  Zugabe des Nukleinsaureoligomer-Liganden

®: Zugabe der Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden

In Figur 3 gibt die mit "1" bezeichnete Kurve die chronocoulometrische Messung nach
Hybridisierung der ferrocenmarkierten Tetramer-Signal-Nukleinséureoligomer-Liganden
wieder, wahrend die mit "2" bezeichnete Kurve die chronocoulometrische Messung nach
Zugabe des komplementaren Nukleinsdureoligomer-Liganden und (partieller)

Verdrangung der redoxmarkierten Tetramere von der Ligat-Oberflache zeigt.

Wege zur Ausfiihrung der Erfindung

Verfahrensvarianten des Verdringungsassays zur Detektion von

Nukleinsdureoligomer-Hybridisierungsereignissen

Um die Vorteile der DNA-Chip-Technologie auf die Detektion von Nukleinsaureoligomer-
Hybriden durch den Verdrangungsassay anzuwenden, werden verschiedene modifizierte
Ligat-Nukleinsdureoligomere unterschiedlicher Sequenz mit den oben beschriebenen
Immobilisierungstechniken an einen Trager gebunden. Mit der Anordnung der Ligat-
Nukleinsdureoligomere bekannter Sequenz an definierten Positionen der Oberflache,
einem DNA-Array, soll das Hybridisierungsereignis eines beliebigen
Nukleinsdureoligomer-Liganden oder einer (fragmentierten) Ligand-DNA detektierbar sein,
um z.B. Mutationen im  Nukleinsdureoligomer-Liganden aufzuspiren und
sequenzspezifisch nachzuweisen. Dazu werden auf einer Oberfliche die
Oberflachenatome oder -molekiile eines definierten Bereichs (einer Test-Site) mit DNA-
/RNA-/PNA-Nukleinsadureoligomeren bekannter, aber beliebiger Sequenz, wie oben
beschrieben, verknupft. Der DNA-Chip kann auch mit einem einzigen Ligat-Oligonukleotid
derivatisiert werden. Als Ligat-Nukleinsaureoligomere werden Nukleinsaureoligomere (z.B.
DNA-, RNA- oder PNA-Fragmente) der Basenléange 3 bis 80 oder 3 bis 70 oder 3 bis 50,
bevorzugt der Lange 5 bis 50 oder 8 bis 50 oder 5 bis 30, besonders bevorzugt der Lange
15 bis 35 oder 10 bis 30 oder 8 bis 25 verwendet.
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Die so bereitgestellte Oberflaiche mit immobilisierten Ligat-Oligonukleotiden wird mit einer
Lésung einer bestimmten Menge von Signal-Nukleinsdureoligomer-Liganden, z.B. mit
Redox-Label markierten Nukleinsaureoligomeren inkubiert, die nur zu einem bestimmten
Sequenzabschnitt des Ligat-Oligonukleotids hybridisierbar sind, nicht aber zur gesamten
Sequenz des Ligat-Oligonukleotids. Dabei kommt es zur Ausbildung von Hybriden aus
Ligat-Nukleinsiureoligomer und den Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden im Bereich

komplementarer Sequenzen.

Nach der Hybridisierung zwischen Ligat und Signal-Ligand wird in einer Referenzmessung
der oberflaichenimmobilisierte Anteil der Signal-Nukleinsadureoligomer-Liganden bestimmt
(z.B. durch eine erste chronocoulometrische Messung, vgl. Abschnitt
"Oberflachensensitive Detektionsmethoden").

Im néachsten Schritt wird die (méglichst konzentrierte) Untersuchungslésung mit Ligand-
Oligonukleotid(en) zur Oberflaiche mit immobilisierten Ligat-Oligonukleotiden, assoziierten
Signal-Nukleinsdureoligomer-Liganden und Uberstehender Loésung (mit freien, nicht
oberflaichenadsorbierten Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden) gegeben. Dabei kommt
es nur in dem Fall zur Hybridisierung, in dem die Lésung Ligand-Nukleinsaureoligomer-
Strange enthalt, die zu den an die Oberflaiche gebundenen Ligat-Nukleinséureoligomeren
komplementar, oder zumindest in weiten Bereichen (bzw. weiteren Bereichen als das
Signal-Oligonukleotid) komplementar sind. Die urspriinglich assoziierten Signal-

Oligonukleotide werden, zumindest teilweise, verdrangt.

Nach der Hybridisierung zwischen Ligat und Ligand wird in einer zWeiten Messung (z.B.
einer zweiten chronocoulometrischen Messung, vgl. Abschnitt "Oberflachensensitive
Detektionsmethoden") der Anteil der verbliebenen oberflichenimmobilisierten Signal-
Nukleinsaureoligomer-Liganden bestimmt. Die Differenz aus Referenzmessung und
zweiter Messung je Test-Site ist proportional zur Anzahl der urspringlich in der
Untersuchungslésung fur das jeweilige Test-Site vorhandenen komplementéren (bzw. in
weiten Bereichen komplementaren) Ligand-Oligonukleotide (vgl. Fig. 1, Verfahrensweg

mit den Schritten @, @, @).

Alternativ.  konnen nach der Referenzmessung die Assoziate aus Ligat-
Nukleinsdureoligomer und Signal- Nukleinsiureoligomer-Ligand an der Oberflache, z.B.
durch Temperaturerhbhung, dissoziiert und samtliche Signal-Nukleinsaureoligomer-
Liganden oder nur die Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden in der Uberstehenden
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Lésung durch Waschen entfernt werden, so dass nach der Referenzmessung die
urspriinglich eingesetzte Oberfliche mit immobilisierten Ligat-Oligonukleotiden zur
Verfigung steht. Das Entfernen der Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden aus den
Assoziaten mit den Ligat-Nukleinsiureoligomeren erfolgt im allgemeinen durch
Herausnehmen der modifizierten Oberfliche aus der die Signal-Nukleinsdureoligomer-
Liganden enthaltenden Loésung und anschlieBendem Waschen der modifizierten
Oberflache. Dehybridisierende Bedingungen kénnen dabei beim Waschen der
modifizierten Oberflache und/oder vor dem Entfernen der modifizierten Oberflache aus
der die Signal-Nukleinséureoligomer-Liganden enthaltenden Losung eingestellt werden.
Im nachsten Schritt wird dann die Probenlésung mit Ligand-Oligonukleotid(en) zur
Oberfliche mit immobilisierten Ligat-Oligonukleotiden gegeben und die méglicherweise
vorhandenen Ligand-Oligonukleotide kénnen unter beliebigen, dem Fachmann bekannten
Stringenzbedingungen an die Ligat-Oligonukleotide hybridisiert werden. Im Idealfall kann
durch das Einstellen der Stringenzbedingungen erreicht werden, dass ausschlieBlich
komplementare Ligand-Oligonukleotide an den Ligat-Oligonukleotiden hybridisiert bleiben,
wohingegen "Ligand-Oligonukleotide", die ein oder mehrere Mismatches aufweisen,
dehybridisieren. Uberschissige Untersuchungslésung mit  nicht angebundenen
Nukleinsaureoligomer-Liganden wird durch Waschen mit geeigneten Pufferlésungen
entfernt. AnschlieBend wird - wie zur Durchfiihrung der Referenzmessung - erneut mit der
eine bestimmte Menge an Signal-Nukleinsdureoligomer-Liganden enthaltenden Lésung
inkubiert und in der zweiten Messung der Anteil der noch an die Ligat-Oligonukleotide

assoziierenden  Signal-Nukleinsdureoligomer-Liganden  bestimmt  (vgl. Fig. 1,
Verfahrensweg mit den Schritten @, @, @, ®).

In einer weiteren Alternative kann die Referenzmessung weggelassen werden, wenn die
GroRe des Referenzsignals vorher (z.B. durch vorausgegangene Messungen etc.)
hinlanglich genau bekannt ist. Dabei wird zunachst die Hybridisierung mit
Nukleinsaureoligomer-Liganden und anschlieRend der Schritt ® durchgefihrt (vgl. Fig. 1,
Verfahrensweg mit dem Schritt ®). In diesem Fall wird zunéchst die Probenlésung mit
Ligand-Oligonukleotiden zur Oberfliche mit immobilisierten Ligat-Oligonukleotiden
gegeben und gegebenenfalls unter stringenten Bedingungen hybridisiert. Anschlieend
wird eine Lésung zugegeben, die eine bestimmte Menge an Signal-Nukleinsaureoligomer-
Liganden enthalt. Dann wird mit Hilfe einer Messung der Anteil an Signal-
Nukleinsdureoligomer-Liganden bestimmt, der an die Ligat-Oligonukleotide assoziiert
vorliegt, und die erhaltenen Werte mit dem bekannten Referenzsignal verglichen.
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Ausfiihrungsformen

a) Kovalente Ausfihrungsform bei Anbindung von Ligat-Oligonukleotiden an (eine) einzein
adressierbare  Gold-Elektrode(n),  redoxgelabelten  ns-Tetrameren als  Signal-
Nukleinséureoligomer-Liganden, Ligand-Oligonukleotiden und chronocoulometrischer
Detektion der Verdrangung der Signal-Nukleinséureoligomer-Liganden durch die
Nukleinséureoligomer-Liganden:

Die n Nukleotide (nt) lange Ligat-Nukleinsdure (DNA, RNA oder PNA, z.B. ein 20
Nukleotide langes Oligo) (Fig. 1A, 101 bzw. 102) ist in der Nahe eines ihrer Enden (3'-
oder 5’-Ende) direkt oder Uiber einen (beliebigen) Spacer mit einer reaktiven Gruppe zur
kovalenten Verankerung an der Oberflache versehen, z.B. als 3'-Thiol-modifiziertes Ligat-
Oligonukleotid, bei dem die endstandige Thiolmodifikation als reaktive Gruppe zur
Anbindung an Goldelektroden dient. Weitere kovalente Verankerungsméglichkeiten
ergeben sich z.B. aus aminomodifiziertem Ligat-Oligonukleotid, das zur Verankerung an
oberflachlich zur Carbonsdure aufoxidierten Glaskohlenstoffelektroden oder an
Platinelektroden verwendet wird. Zusatzlich kann ein monofunktionaler Linker geeigneter
Kettenldnge mit identischer reaktiver Gruppe bereit gestellt werden. Das so modifizierte
Ligat-Nukleinsaureoligomer wird

(i) in Puffer (z.B. 50 - 500 mM Phosphat-Puffer, pH = 7, 1mM EDTA) geltst mit
der Oberflache in Kontakt gebracht und dort Uber die reaktive Gruppe des
Ligat-Nukleinsdureoligomers an die - gegebenenfalls entsprechend
derivatisierte - Oberflache angebunden oder

(i) in Gegenwart eines monofunktionalen Linkers in Puffer (z.B. 100 mM
Phosphat-Puffer, pH = 7, 1mM EDTA, 0,1 - 1 M NaCl) geldést mit der
Oberflache in Kontakt gebracht und dort tiber die reaktive Gruppe des Ligat-
Nukleinsaureoligomers gemeinsam mit dem monofunktionalen Linker an die -
gegebenenfalls entsprechend derivatisierte - Oberfliche angebunden, wobei
darauf geachtet wird, dass geniigend monofunktionaler Linker geeigneter
Kettenldnge zugesetzt wird (etwa 0,1 bis 10 facher oder sogar 100 facher
Uberschuss), um zwischen den einzelnen Ligat-Oligonukleotiden genigend
Freiraum far eine Hybridisierung mit den redoxgelabelten Signal-
Nukleinsédureoligomer-Liganden bzw. dem Ligand-Oligonukleotid  zur
Verfugung zu stellen oder
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(iii) in Puffer (z.B. 10 - 350 mM Phosphat-Puffer, pH = 7, 1mM EDTA) gel6st mit
der Oberfliche in Kontakt gebracht und dort Gber die reaktive Gruppe des
Ligat-Nukleinsaureoligomers an die - gegebenenfalls entsprechend
derivatisierte - Oberfliche angebunden. AnschlieRend wird die so modifizierte
Oberflache mit dem entsprechenden monofunktionalen Linker in Lésung (z.B.
Alkanthiole oder w-Hydroxy-Alkanthiole in Phosphat-Puffer/EtOH-Mischungen
bei Thiol-modifizierten Ligat-Oligonukleotiden) in Kontakt gebracht, wobei der
monofunktionale Linker Gber seine reaktive Gruppe an die - gegebenenfalls
entsprechend derivatisierte - Oberflaiche anbindet (vgl. Abschnitt "Die
Oberflache").

Die so modifizierte Oberflaiche (Fig. 1A) wird, nach entsprechenden Waschschritten, mit
redoxgelabelten Signal-Nukleinsdureoligomer-Liganden (Fig. 1B, 104) aus weniger als n
komplementédren Nukleotiden (Fig. 1B, 103) in Kontakt gebracht. Als mit Redoxlabel
markierte Signal-Nukleinsdureoligomer-Liganden koénnen z.B. ein- oder mehrfach
Ferrocencarbonsaure-modifiziete Nukleinsdure-Tetramere (vgl. Bsp. 3) verwendet
werden, deren Sequenz zu Tetramer-Teilsequenzen der Ligat-Oligonukleotide
komplementér ist, oder mit Redoxlabel (z.B. Ferrocen-Derivaten) modifiziertes SSB
(Single Stranded DNA Binding Protein) eingesetzt werden. Dabei wird darauf geachtet,
dass deutlich mehr markierte Signal-Nukleinsdureoligomer-Liganden (mindestens
1.1facher molarer Uberschuss) zugegeben werden als (ber die Ligat-

Nukleinsdureoligomere an der Oberfliche gebunden werden kénnen.

Das Detektionslabel am Signal-Nukleinsdureoligomer-Liganden wird durch ein geeignetes
Verfahren detektiert, z.B. durch Chronocoulometrie im Fall der mit Ferrocen Redox-Label
markierten Signal-Oligonukleotide. AnschlieBend wird der geldste Ligand zugegeben und
die Messung zur Detektion der Detektionslabel mit dem geeigneten Verfahren wiederholt
(z.B. erneute chronocoulometrische Messung im Fall der mit Ferrocen Redox-Label
markierten Signal-Oligonukleotide).

Alternativ wird die modifizierte Oberflache aus der Signal-Nukleinsdureoligomer-Liganden
enthaltenden Lésung entfernt, gegebenenfalls wie oben beschrieben gewaschen und
anschlieBend mit der die Nukleinsdureoligomer-Liganden enthaltenden Lésung in Kontakt
gebracht. Die Hpybridisierung kann unter geeigneten, dem Fachmann bekannten
Bedingungen durchgefiihrt werden (beliebige, frei wahlbare Stringenzbedingungen der
Parameter Potential/Temperatur/Salz/chaotrope Salze etc. fir die Hybridisierung). Danach
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wird die modifizierte Oberflache mit Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden (in gleicher
Konzentration wie bei der vorangegangenen Messung) in Kontakt gebracht und eine
Messung zur Detektion der Detektions-Label mit einem geeigneten Verfahren
durchgefiihrt.

Der Unterschied im Messsignal (Ab- bzw. Zunahme, je nach Messverfahren) ist
proportional zur  Anzahl der  Hybridisierungsereignisse =~ zwischen  Ligat-
Nukleinsdureoligomer auf der Oberflache und passendem Nukleinsaureoligomer-Liganden
in der Untersuchungslésung (vgl. Bsp. 6). Bei der chronocoulometrischen Messung wird
eine Abnahme des nahezu instantanen Signalanteils des Oberflachenuberschusses an
Redoxlabeln detektiert, vgl. "Oberflichensensitive Detektionsmethoden".

Als Variante des Dbeschriebenen Verfahrens werden die Komplexe aus
oberflichengebundenem  Ligat-Nukleinsdureoligomeren und  markierten  Signal-
Nukleinsaureoligomer-Liganden  (Fig. 1C) nach erfolgter erster Detektion
(Referenzmessung) gelost (z.B. durch Temperaturerh6hung) und die freien markierten
Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden durch Waschen aus dem Uberstand entfernt (Fig.

1, @). Nach Zugabe des Nukleinsaureoligomer-Liganden, Hybridisierung (Fig. 1D) und

Zugabe der markierten Signal-Nukleinsdureoligomer-Liganden (Fig. 1, ®) wird eine

zweite chronocoulometrische Messung (Fig. 1E) durchgefihrt.

Das Verfahren kann fur eine Ligand-Art, also eine bestimmte Ligand-Oligonukleotid-Art
mit bekannter Sequenz, an einer Elektrode oder fur mehrere Ligand-Arten, also
verschiedene Ligand-Oligonukleotid-Arten, an einzeln adressierbaren Elektroden eines
Elektrodenarrays, das bei komplexeren Arrays z.B. uber CMOS-Technologie ansteuer-
und auslesbar ist, angewendet werden.

b) Ausfiihrungsform bei indirekter Anbindung von Ligat-Oligonukleotiden an Glasfasern,
mit Fluorophor markierten ns-Dodecameren als Signal-Nukleinséureoligomer-Liganden,
Oligonukleotid-Liganden und Fluoreszenzdetektion der Verdrdngung der Signal-
Nukleinséureoligomer-Liganden durch die Nukleinsdureoligomer-Liganden:

Die n Nukleotide lange Ligat-Nukleinsdure (DNA, RNA oder PNA) (Fig. 1A, 101 bzw. 102,
z.B. ein 20 Nukleotide langes Oligo), ist in der Nahe eines ihrer Enden (3'- oder 5'-Ende)

direkt oder Uber einen (beliebigen) Spacer mit einer reaktiven Gruppe zur kovalenten
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Verankerung an der Oberfliche versehen, z.B. ein Carboxy-modifiziertes Ligat-
Oligonukleotid zur Anbindung an aminomodifiziertes silanisiertes Glas (z.B. an (3-
Aminopropyl)-triethoxysilan modifiziertes Glas). Weitere kovalente
Verankerungsméglichkeiten ergeben sich z.B. aus aminomodifizietem Ligat-
Oligonukleotid, das zur Verankerung an mit Carbonsaure derivatisierten und auf Glas
immobilisierten Dextranpolymeren verwendet wird, wobei bei dieser Ausfiihrungsform die
Dicke der Schicht aus Dextranpolymer mit angebundenen Ligat-Oligonukleotiden mit dem
Fachmann bekannten Methoden {ber die Dextranpolymerzusammensetzung,
Dextranankergruppen an der Glasoberflache, Ankergruppen des Dextrans fur die
Immobilisierung am Glas, Inkubationsdauer am Glas etc. variiert werden kann. In einer
bevorzugten Ausfihrungsform wird die Dicke der Dextran/Ligat-Oligonukleotidschicht so
gewahlt, dass sie in etwa der Eindringtiefe des evaneszenten Feldes des Lichts zur
Anregung der Fluorophore entspricht (ca. 50 nm bis ca. 500 nm, in Abhéngigkeit davon,
ob sich auf dem Glas zur Erhéhung der Eindringtiefe des evaneszenten Feldes eine
Metallisierungsschicht befindet). Die so modifizierte Ligat-Nukleinsaure wird in Gegenwart
von EDC und sNHS (jeweils ca. 40facher molarer Uberschuss in Bezug auf das Ligat-
Oligonukleotid) in Puffer (z.B. 50 - 500 mM Phosphat-Puffer, pH = 7, 1mM EDTA) gel6st,
mit der modifizierten Glas-Oberflache in Kontakt gebracht und dort Uber die reaktive
Gruppe des Ligat-Nukleinsdureoligomers an die Oberflaiche angebunden (gegebenenfalls
werden vorher nichtfunktionelle Oberflichenbindungsstellen mit einem geeigneten
Blocking-Reagenz behandelt).

Die so modifizierte Oberfliche (Fig. 1A) wird, nach geeigneten Waschschritten, mit
Fluorophor-markierten Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden (Fig. 1B, 104) aus weniger
als n komplementaren Nukleotiden (Fig. 1B, 103) in Kontakt gebracht. Als mit Fluorophor
markierte SignaI-Nukleinséuredligomer—Liganden kénnen z.B. Fluorescein-modifizierte
Nukleinsadure-Dodecamere verwendet werden, deren Sequenzen zu Dodecamer-
Teilsequenzen der Ligat-Oligonukieotide komplementér sind oder es kann mit einem oder
mehreren Fluoresceinen (z.B. FITC-Derivaten) modifiziertes SSB (Single Stranded DNA
Binding Protein) eingesetzt werden. Dabei wird darauf geachtet, dass deutiich mehr
markierte  Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden  (mindestens  1.1facher  molarer
Uberschuss) zugegeben werden als tber die Ligat-Nukleinsdureoligomere an der
Oberflache gebunden werden kénnen.

Das Detektionslabel am Signal-Ligand-Oligonukleotid wird durch ein geeignetes Verfahren
detektiert, z.B. durch Total Internal Reflection Fluoreszenz (TIRF) im Fall der mit
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Fluorophor-Label markierten Signal-Nukleinséureoligomer-Liganden. AnschlieBend wird
der Signal-Nukleinsaureoligomer-Ligand in der Uberstehenden Losung durch Waschen
entfernt, die Untersuchungslésung zugegeben und potentielle Hybridisierungsereignisse
werden unter geeigneten, dem Fachmann bekannten Bedingungen erméglicht (beliebige,
frei wahlbare Stringenzbedingungen der Parameter Potential/Temperatur/Salz/chaotrope
Salze etc. fur die Hybridisierung). Daraufhin wird erneut die urspringlich fur die
Referenzmessung eingesetzte Menge an Signal-Ligand zugegeben und die Messung zur
Detektion des Detektionslabels mit dem geeigneten Verfahren wiederholt (z.B. erneute
TIRF-Messung im Fall der mit Fluorescein markierten Signal-Nukleinséaureoligomer-
Liganden). Der Unterschied im Messsignal (Ab- bzw. Zunahme, ja nach Messverfahren)
ist proportional zur Anzahl der Hybridisierungsereignisse zwischen Ligat-
Nukleinsaureoligomer auf der Oberflache und passendem Nukleinsédureoligomer-Ligand in
der Untersuchungslésung (vgl. Bsp. 6). Bei der Detektion durch Bestimmung der TIRF ist
eine Abnahme des Fluoreszenzsignals zu erwarten.

Als Variante des beschriebenen Verfahrens werden die Komplexe aus
oberflachengebundenem Ligat-Nukleinséureoligomer  und markierten Signal-
Nukleinsdureoligomer-Liganden (Fig. 1C) nach erfolgter erster  Detektion

(Referenzmessung) gelést und die freien markierten Oligonukleotide durch Waschen aus
dem Uberstand entfernt (Fig. 1, ®). Nach Zugabe der Nukleinsaureoligomer-Liganden,
Hybridisierung (Fig. 1D) und Zugabe der markierten Signal-Nukleinsdureoligomer-

Liganden (Fig.1, ®) wird dann eine zweite Messung (Fig.1E) durchgefiihrt.

Das Verfahren kann fir eine Liganden-Art, also eine bestimmte Ligand-Oligonukleotid-Art
mit bekannter Sequenz, an einer Glasfaser oder fur mehrere Ligand-Arten, also
verschiedene Ligand-Oligonukleotid-Arten, an einzeln adressierbaren Glasfasern eines
Glasfaserbiindels angewendet werden.

c¢) SNP-Ausfithrungsform bei Anbindung von 20 Nukleotide umfassenden Ligat-
Oligonukleotiden an (eine) einzeln adressierbare Gold-Elektrode(n), redoxgelabelten SNP-
ID-Liganden aus 19 Nukleotiden, deren Sequenz komplementéar zur Sequenz der Ligat-
Nukleinsédureoligomere ist, Ligand-Oligonukleotiden und cyclovoltammetrischer Detektion
der Signal-Nukleinséureoligomer-Liganden:
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Die 20 Nukleotide (nt) lange Ligat-Nukleinséure (DNA, RNA oder PNA, Fig. 1A, 101 bzw.
102) ist in der Nahe eines ihrer Enden (3'- oder 5-Ende) direkt oder Uber einen

(beliebigen) Spacer mit einer reaktiven Gruppe zur kovalenten Verankerung an der

Oberflache versehen, z.B. als 3'-Thiol-modifiziertes Ligat-Oligonukleotid, bei dem die

endstandige Thiolmodifikation als reaktive Gruppe zur Anbindung an Goldelektroden

dient. Das so modifizierte Ligat-Nukleinsdureoligomer wird

(i)

(ii)

(ii)

in Puffer (z.B. 50 - 500 mM Phosphat-Puffer, pH = 7, 1mM EDTA) geldst mit
der Oberflache in Kontakt gebracht und dort Uber die reaktive Gruppe des
Ligat-Nukleinsdureoligomers an die - gegebenenfalls entsprechend
derivatisierte - Oberflache angebunden oder

in Gegenwart eines monofunktionalen Linkers in Puffer (z.B. 100 mM
Phosphat-Puffer, pH = 7, 1mM EDTA, 0,1 - 1 M NaCl) gelést mit der
Oberflache in Kontakt gebracht und dort Gber die reaktive Gruppe des Ligat-
Nukleinsdureoligomers gemeinsam mit dem monofunktionalen Linker an die -
gegebenenfalls entsprechend derivatisierte - Oberfliche angebunden, wobei
darauf geachtet wird, dass genugend monofunktionaler Linker geeigneter
Kettenlange zugesetzt wird (etwa 0,1 bis 10 facher oder sogar 100 facher
Uberschuss), um zwischen den einzelnen Ligat-Oligonukleotiden genugend
Freiraum fir eine Hybridisierung mit den redoxgelabelten Signal-
Nukleinsdureoligomer-Liganden bzw. dem Ligand-Oligonukleotid  zur
Verfigung zu stellen oder

in Puffer (z.B. 10 - 350 mM Phosphat-Puffer, pH = 7, 1mM EDTA) gelést mit
der Oberflache in Kontakt gebracht und dort Gber die reaktive Gruppe des
Ligat-Nukleinsdureoligomers an die - gegebenenfalls entsprechend
derivatisierte - Oberflache angebunden. Anschliefend wird die so modifizierte
Oberflache mit dem entsprechenden monofunktionalen Linker in Lésung (z.B.
Alkanthiole oder w-Hydroxy-Alkanthiole in Phosphat-Puffer/EtOH-Mischungen
bei Thiol-modifizierten Ligat-Oligonukleotiden) in Kontakt gebracht, wobei der
monofunktionale Linker Uber seine reaktive Gruppe an die - gegebenenfalls
entsprechend derivatisiete - Oberfliche anbindet (vgl. Abschnitt "Die
Oberflache").

Die so modifizierte Oberflache (Fig. 1A) wird, nach entsprechenden Waschschritten, mit
den Nukleinséureliganden in Kontakt gebrach. Nach 30 min. Reaktionszeit wird die
modifizierte Oberflache mit Puffer (z.B. 350 mM Phosphat-Puffer, pH = 7, 1mM EDTA)
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gespult, um nicht an Ligat-Nukleinsaureoligomere assoziierte Nukleinsaureoligomere von
der Oberfliche und der Uberstehenden Lésung zu entfernen. AnschlieBend werden
redoxgelabelte SNP-ID-Liganden aus 19 Nukleotiden, deren Sequenz zur Sequenz der
Ligat-Nukleinsdureoligomere komplimentar ist, mit der Oberfldche in Kontakt gebracht. Als
Redoxlabel dient kovalent angebundene Ferrocencarbonséure. Dabei wird die Menge an
SNP-ID-Liganden so eingestellt, dass das molare Verhéltnis aus SNP-ID-Liganden und
Ligat-Nukleinsaureoligomeren 2 - 5 betragt und die Konzentration des SNP-ID-Liganden
méglichst hoch ist. Nach 30 min. Reaktionszeit wird die modifizierte Oberflache mit Puffer
(z.B. 350 mM Phosphat-Puffer, pH = 7, 1mM EDTA) gespult, um nicht an Ligat-
Nukleinsdureoligomere assoziiete SNP-ID-Liganden von der Oberfliche und der

Uberstehenden Ldsung zu entfernen.

Das Detektionslabel am SNP-ID-Liganden wird durch ein geeignetes Verfahren detektiert,
z.B. durch cyclovoltammetrische Bestimmung der mit Ferrocen Redox-Label markierten
Signal-Oligonukleotide. Der erhaltene Wert wird mit einem vorher ermittelten
Referenzwert  verglichen, bei dem der SNP-ID-Ligand unter gleichen
Hybridisierungsbedingungen (Menge, Konzentration, Hybridisierungsdauer) an eine
identische modifizierte Oberflaiche, aber in Abwesenheit von Nukleinsdureoligomer-
Liganden, assoziiert wurde.

Bei deutlichem Unterschied des Messsignal vom Referenzwert (mehr als 50 % Abnahme)
lag der  entsprechende, zum Ligat-Nukleinsaureoligomer  komplementére
Nnukleinsaureoligomer-Ligand vor und zwar als perfekter Match fur den 20 Nukleotide
umfassenden Teilbereich, den der Ligat abdecken kann.

Beispiel 1: Darstellung der N-Hydroxysuccinimid-Aktivester der Redox- (oder Fluoro-
phor-) Label

1 mmol des jeweiligen Carbonsaurederivates eines Fluorophors (z.B. Fluorescein) bzw.
einer redoxaktiven Substanz (z.B. Ferrocen) und 1.1 mmol N-Hydroxysuccinimid werden
in 15 ml wasserfreiem Dioxan gelést. 1.1 mmol Carbodiimid (gelést in 3 ml wasserfreiem
Dioxan) werden unter Eiskihlung zum Carbonsaurederivat getropft. Das
Reaktionsgemisch wird 16 h bei RT geruhrt, der gebildete Niederschlag abfiltriert und das
Lésungsmittel abgezogen. Der Ruickstand wird durch Kieselgelchromatographie
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aufgereinigt (Merck Kieselgel 60, Laufmittel: Dichlormethan/Ethylacetat/Heptan-
Mischungen).

Beispiel 2: Darstellung der aminomodifizierten Oligonukleotide zur Kopplung der
Aktivesterlabel aus Bsp. 1 bzw. von thiolmodifizierten Oligonukleotiden zur Verankerung
auf Gold als Ligat-Nukleinsédureoligomere

Die Synthese der Oligonukleotide erfolgt in einem automatischen Oligonukleotid-
Synthesizer (Expedite 8909; ABI 384 DNA/RNA-Synthesizer) gemaR der vom Hersteller
empfohlenen Syntheseprotokolle fir eine 1.0 ymol Synthese.

Die Synthese der (Signal-) Nukleinsaureoligomer-Liganden erfolgt standardmaRig an A-
CPG als Tragermaterial. Modifikationen an der 5°-Position der Oligonukleotide erfolgen
mit einem auf 5 Minuten verliangerten Kopplungsschritt. Der Amino-Modifier C2 dT (Glen
Research 10-1037) wird in die Sequenzen mit dem jeweiligen Standardprotokoll
eingebaut.

Die Darstellung von 3'-thiolmodifizierten Ligat-Oligonukleotiden (bzw. HO-(CH;),-SS-
(CH,),OPO;-Oligonukleotiden) erfolgt an 1-O-Dimethoxytrityl-propyl-disulfid-CPG-Trager
(Glen Research 20-2933) analog zu Standardprotokollen, wobei die Oxidationsschritte mit
einer 0.02 M lodidsung durchgefuhrt werden, um eine oxidative Spaltung der
Disulfidbriicke zu vermeiden. '

Die Kopplungseffizienzen werden wahrend der Synthese online Uber die DMT-Kationen-
Konzentration photometrisch bzw. konduktometrisch bestimmt.

Die Oligonukleotide werden mit konzentriertem Ammoniak (30%) bei 37 °C Uber einen
Zeitraum von 16 h entschiitzt. Die Reinigung der Oligonukleotide erfolgt mittels RP-HPL
Chromatographie nach Standardprotokollen (Laufmittel: 0.1 M Triethylammoniumacetat-
Puffer, Acetonitril), die Charakterisierung mittels MALDI-TOF MS.
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Beispiel 3: Umsetzung der aminomodifizierten Oligonukleotide (Bsp. 2) mit den N-
Hydroxy-Aktivestern (Bsp. 1)

Die aminomodifizierten Oligonukleotide werden in 0.1 M Boratpuffer (pH 8.5) gelést und
mit den in DMSO gelésten N-Hydroxysuccinimid-Aktivestern gema dem Protokoll von
Molecular Probes (Labeling Amine-Modified Oligonucleotides) umgesetzt. Die Reinigung
der Oligonukleotide erfolgt mittels RP-HPL Chromatographie nach Standardprotokollen
(Laufmittel: 0.1 M Triethylammoniumacetat-Puffer, Acetonitril), die Charakterisierung
mittels MALDI-TOF MS.

Beispiel 4: Herstellung der Oligonukleotid-Elektrode Au-S(CH,)»-ss-oligo

Die Herstellung von Au-S(CH,),-ss-oligo gliedert sich in 2 Teilabschnitte, namlich der
Darstellung der leitfahigen Oberflache und der Derivatisierung der Oberflache mit dem
Ligat-Oligonukleotid in Gegenwart eines geeigneten monofunktionalen Linkers
(Inkubationsschritt).

Das Tragermaterial fir die kovalente Anbindung der Doppelstrang-Oligonuklieotide bildet
ein ca. 100 nm diunner Gold-Film auf Mica (Muskovit Plattchen). Dazu wird in einer
elektrischen Entladungskammer frisch gespaltenes Mica mit einem Argon-lonenplasma
gereinigt und durch elektrische Entladung Gold (99.99%) in einer Schichtdicke von ca. 100
nm aufgebracht. AnschlieRend wird der Gold-Film mit 30% H.O, / 70% H.SO,; von
Oberflachenverunreinigungen befreit (Oxidation organischer Ablagerungen) und fur ca. 20
Minuten in Ethanol getaucht, um an der Oberfliche adsorbierten Sauerstoff zu
verdrangen. Nach Abspulen der Oberfliche mit bidestillietem Wasser wird auf die
horizontal gelagerte Oberfliche eine vorher bereitete 1x10* molare Losung des
(modifizierten) Oligonukleotids aufgetragen, so dass die komplette Gold-Oberfliche
benetzt wird (Inkubationsschritt, siehe auch unten).

Zur Inkubation wird ein modifiziertes 20 bp Einzelstrang-Oligonukleotid der Sequenz 5'-
TAG CGG ATA ACA CAG TCA CC-3' verwendet, das an der Phosphatgruppe des 3’ Endes
mit (HO-(CH,),-S), zum P-O-(CH,),-S-S-(CH,),-OH (vgl. Bsp. 2) verestert ist. Zu einer 5x1 0°®
molaren Lésung dieses Oligonukleotids in HEPES-Puffer (0.1 molar in Wasser, pH 7.5 mit
0.7 molarem Zusatz von TEATFB) wird eine ca. 10° bis 10" molare Propanthiol-Losung
(oder ein anderes Thiol oder Disulfid geeigneter Kettenldnge) zugegeben, die Gold-
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Oberflaiche eines Test-Sites komplett benetzt und 2 - 24 h inkubiert. Wéhrend dieser
Reaktionszeit wird der Disulfidspacer P-O-(CH,)»-S-S-(CH,)-OH des Oligonukleotids
homolytisch gespalten. Dabei bildet der Spacer mit Au-Atomen der Oberfliche eine
kovalente Au-S-Bindung aus, wodurch es zu einer 1:1 Koadsorption des ss-
Oligonukleotids und des abgespaltenen 2-Hydroxy-mercaptoethanols kommt. Das in der
Inkubationslésung gleichzeitig anwesende, freie Propanthiol wird ebenfalls durch
Ausbildung einer Au-S-Bindung koadsorbiert (Inkubationsschritt). Statt des Einzelstrang-
Oligonukleotids kann dieser Einzelstrang auch mit seinem unmodifizierten

Komplementarstrang hybridisiert sein.

Beispiel 5: Alternative Herstellung der Oligonukleotid-Elektrode Au-S(CH,),-ss-oligo

Die alternative Herstellung von Au-S(CH,),-ss-oligo gliedert sich in 3 Teilabschnitte,
namlich der Darstellung der leitfahigen Oberflache, der Derivatisierung der Oberflache mit
dem Ligat-Oligonukleotid (Inkubationsschritt) und der Nachbelegung der so modifizierten
Elektrode mit einem geeigneten monofunktionalen Linker (Nachbelegungsschritt).

Das Tragermaterial fur die kovalente Anbindung der Ligat-Oligonukleotide bildet ein ca.
100 nm dUnner Gold-Film auf Mica (Muskovit Plattchen), vgl. Bsp. 4.

Zur Inkubation wird ein modifiziertes 20 bp Einzelstrang-Oligonukleotid der Sequenz 5'-
TAG CGG ATA ACA CAG TCA CC-3' verwendet, das an der Phosphatgruppe des 3’ Endes
mit (HO-(CH,)2-S), zum P-O-(CH,),-S-S-(CH,),-OH verestert ist. Die Goldoberflache eines Test-
Sites wird mit einer ca. 5x10° molaren Losung dieses Oligonukleotids in HEPES-Puffer (0.1
molar in Wasser, pH 7.5) benetzt und 2 - 24 h inkubiert. Wéhrend dieser Reaktionszeit
wird der Disulfidspacer P-O-(CH,)-S-S-(CH.),-OH des Oligonukleotids homolytisch
gespalten. Dabei bildet der Spacer mit Au-Atomen der Oberflache eine kovalente Au-S-
Bindung aus, wodurch es zu einer Koadsorption des ss-Oligonukleotids und des

abgespaltenen 2-Hydroxy-mercaptoethanols kommt (Inkubationsschritt).

AnschlieRend wird die so modifizierte Gold-Elektrode mit einer ca. 10™ bis 10™ molaren
Propanthiol-Lésung (in Wasser oder Puffer, pH 7 - 7.5) oder mit einem anderen Thiol oder
Disulfid (geeigneter Kettenlange) komplett benetzt und 2 - 24h inkubiert. Das freie
Propanthiol belegt nach dem Inkubationsschritt verbleibende freie Gold-Oberflaiche durch
Ausbildung einer Au-S-Bindung.



10

15

20

25

30

WO 03/018834 PCT/DE02/03122
50

Beispiel 6: Chronocoulometrische Messung am System Au-ss-oligo/Ferrocen-modifizierte
Nukleinséure-Tetramere in Abwesenheit und Gegenwart von Nukleinsdureoligomer-
Liganden (komplementér zu ss-oligo in Au-ss-oligo)

Gemal Bsp. 5 wird eine Sonden-Elektrode hergestellt. Dazu wird das oben beschriebene
HO-(CH,),-SS-(CH,)-modifizierte Oligonukleotid (Sequenz TAG CGG ATA ACA CAG
TCA CC) auf Gold immobilisiert (50 pmol Oligonukleotid in Phosphat-Puffer (500 mM
K HPO./KH,PO, pH 7), Nachbelegung mit 1 mM Propanthiol in Wasser).

Nach Zugabe von komplementéren zweifach ferrocengelabelten Nukleinsdure-Tetrameren
(10 uM) wird ein Potentialsprungexperiment  durchgefuhrt. Die  durch
chronocoulometrische Messung erhaltenen Werte sind in der Figur 3, Kurve 1, dargestellt.
Nach Zugabe des komplementdren Targets (5 uM) wird das Potentialsprungexperiment
wiederholt. Die durch die anschlieBend wiederholte chronocoulometrische Messung
erhaltenen Werte sind in der Figur 3, Kurve 2, dargestellit.

Der Durchmesser der verwendeten Goldelektrode betragt 6 mm, d.h. fir die
Immobilisierung der Ligat-Nukieinsdureoligomeren steht eine Flache von 0.28 cm? zur
Verfugung. Aus den Integralen der Kurven 1 und 2 (Figur 3) ergibt sich eine Differenz von
70 x 10 C (0,7 pC). Dieser Wert entspricht 2,5 pC/cm? bzw. 1.6 x 10'® Elektronen/cm’.
Bei Annahme einer maximalen Belegung mit Ligat-Oligonukleotiden, also einer Belegung
mit 7 x 10'? Ligat-Oligonukleotiden pro cm? wurden somit im Mittel mindestens ca. 2.2
Elektronen pro Ligat-Oligonukleotid umgesetzt, d.h. 2.2 Ferrocenlabel durch
Hybridisierung des Ligat-Nukleinsdureoligomeren mit dem Nukleinsdureoligomer-
Liganden verdrangt. Im Mittel sind somit 1.1 Tetramere von dem Ligat-Oligonukleotid
verdrangt worden.
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Patentanspriiche

1. Verfahren zur Detektion von Nukleinsdureoligomer-Hybridisierungsereignissen

umfassend die Schritte

a) Bereitstellen einer modifizierten Oberflache, wobei die Modifikation in der
Anbindung wenigstens einer Art von Ligat-Nukleinsiureoligomeren besteht,

b) Bereitstellen von Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden,

c) Bereitstellen einer Probe mit Nukleinséureoligomer-Liganden,

d) Inkontaktbringen einer definierten Menge der Signal-Nukleinséureoligomer-
Liganden mit der modifizierten Oberfléche und Inkontaktbringen der Probe und
der darin enthaltenen Nukleinsaureoligomer-Liganden mit der modifizierten
Oberflache,

e) Detektion der Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden,

f)  Vergleich der in Schritt ) erhaltenen Werte mit Referenzwerten.

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei in Schritt d) das Inkontaktbringen einer definierten

Menge der Signal-Nukleinsdureoligomer-Liganden mit der modifizierten Oberflache
und das Inkontaktbringen der Probe mit der modifizierten Oberflache gleichzeitig
erfolgt.

3. Verfahren nach Anspruch 1, wobei in Schritt d) das Inkontaktbringen einer definierten
Menge der Signal-Nukleinsdureoligomer-Liganden mit der modifizierten Oberflache
und das Inkontaktbringen der Probe mit der modifizierten Oberflache getrennt
voneinander erfolgt.

4. Verfahren nach Anspruch 3, wobei als Schritt d) zunachst der Schritt

d;) Inkontaktbringen einer definierten Menge der Signal-Nukleinsdureoligomer-
Liganden mit der modifizierten Oberflache

und danach der Schritt

d;) Inkontaktbringen der Probe mit der modifizierten Oberflache
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durchgefiuihrt wird.

Verfahren nach Anspruch 4, wobei nach Schritt d;) und vor Schritt d;) der Schritt

dis) Detektion der Signal-Nukleinsdureoligomer-Liganden

durchgefiihrt wird und in Schritt f) die in Schritt e) erhaltenen Werte mit den in Schritt

ds) erhaltenen Referenzwerten verglichen werden.
Verfahren nach Anspruch 5, wobei nach Schritt d;) und vor Schritt d;) der Schritt
ds) Waschen der modifizierten Oberflache
durchgefuhrt wird und nach Schritt d,) und vor Schritt ) der Schritt
ds) Inkontaktbringen der  Signal-Nukleinsdureoligomer-Liganden mit  der
modifizierten Oberfliche, wobei die gleiche definiete Menge an Signal-
Nukleinsaureoligomer-Liganden wie in Schritt d;) verwendet wird

durchgefihrt wird.

Verfahren nach Anspruch 6, wobei nach Schritt ds) und vor oder wahrend Schritt ds)
der Schritt

ds) Einstellen von Bedingungen oder Ergreifen von MaRnahmen, die zur
zumindest Uberwiegenden Dissoziation von Ligat-Nukleinsdureoligomeren und

Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden fihren

durchgefihrt wird.

Verfahren nach Anspruch 7, wobei in Schritt de¢) die Temperatur Uber die
Schmelztemperatur ~ der  aus  Ligat-Nukleinsdureoligomer und  Signal-

Nukleinsaureoligomer-Ligand bestehenden doppelstrangigen Oligonukleotide erhoht
wird.

9. Verfahren nach Anspruch 7, wobei in Schritt dg) chaotrope Salze zugesetzt werden.
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Verfahren nach Anspruch 7, wobei in Schritt dg) ein Potential angelegt wird, das Uber
dem elektrostringenten Potential liegt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 2 bis 4, wobei nach Schritt e) die Schritte

e;) Einstellen von Bedingungen oder Ergreifen von MaRnahmen, die zur
zumindest Uiberwiegenden Dissoziation von Ligat-Nukleinséureoligomeren und
Nukleinsaureoligomer-Liganden und zur zumindest Uberwiegenden
Dissoziation von Ligat-Nukleinsaureoligomeren und Signal-
Nukleinsaureoligomer-Liganden  fiuhren, Waschen der modifizierten
Oberflache,

e;) Inkontaktbringen der  Signal-Nukleinsdureoligomer-Liganden mit  der
modifizierten Oberfliche, wobei die gleiche definierte Menge an Signal-

Nukleinsaureoligomer-Liganden wie in Schritt d) verwendet wird,
e;) Detektion der Signal-Nukleinsdureoligomer-Liganden

durchgefiihrt werden und in Schritt f) die in Schritt e) erhaltenen Werte mit den in

Schritt e;) erhaltenen Referenzwerten verglichen werden.

Verfahren nach Anspruch 11, wobei in Schritt e;) die Temperatur Uber die
Schmelztemperatur der aus Ligat-Nukleinsdureoligomeren und Nukleinséureoligomer-
Liganden bestehenden doppelstrangigen  Oligonukleotide und Uber die
Schmelztemperatur der aus Ligat-Nukleinsaureoligomeren und  Signal-
Nukleinsaureoligomer-Liganden bestehenden doppelstrangigen Oligonukieotide
erhéht wird.

Verfahren nach Anspruch 11, wobei in Schritt ;) chaotrope Salze zugesetzt werden.

Verfahren nach Anspruch 11, wobei in Schritt e,) ein Potential angelegt wird, das tber
dem elektrostringenten Potential liegt.

Verfahren nach einem der Anspriche 11 bis 14, wobei vor Schritt e;) der Schritt
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es) Waschen der modifizierten Oberflache

durchgefihrt wird.

16. Verfahren nach Anspruch 3, wobei als Schritt d) zunachst der Schritt

d;) Inkontaktbringen der Probe mit der modifizierten Oberflache

und danach der Schritt

d,) Inkontaktbringen einer definierten Menge der Signal-Nukleinséureoligomer-
Liganden mit der modifizierten Oberflache

durchgefihrt wird.

17. Verfahren nach Anspruch 16, wobei nach Schritt e) die Schritte

e,) Einstellen von Bedingungen oder Ergreifen von MaRnahmen, die zur
zumindest Uberwiegenden Dissoziation von Ligat-Nukleinsdureoligomeren und
Nukleinsaureoligomer-Liganden und zur zumindest (berwiegenden
Dissoziation von Ligat-Nukleinsdureoligomeren und Signal-
Nukleinsaureoligomer-Liganden  fuhren, Waschen der modifizierten
Oberfléache,

e,) Inkontaktbringen der  Signal-Nukleinsdureoligomer-Liganden mit  der
modifizierten Oberflache, wobei die gleiche definierte Menge an Signal-
Nukleinsdureoligomer-Liganden wie in Schritt d;) verwendet wird,

e;) Detektion der Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden

durchgefiihrt werden und in Schritt f) die in Schritt ) erhaltenen Werte mit den in

Schritt e3) erhaltenen Referenzwerten verglichen werden.

18. Verfahren nach Anspruch 17, wobei in Schritt e,) die Temperatur Uber die
Schmelztemperatur der aus Ligat-Nukleinsaureoligomeren und Nukleinséureoligomer-
Liganden bestehenden doppelstrangigen Oligonukleotide und Uber die
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Schmelztemperatur der aus  Ligat-Nukleinsdureoligomeren und  Signal-
Nukleinsaureoligomer-Liganden bestehenden doppelstrangigen Oligonukleotide
erhoht wird.

Verfahren nach Anspruch 17, wobei in Schritt e4) chaotrope Salze zugesetzt werden.

Verfahren nach Anspruch 17, wobei in Schritt ;) ein Potential angelegt wird, das Gber
dem elektrostringenten Potential liegt.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriche, wobei als Schritt a) der Schritt

a) Bereitstellen einer modifizierten Oberflache, wobei die Modifikation in der
Anbindung von wenigstens zwei Arten von Ligat-Nukleinsdureoligomeren
besteht und die verschiedenen Arten von Ligat-Nukleinséureoligomeren in
raumlich im wesentlichen abgetrennten Bereichen an die Oberflache
gebunden sind

durchgefiihrt wird, nach Schritt ¢) und vor Schritt d) der Schritt

c,) Zusatz von einer Art von Nukleinsaureoligomer-Liganden zu der Probe, wobei
der  Nukleinsdureoligomer-Ligand ein  Bindungspartner mit  hoher
Assoziationskonstante einer in einem bestimmten Bereich Ti an die
Oberfliche gebundenen Art von Ligat-Nukleinsdureoligomer ist, wobei der
Nukleinsdureoligomer-Ligand in einer Menge zugegeben wird, die grofier ist
als die Menge an Nukleinsaureoligomer-Liganden, die notwendig ist, um die

Ligat-Nukleinséureoligomere des T.qo-Test-Sites vollstandig zu assoziieren

durchgefthrt wird und in Schritt f) die in Schritt e) erhaltenen Werte mit dem fir den
Bereich T4q0 erhaltenen Wert verglichen werden.

Verfahren nach Anspruch 21, wobei als Schritt a) der Schritt

a) Bereitstellen einer modifizierten Oberfliche, wobei die Modifikation in der
Anbindung von wenigstens drei Arten von Ligat-Nukleinsaureoligomeren
besteht und die verschiedenen Arten von Ligat-Nukleinsédureoligomeren in

raumlich im wesentlichen abgetrennten Bereichen an die Oberflache



10

15

20

25

30

35

WO 03/018834 PCT/DE02/03122

23.

24

25.

26.

56

gebunden sind, wobei wenigstens eine Art von Ligat-Nukleinsaureoligomeren
in einem bestimmten Bereich T, an die Oberflaiche angebunden ist, und wobei
in der Probe kein Bindungspartner mit hoher Assoziationskonstante zu dieser

Art von Ligat-Nukleins&dureoligomer enthalten ist

durchgefuhrt wird und in Schritt f) die in Schritt e) erhaltenen Werte mit dem flr den
Bereich T erhaltenen Wert und mit dem fur den Bereich T, erhaltenen Wert
verglichen werden.

Verfahren nach Anspruch 21 oder 22, wobei vor Schritt d) und nach Schritt ¢,) der
Schritt

c,) Zusatz von wenigstens einer weiteren Art von Nukleinsaureoligomer-Liganden
zu der Probe, wobei der Nukleinsaureoligomer-Ligand in der in Schritt c)
bereitgestellten Probe nicht enthalten ist und der Nukleinsdureoligomer-Ligand
eine Assoziationskonstante >0 zu einer in einem bestimmten Bereich T, an die
Oberflache gebundenen Art von Ligat-Nukleinsdureoligomeren aufweist, wobei
der Nukleinsaureoligomer-Ligand in einer Menge zugegeben wird, dass nach
Schritt d) n% der Ligat-Nukleinsdureoligomere in dem Bereich T, in
assoziierter Form vorliegen

durchgefihrt wird und in Schritt f) die in Schritt e) erhaltenen Werte mit dem fir den
Bereich Tiqo erhaltenen Wert, mit dem fur den Bereich T, erhaltenen Wert und mit
den fur die Bereiche T, erhaltenen Werten verglichen werden.

Verfahren nach einem der Anspriche 21 bis 23, wobei die Signal-
Nukleins&dureoligomer-Liganden in einer Menge zugegeben werden, die gréRer ist als
die Menge an Signal-Nukleinsédureoligomer-Liganden, die notwendig ist, um die Ligat-
Nukleinséaureoligomere der T,g,-Test-Sites vollstandig zu assoziieren.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriche, wobei die Signal-

Nukleins&dureoligomer-Liganden mit einem Detektionslabel modifiziert sind.

Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 24, wobei die Signal-

Nukleinsaureoligomer-Liganden mit mehreren Detektionslabel modifiziert sind.
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Verfahren nach Anspruch 25 oder 26, wobei als Detektionslabel ein Fluorophor
verwendet wird, insbesondere ein Fluoreszenzfarbstoff wie insbesondere Texas Rot,
ein Rhodamin-Farbstoff oder Fluorescein.

Verfahren nach Anspruch 25 oder 26, wobei als Detektionslabel eine redoxaktive

Substanz verwendet wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei es sich bei der

modifizierten Oberfliche um eine leitfahige Oberflaiche handelt.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die Detektion der
Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden durch eine oberflachensensitive

Detektionsmethode erfolgt.

Verfahren nach Anspruch 30, wobei die Detektion der Signal-Nukleinsaureoligomer-
Liganden durch eine spektroskopische, eine elektrochemische oder eine
elektrochemolumineszente Methode erfolgt.

Verfahren nach Anspruch 31, wobei die spektroskopische Detektion durch Detektion
der Fluoreszenz, insbesondere der Total Internal Reflection Fluoreszenz (TIRF) der
Signal-Nukleinsdureoligomer-Liganden erfolgt.

Verfahren nach Anspruch 31, wobei die elektrochemische Detektion durch
Amperometrie, Chronocoulometrie, Impedanzmessung oder Scanning
Electrochemical Microscopy (SECM) erfolgt.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die als Ligat-
Nukleinsaureoligomere verwendeten Nukleinsaureoligomere 3 bis 80 Nukleinsauren,
insbesondere 5 bis 50 Nukleinsauren, besonders bevorzugt 15 bis 35 oder 8 bis 25
Nukleinsduren umfassen.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriuche, wobei Signal-
Nukleinsdureoligomer-Liganden verwendet werden, die aus n oder mehr Nukleotiden
bestehen und nur solche Bereiche aus n Nukleotiden aufweisen, deren Sequenz in
weniger als n Nukleotiden, insbesondere in n-1, n-2, n-3, n-4 oder n-5 Nukleotiden zur

Sequenz des Ligat-Nukleinsdureoligomers komplementér ist, wobei das Ligat-
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Nukleinsaureoligomer n Nukleotide umfasst, und wobei n eine ganze Zahl von 6 bis
80, insbesondere von 6 bis 50, besonders bevorzugt von 15 bis 35 oder von 8 bis 25
ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 34, wobei jede Art von Signal-
Nukleinsdureoligomer-Ligand wenigstens einen Sequenzabschnitt aufweist, der aus
maximal n-1, n-2, n-3, n-4 oder n-5 Nukleotiden besteht und der zu einem
Sequenzabschnitt des Ligat-Nukleinsaureoligomers komplementar ist, wobei das
Ligat-Nukleins&ureoligomer n Nukleotide umfasst, und wobei n eine ganze Zahl von 6
bis 80, insbesondere von 6 bis 50, besonders bevorzugt von 15 bis 35 oder von 8 bis
25 ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 34, wobei jede Art von Signal-
Nukleinsaureoligomer-Ligand mehrere Teilsequenzabschnitte aufweist, wobei die
mehreren Teilsequenzabschnitte in der Summe aus insgesamt n-1, n-2, n-3, n-4 oder
n-5 Nukleotiden bestehen und die mehreren Teilsequenzabschnitte zu einem
Sequenzabschnitt des Ligat-Nukleinséureoligomers komplementér ist, wobei das
Ligat-Nukleinsaureoligomer n Nukleotide umfasst, und wobei n eine ganze Zahl von 6
bis 80, insbesondere von 6 bis 50, besonders bevorzugt von 15 bis 35 oder von 8 bis
25 ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 34, wobei jeweils eine Art von Ligat-
Nukleinsaureoligomeren aus einer Anzahl n Nukleotiden besteht und die zu dieser Art
von Ligat-Nukleinsdureoligomeren komplementédren Signal-Nukleinsaureoligomer-
Liganden aus einer Anzahl von n-1, n-2, n-3, n-4 oder n-5 Nukleotiden bestehen,
wobei n eine ganze Zahl von 6 bis 80, insbesondere von 6 bis 50, besonders
bevorzugt von 15 bis 35 oder von 8 bis 25 ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 35 bis 38, wobei jeweils eine Art von
Nukleinsédureoligomer-Liganden ein Nukleotid aufweist, das nicht komplementar zu
dem entsprechenden Nukleotid der komplementdren Art von Ligat-
Nukleinsdureoligomer ist, und wobei alle anderen Nukleotide besagter Art von
Nukleinsdureoligomer-Ligand komplementar zu den entsprechenden Nukleotiden der

komplementéren Art von Ligat-Nukleinsdureoligomer sind.

Verfahren nach einem der Anspriiche 35 bis 39, wobei vor Schritt d;) der Schritt



10

15

20

25

30

35

WO 03/018834 PCT/DE02/03122

41,

42.

43.

44.

45.

46.

47.

59

d;) Waschen der modifizierten Oberflache
durchgefihrt wird.
Verfahren nach einem der Anspriiche 35 bis 39, wobei vor Schritt e;) der Schritt
es) Waschen der modifizierten Oberflache
durchgefiihrt wird.
Verfahren nach einem der Anspriiche 35 bis 41, wobei vor Schritt ) der Schritt
dg) Waschen der modifizierten Oberflache
durchgefihrt wird.
Verfahren nach einem der Anspriiche 21 bis 42, wobei die verschiedenen Arten von
Ligat-Nukleinsaureoligomeren jeweils eine unterschiedliche Anzahl an Nukleinséauren

aufweisen.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei verschieden Arten von

Signal-Nukleinsédureoligomer-Liganden verwendet werden.

Verfahren nach Anspruch 44, wobei die verschiedenen Arten von Signal-
Nukleinsdureoligomer-Liganden jeweils eine unterschiedliche Anzahl an Nukleotiden
aufweisen.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei das molare Verhaitnis
von  Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden zu  Ligat-Nukleinsaureoligomeren
zwischen 0,01 und 1000, bevorzugt zwischen 0,1 und 100, besonders bevorzugt
zwischen 1 und 10 liegt.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei als Signal-

Nukleinsaureoligomer-Liganden Signal-PNA-Oligomer-Liganden verwendet werden.
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Kit zur Durchfiihrung eines Verfahrens nach einem der vorhergehenden Anspriiche
umfassend eine modifizierte Oberflache, wobei die Modifikation in der Anbindung
wenigstens einer Art von Ligat-Nukleinsdureoligomeren besteht, und eine effektive
Menge an Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden wie in den Anspriichen 1 bis 47
definiert.

Kit nach Anspruch 48, wobei der Kit zusatzlich Referenzwerte zum Vergleich mit den
bei der Detektion der Signal-Nukleinsaureoligomer-Liganden in einem Verfahren nach
den Ansprichen 1 bis 47 erhaltenen Werten umfasst.

Kit nach Anspruch 48, wobei die modifizierte Oberflache wenigstens einen Bereich T,
wie in Anspruch 22 definiert und wenigstens einen Bereich Ty wie in Anspruch 21
definiert umfasst.

Kit nach Anspruch 50, wobei die modifizierte Oberflaiche zuséatzlich wenigstens einen
Bereich T, wie in Anspruch 23 definiert umfasst.
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