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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum 
Nachweis einer Nukleinsäure und einen zur Durch-
führung des Verfahrens geeigneten Kit.
[0002] Ein solches Verfahren ist aus der EP 0 332 
435 B2 bekannt. Dabei wird ein im Wesentlichen zu 
einem diagnostischen Teil einer nachzuweisenden 
Nukleotidsequenz komplementärer diagnostischer 
Primer in einer Primerverlängerungsreaktion nur ver-
längert, wenn das terminale Nukleotid des diagnosti-
schen Primers komplementär zu dem korrespondie-
renden Nukleotid in dem diagnostischen Teil ist. Das 
Produkt der Verlängerung dient in einer mit einem 
Primerpaar durchgeführten Amplifikationsreaktion 
als Matrize. Das Vorhandensein oder Fehlen der 
nachzuweisenden Nukleotidsequenz wird durch das 
Vorhandensein oder das Fehlen eines Amplifikati-
onsprodukts nachgewiesen.
[0003] Der Nachweis der Amplifikationsprodukte 
kann mittels Gelelektrophorese erfolgen. Dazu ist es 
erforderlich, dass die Amplifikationsprodukte spezi-
fisch durch ihre Länge oder eine spezifische Markie-
rung identifizierbar sind. Deshalb erlaubt das Verfah-
ren bei mehreren parallel durchzuführenden Nach-
weisreaktionen nur den Nachweis einer sehr be-
grenzten Zahl unterschiedlicher Amplifikationspro-
dukte. Ein weiterer Nachteil dieses Verfahrens be-
steht darin, dass es, insbesondere bei einer großen 
Anzahl von Nachweisen, verhältnismäßig aufwändig 
ist. Als weiteres Nachweisverfahren wird die Präzipi-
tation, beispielsweise radioaktiv, markierter Amplifi-
kationsprodukte angegeben. Dabei können nur so 
viele Amplifikationsprodukte parallel nachgewiesen 
werden, wie auf Grund ihrer spezifischen Markierung 
voneinander unterschieden werden können.
[0004] Aus der WO 00/58516 ist ein Verfahren zum 
parallelen Nachweis von Nukleinsäuren bekannt. Da-
bei wird eine Lösung, die potenziell nachzuweisende 
Nukleinsäuren enthält, mit einer Mehrzahl von Pri-
mern in Kontakt gebracht. Die Primer besitzen jeweils 
einen 3'-orientierten für eine nachzuweisende Nukle-
insäure spezifischen ersten Abschnitt und einen 
durch Hybridisierung eindeutig identifizierbaren 
5'-orientierten zweiten Abschnitt. Die Primer werden 
mit den nachzuweisenden Nukleinsäuren unter Be-
dingungen in Kontakt gebracht, unter denen eine 
spezifische Hybridisierung stattfinden kann. Hybridi-
sierte Primer werden in einer Verlängerungsreaktion 
je um ein spezifisch markiertes Nukleotid verlängert. 
Dadurch kann zwischen nachzuweisenden Nuklein-
säuren, die sich im dazu komplementären Nukleotid 
unterscheiden, differenziert werden. Die Primerver-
längerungsprodukte werden mit einer Matrix in Kon-
takt gebracht, auf deren Oberfläche an definierten 
Positionen zu den zweiten Abschnitten komplemen-
täre Oligonukleotide immobilisiert sind. Nach Hybridi-
sierung werden die verlängerten Primer spezifisch 
durch ihre Lokalisation auf der Matrix und ihrer spezi-
fischen Markierung nachgewiesen. Das Verfahren 

kann zum Nachweis von Nukleinsäuren verwendet 
werden, welche sich nur in einem Nukleotid unter-
scheiden. Nachteilig ist, dass das Verfahren nicht 
sehr empfindlich ist. Weiterhin ist es von Nachteil, 
dass spezifisch markierte Nukleotide erforderlich 
sind.
[0005] Aus Brownie, J. et al., Nucleic Acids Re-
search, Band 25, Nr. 16 (1997), Seiten 3235 bis 3241 
ist ein Verfahren zum Verhindern der Bildung von Pri-
mer-Dimeren in einer PCR bekannt. Dabei werden 
Primer mit einem aus einer zusätzlichen Nukleotidse-
quenz bestehenden Anhang an ihren 5'-Enden ver-
wendet. Diese Primer sind in einer so niedrigen Kon-
zentration in der PCR vorhanden, dass sie nur an frü-
hen Zyklen der PCR teilnehmen. In weiteren 
PCR-Zyklen dient ein einzelner die Sequenz des An-
hangs aufweisender Primer der Amplifikation. Die 
Sequenz des Anhangs führt bei aus Primer-Dimeren 
gebildeten Amplifikationsprodukten dazu, dass kom-
plementäre, von der Sequenz des Anhangs abgelei-
tete Sequenzen eines einzelnen Amplifikationspro-
dukts miteinander hybridisieren und dabei eine Art 
"Pfannenstiel"-Struktur bilden. Durch die Hybridisie-
rung wird das Annealing von weiteren Primern an den 
Anhang verhindert und dadurch die Produktion unge-
wünschter PCR-Produkte vermieden. Die PCR-Pro-
dukte werden gelelektrophoretisch nachgewiesen. 
Das ist aufwändig und lässt bei parallel in einer PCR 
durchgeführten Reaktionen nur den Nachweis einer 
sehr begrenzten Zahl von PCR-Produkten zu.
[0006] Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, 
ein Verfahren und einen Kit zum Nachweis einer Nu-
kleinsäure bereitzustellen, welches/r die Nachteile 
nach dem Stand der Technik vermeidet. Insbesonde-
re soll das Verfahren mit einfachen Mitteln durchzu-
führen sein und eine hohe Sensitivität aufweisen. 
Das Verfahren soll insbesondere den parallelen 
Nachweis einer großen Zahl verschiedener Nukleo-
tidsequenzen ermöglichen.
[0007] Diese Aufgabe wird durch die Merkmale der 
Ansprüche 1 und 32 gelöst. Zweckmäßige Ausge-
staltungen ergeben sich aus den Merkmalen der An-
sprüche 2 bis 31 und 33 bis 39.
[0008] Erfindungsgemäß ist ein Verfahren zum 
Nachweis mindestens einer Nukleinsäure S mit fol-
genden Schritten vorgesehen: 

a) Bereitstellen eines zusammen mit der Nuklein-
säure S zur Durchführung einer PCR geeigneten 
ersten Primerpaars mit einem ersten und einem 
zweiten Primer,  
wobei der erste Primer einen 5'-endständigen ers-
ten Teilabschnitt sowie einen 3'-endständigen 
zweiten Teilabschnitt und der zweite Primer einen 
5'-endständigen dritten Teilabschitt und einen 
3'-endständigen vierten Teilabschnitt aufweist,  
wobei die Sequenzen des zweiten und des vierten 
Teilabschnitts so ausgewählt sind, dass der zwei-
te Teilabschnitt mit einem vorgegebenen ersten 
Abschnitt der Nukleinsäure S unter definierten 
ersten Bedingungen und der vierte Teilabschnitt 
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mit einem vorgegebenen zweiten Abschnitt einer 
zu der Nukleinsäure S komplementären Nuklein-
säure S' unter definierten zweiten Bedingungen 
spezifisch hybridisieren kann und  
wobei ein den ersten mit dem zweiten Teilab-
schnitt verbindender für den zweiten Teilabschnitt 
spezifischer Zwischenabschnitt z oder ein den 
dritten mit dem vierten Teilabschnitt verbindender 
für den vierten Teilabschnitt spezifischer Zwi-
schenabschnitt z vorgesehen ist,
b) Inkontaktbringen der Nukleinsäure S oder der 
dazu komplementären Nukleinsäure S' mit dem 
ersten Primerpaar in einer Lösung und Durchfüh-
ren einer ersten Primerverlängerungsreaktion, bei 
welcher der erste Primer unter den ersten Bedin-
gungen oder der zweite Primer unter den zweiten 
Bedingungen zumindest einmal mindestens so 
weit verlängert wird, dass der jeweils andere Pri-
mer (P2, P1) des ersten Primerpaars unter den für 
dessen spezifisches Hybridisieren erforderlichen 
ersten oder zweiten Bedingungen an ein dabei 
gebildetes erstes Primerverlängerungsprodukt 
spezifisch binden kann,
c) Durchführen einer zweiten Primerverlänge-
rungsreaktion, bei welcher das erste Primerver-
längerungsprodukt als Matrize dient und der zwei-
te oder erste Primer unter den für dessen spezifi-
sches Hybridisieren mit dem ersten Primerverlän-
gerungsprodukt erforderlichen ersten oder zwei-
ten Bedingungen unter Bildung eines zweiten Pri-
merverlängerungsprodukts verlängert wird,
d) Bereitstellen eines zusammen mit dem zweiten 
Primerverlängerungsprodukt zur Durchführung ei-
ner PCR geeigneten zweiten Primerpaars mit ei-
nem dritten und einem vierten Primer, wobei die 
Sequenzen des dritten und vierten Primers so ge-
wählt sind, dass der dritte Primer mit einer zum 
ersten Teilabschnitt komplementären Sequenz 
und der vierte Primer mit einer zum dritten Teilab-
schnitt komplementären Sequenz unter definier-
ten dritten Bedingungen spezifisch hybridisieren 
kann,
e) Inkontaktbringen des zweiten Primerverlänge-
rungsprodukts mit dem zweiten Primerpaar und 
Durchführen einer PCR, wobei unter Bildung drit-
ter Primerverlängerungsprodukte der Zwischen-
abschnitt z oder ein dazu komplementärer Zwi-
schenabschnitt z' amplifiziert wird,
f) Bereitstellen einer immobilisierten Sonde, wel-
che mit dem Zwischenabschnitt z oder dem dazu 
komplementären Zwischenabschnitt z' unter defi-
nierten vierten Bedingungen spezifisch hybridisie-
ren kann,
g) Inkontaktbringen der Sonde mit den dritten Pri-
merverlängerungsprodukten unter den vierten 
Bedingungen,
h) Nachweis der an der Sonde bindenden oder 
gebundenen dritten Primerverlängerungsproduk-
te.

[0009] Die ersten, zweiten, dritten und vierten Be-
dingungen umfassen z.B. bestimmte Temperaturen 
oder Konzentrationen, bspw. eines Primers. Die ers-
ten und die zweiten Bedingungen sind vorzugsweise 
identisch. Das Durchführen der ersten Primerverlän-
gerungsreaktion gemäß Schritt lit. b und der zweiten 
Primerverlängerungsreaktion gemäß Schritt lit. c 
kann gleichzeitig erfolgen. Der erste und der dritte 
Teilabschnitt sind so gewählt, dass sie unter den ers-
ten oder zweiten Bedingungen jeweils im Wesentli-
chen nicht mit der Nukleinsäure S oder der dazu 
komplementären Nukleinsäure S' hybridisieren. Wei-
terhin sind der erste und der dritte Teilabschnitt vor-
zugsweise so ausgewählt, dass sie keine das Verfah-
ren störenden Sekundärstrukturen, wie z.B. Haarna-
delschleifen, ausbilden und eine ähnliche Schmelz-
temperatur, eine Länge von 16 bis 28 Nukleotiden, 
keine Komplementarität zueinander, insbesondere 
an den 3'-Enden, ein ausgeglichenes GC-Vehältnis 
und am 3'-Ende keine GC reichen Regionen aufwei-
sen. Auswahlkriterien für die Wahl der Sequenzen 
sind im Stand der Technik, z.B. aus Michael A. Innis, 
David H. Gelfand und John J. Sninsky, PCR Applica-
tions: Protocols for Functional Genomics, Academic 
Press, San Diego, CA, USA (1999), bekannt.
[0010] Bei einer Ausgestaltung des Verfahrens wei-
sen der erste und der dritte Teilabschnitt dieselbe 
Länge auf oder unterscheiden sich um höchstens 
20% in ihrer Länge. Dadurch kann erreicht werden, 
dass die spezifischen Annealingtemperaturen des 
mit der zum ersten Teilabschnitt komplementären Se-
quenz hybridisierenden dritten Primers und des mit 
der zum dritten Teilabschnitt komplementären Se-
quenz hybridisierenden vierten Primers relativ eng 
beieinander liegen. Je enger die Annealingtempera-
turen beieinander liegen, desto effizienter kann die 
PCR gemäß Schritt lit. e durchgeführt werden.
[0011] Bei der Sonde kann es sich um eine Nuklein-
säure oder ein Analogon einer Nukleinsäure, wie 
PNA, handeln. Unter einem Analogon einer Nuklein-
säure wird hier jede Struktur verstanden, die spezi-
fisch mit dem Zwischenabschnitt z oder dem dazu 
komplementären Zwischenabschnitt z' hybridisieren 
kann. Die Sonde kann z.B. an einer Membran immo-
bilisiert sein. Sie kann auch Bestandteil eines Chips 
sein. Unter einem Chip wird dabei eine feste, starre 
Oberfläche verstanden, auf der die Sonde an einer 
definierten Position immobilisiert ist. Weitere Sonden 
können jeweils an anderen definierten Positionen auf 
der Oberfläche immobilisiert sein.
[0012] Bei dem Verfahren werden beim Vorhan-
densein der Nukleinsäure S erste oder zweite Primer 
verlängert, welche den Zwischenabschnitt z aufwei-
sen. Dass der Zwischenabschnitt z für den zweiten 
oder vierten Teilabschnitt spezifisch ist, bedeutet, 
dass ein bestimmter Zwischenabschnitt z eindeutig 
einem bestimmten zweiten oder vierten Teilabschnitt 
zugeordnet werden kann. Der Zwischenabschnitt z 
oder der dazu komplementäre Zwischenabschnitt z'
wird mittels dritter und vierter Primer spezifisch amp-
3/16



DE 102 53 337 A1 2004.06.03
lifiziert. Durch Hybridisierung des Zwischenab-
schnitts z oder des dazu komplementären Zwischen-
abschnitts z' mit der Sonde beim Schritt lit. g werden 
Verlängerungsprodukte der dritten oder vierten Pri-
mer spezifisch an der Sonde gebunden und können 
dort beim oder nach dem Binden nachgewiesen wer-
den.
[0013] Der besondere Vorteil des erfindungsgemä-
ßen Verfahrens besteht darin, dass durch den Zwi-
schenabschnitt z eine nahezu unbegrenzt große Zahl 
an spezifischen Kennzeichnungen für Primer zur Ver-
fügung gestellt werden kann. Dadurch ist ein paralle-
ler spezifischer Nachweis einer großen Zahl von Nu-
kleinsäuren möglich. Durch das durch die PCR im 
Schritt lit. e erreichte exponentielle Amplifizieren des 
Zwischenabschnitts z oder des dazu komplementä-
ren Zwischenabschnitts z' wird eine hohe Sensitivität 
erreicht.
[0014] Ein weiterer Vorteil besteht darin, dass die 
erste und zweite Primerverlängerungsreaktion nur 
einmal oder wenige Male durchgeführt werden muss. 
Weil dabei auf eine exponentielle Amplifikation ver-
zichtet werden kann wirkt sich bei parallel durchge-
führten Nachweisreaktionen eine unterschiedliche 
Effizienz der ersten und zweiten Primerverlänge-
rungsreaktion nur geringfügig auf die Menge der drit-
ten Primerverlängerungsprodukte aus.
[0015] Ein paralleler Nachweis einer Mehrzahl von 
Nukleinsäuren kann bisher mittels einer parallelen 
Amplifikation dieser Nukleinsäuren in einem 
PCR-Ansatz, einer so genannten Multiplex-PCR, er-
folgen. Dabei kann es wegen der erforderlichen ho-
hen Gesamtkonzentration an Primern zur Bildung 
von Primerdimeren und dadurch zu einer Inhibition 
der gewünschten PCR-Reaktionen kommen. Ein pa-
ralleler Nachweis einer Mehrzahl von Nukleinsäuren 
mittels Multiplex-PCR ist daher bisher auf den Nach-
weis weniger Nukleinsäuren mit wenigen Primerpaa-
ren beschränkt. Beim parallelen Nachweis einer 
Mehrzahl unterschiedlicher Nukleinsäuren S mittels 
des erfindungsgemäßen Verfahrens ist es deshalb 
besonders vorteilhaft, dass das jeweils erste Primer-
paar in so geringer Konzentration bereitgestellt wer-
den kann, dass durch die Konzentration der ersten 
Primerpaare keine Störungen verursacht werden.
[0016] Bei einem parallelen Nachweis einer Mehr-
zahl von Nukleinsäuren mittels Multiplex-PCR wer-
den die Nukleinsäuren bisher üblicherweise un-
gleichmäßig stark amplifiziert. Der Grund dafür ist, 
dass sich wegen der exponentiellen Vermehrung in 
der PCR schon kleine Unterschiede in der Effizienz 
der verschiedenen Primer stark auf die Menge der 
gebildeten Produkte auswirken. Diese kleinen Unter-
schiede sind bei einer Multiplex-PCR aber, bedingt 
durch die Sequenzen der nachzuweisenden Nuklein-
säuren, nahezu zwangsläufig vorhanden. Es werden 
spezifische Primer unterschiedlicher Sequenz und 
häufig auch unterschiedlicher Länge eingesetzt. Die-
ser Nachteil kann durch die vorliegende Erfindung 
dadurch überwunden werden, dass das zweite Pri-

merpaar unabhängig von der Sequenz der nachzu-
weisenden Nukleinsäure S gestaltet werden kann. 
Dadurch können zweite Primerpaare mit einheitlicher 
Effizienz bei der PCR bereitgestellt werden. Bei-
spielsweise können alle ersten Primerpaare einen 
ersten Primer mit einem einheitlichen ersten Teilab-
schnitt und einen zweiten Primer mit einem einheitli-
chen dritten Teilabschnitt aufweisen. Damit liegen 
zwei für alle nachzuweisenden unterschiedlichen Nu-
kleinsäuren S gleiche universelle Primerbindungs-
stellen vor. Dadurch ist es möglich, beim Schritt lit. d 
für alle nachzuweisenden Nukleinsäuren S ein ge-
meinsames zweites Primerpaar bereitzustellen und 
damit beim Schritt lit. e eine PCR durchzuführen.
[0017] Beim parallelen Nachweis mehrerer unter-
schiedlicher Nukleinsäuren S besteht ein weiterer 
Vorteil des Verfahrens darin, dass die Primer so ge-
staltet werden können, dass die Nachweise unter ein-
heitlichen Bedingungen durchgeführt werden kön-
nen. Weiterhin ist es vorteilhaft, dass einmal ermittel-
te Bedingungen für das Hybridisieren des Zwischen-
abschnitts z oder des dazu komplementären Zwi-
schenabschnitts z' mit der Sonde für verschiedene 
Nachweisreaktinen verwendet werden können. Dazu 
kann der Zwischenabschnitt z in unterschiedlichen 
ersten oder zweiter Primern mit unterschiedlichen 
zweiten oder vierten Teilabschnitten kombiniert sein. 
Dadurch kann z.B. ein verschiedene immobilisierte 
Sonden aufweisender Chip bereitgestellt werden. 
Der Chip kann mit den Sequenzen der Sonden und 
der Zwischenabschnitte z für das erfinderische Ver-
fahren optimiert und zum Nachweis unterschiedlicher 
Nukleinsäuren S genutzt werden.
[0018] Vorzugsweise werden die erste und zweite 
Primerverlängerungsreaktion als PCR durchgeführt. 
Dadurch können diese Primerverlängerungsreaktio-
nen mit Enzymen und Nukleotiden durchgeführt wer-
den, die für die Durchführung der PCR im Schritt lit. e 
erforderlich sind. Das Verfahren wird dadurch verein-
facht, denn es müssen nur einmal Enzyme und Nuk-
leotide zugesetzt werden.
[0019] Es hat sich weiterhin als vorteilhaft erwiesen, 
wenn die erste und/oder zweite Primerverlänge-
rungsreaktion und/oder PCR unter so genannten 
Heißstartbedingungen durchgeführt wird. Dabei wird 
die Temperatur des Reaktionsansatzes erhöht und 
sichergestellt, dass eine eingesetzte DNA-Polymera-
se erst dann die ersten, zweiten, dritten und/oder 
vierten Primer verlängert, wenn die Temperatur im 
Reaktionsansatz mindestens die für ein spezifisches 
Annealing dieser Primer erforderliche Temperatur er-
reicht hat. Das kann z.B. dadurch sichergestellt wer-
den, dass für die erste und/oder zweite Primerverlän-
gerungsreaktion und/oder PCR die DNA-Polymerase 
dem jeweiligen Reaktionsansatz erst nach erreichen 
dieser Temperatur zugesetzt wird oder indem eine 
Polymerase verwendet wird, die erst durch Erhitzen 
aktiviert wird. Dadurch wird vermieden, das unspezi-
fisch bindende erste, zweite, dritte oder vierte Primer 
verlängert werden.
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[0020] Bei einer vorteilhaften Ausgestaltung des 
Verfahrens wird die erste und/oder zweite Primerver-
längerungsreaktion höchstens 10 mal, vorzugsweise 
höchstens 5 mal, insbesondere höchstens 2 mal, 
durchgeführt. Eine niedrige Anzahl erster Primerver-
längerungsreaktionen bewirkt, dass es sich bei einer 
Mehrzahl von parallel in einem Reaktionsansatz 
durchgeführten Nachweisreaktionen kaum auf die 
Menge der gebildeten dritten Primerverlängerungs-
produkte auswirkt, wenn die ersten und/oder zweiten 
Primerverlängerungsreaktionen mit unterschiedli-
cher Effizienz ablaufen.
[0021] Als besonders vorteilhaft hat es sich erwie-
sen, wenn die Sequenzen des ersten und dritten Teil-
abschnitts so gewählt sind, dass die dritten Bedin-
gungen so stringent sein können, dass der zweite 
Teilabschnitt mit dem ersten Abschnitt der Nuklein-
säure S und der vierte Teilabschnitt mit dem zweiten 
Abschnitt der zu der Nukleinsäure S komplementä-
ren Nukleinsäure 5' unter den dritten Bedingungen im 
Wesentlichen nicht hybridisiert. Das ermöglicht es, 
die Reaktion in einem Ansatz durchzuführen, der von 
vorne herein die ersten, zweiten, dritten und vierten 
Primer enthält. Durch bloßes Erhöhen der Stringenz, 
z.B. durch Temperaturerhöhung, lässt sich dann die 
erste und zweite Primerverlängerungsreaktion been-
den und es findet nur noch eine Verlängerung der 
dritten und vierten Primer bei der PCR statt, obwohl 
die ersten und zweiten Primer weiterhin im Ansatz 
enthalten sind.
[0022] Bei einer Ausgestaltung des Verfahrens sind 
die Sequenzen und Konzentrationen des ersten, 
zweiten, dritten und vierten Primers so gewählt, dass 
die spezifische Annealingtemperatur des mit der zum 
ersten Teilabschnitt komplementären Sequenz hybri-
disierenden dritten Primers und des mit der zum drit-
ten Teilabschnitt komplementären Sequenz hybridi-
sierenden vierten Primers jeweils zumindest um 5°C 
höher ist als die jeweils höhere Annealingtemperatur 
des mit dem ersten Abschnitt der Nukleinsäure S hy-
bridisierenden zweiten Teilabschnitts und des mit 
dem zweiten Abschnitt der komplementären Nuklein-
säure S' hybridisierenden vierten Teilabschnitts. Da-
durch, dass die Annealingtemperaturen zumindest 
um 5°C auseinander liegen, kann durch eine Erhö-
hung der Stringenz, z.B. durch eine Erhöhung der 
Temperatur, sicher vermieden werden, dass die erste 
oder zweite Primerverlängerungsreaktion beim 
Durchführen der PCR gemäß lit. e stattfindet.
[0023] Der Schritt lit. e kann in der Lösung durchge-
führt werden. Es ist nicht erforderlich die ersten Pri-
merverlängerungsprodukte aus der Lösung zu ent-
fernen und in eine weitere Lösung zu überführen. 
Vorzugsweise werden zumindest die Schritte lit. a bis 
lit. e, insbesondere die Schritte lit. a bis lit. h in einem 
verschlossenen Gefäß durchgeführt, welches zwi-
schen den Schritten nicht geöffnet wird. Dadurch 
können das Ergebnis verfälschende Kontaminatio-
nen vermieden werden. Weiterhin vereinfacht die 
Nutzung eines geschlossenen Gefäßes die Handha-

bung und Automation des Verfahrens.
[0024] Bei einer vorteilhaften Ausgestaltung des 
Verfahrens wird die Konzentration des den Zwi-
schenabschnitt z enthaltenden ersten oder zweiten 
Primers in der Lösung so niedrig gewählt, dass durch 
diesen Primer ein Hybridisieren der Sonde mit dem 
Zwischenabschnitt z oder des dazu komplementären 
Zwischenabschnitts z' beim Schritt lit. g nicht wesent-
lich inhibiert wird. Nicht wesentlich inhibiert bedeutet, 
dass das Hybridisieren beim Schritt lit. g in einem für 
den Nachweis beim Schritt lit. h ausreichenden Aus-
maß stattfindet. Durch die genannten Merkmale kann 
weit gehend verhindert werden, dass ein solcher Pri-
mer beim Schritt lit. g mit den Verlängerungsproduk-
ten der dritten oder vierten Primer um die Bindung an 
der Sonde konkurriert. Es kann auch weit gehend 
verhindert werden, dass die Hybridisierung der Son-
de mit dem zum Zwischenabschnitt z komplementä-
ren Zwischenabschnitt z' durch ein Hybridisieren des 
Zwischenabschnitts z' mit diesem Primer inhibiert 
wird. Dadurch wird das Verfahren wesentlich verein-
facht. Ein Entfernen eines Überschusses von den 
Zwischenabschnitt z enthaltenden ersten oder zwei-
ten Primern ist nicht erforderlich. Durch die niedrige 
Konzentration kann im Wesentlichen auch verhindert 
werden, dass durch eine Hybridisierung einer der ge-
nannten Primer mit der Sonde ein eigentlich dem 
Nachweis dienendes Signal ausgelöst wird. Durch 
eine niedrige Konzentration des ersten Primerpaars 
kann außerdem die Bildung von Dimeren aus ersten 
und zweiten Primern verhindert werden. Sie ermög-
licht beim Nachweis mehrerer Nukleinsäuren S den 
Einsatz einer Vielzahl unterschiedlicher erster Pri-
merpaare, ohne in der Gesamtkonzentration dieser 
Primerpaare den für Primerverlängerungsreaktionen 
günstigen Konzentrationsbereich für Primer zu über-
schreiten.
[0025] Vorzugsweise wird die Konzentration des 
ersten Primerpaars in der Lösung auf 0,001 bis 0,1 
μmol/l eingestellt. Vorteilhaft ist es, wenn das Verhält-
nis der Konzentrationen von erstem Primerpaar zu 
zweitem Primerpaar kleiner als 1 : 10, vorzugsweise 
kleiner als 1 : 100, besonders vorzugsweise kleiner 
als 1 : 1000, ist. Je kleiner das Verhältnis ist, desto 
weniger konkurriert der Zwischenabschnitt z des ers-
ten oder zweiten Primers mit den Verlängerungspro-
dukten der dritten oder vierten Primer um die Bindung 
an der Sonde oder mit der Sonde um die Bindung an 
dem zum Zwischenabschnitt z komplementären Zwi-
schenabschnitt z'.
[0026] Das zweite Primerpaar kann der Lösung vor 
der ersten Primerverlängerungsreaktion zugesetzt 
werden. Das Verfahren wird dadurch vereinfacht. 
Zwischen der ersten und der zweiten Primerverlän-
gerungsreaktion sind dadurch keine Pipettierschritte 
erforderlich. Das Durchführen der ersten oder zwei-
ten Primerverlängerungsreaktion kann ausschließ-
lich über Temperatur gesteuert werden.
[0027] Vorzugsweise wird beim Schritt lit. e der drit-
te oder der vierte Primer häufiger verlängert als der 
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jeweils andere Primer des zweiten Primerpaars. Das 
kann z.B. erreicht werden, indem in dem beim Schritt 
lit, d bereitgestellten zweiten Primerpaar der dritte 
oder vierte Primer gegenüber dem jeweils anderen 
darin enthaltenen Primer in einem, vorzugsweise 2- 
bis 5-fachen, Überschuss vorliegt. Unter diesen 
asymmetrischen Bedingungen kann gezielt das an 
die Sonde bindende Verlängerungsprodukt gegenü-
ber dem anderen Verlängerungsprodukt des dritten 
oder vierten Primers im Überschuss gebildet werden. 
Dadurch kann eine mit der Hybridisierung mit der 
Sonde konkurrierende Hybridisierung der Verlänge-
rungsprodukte der dritten und vierten Primer unterei-
nander deutlich vermindert werden, so dass ein grö-
ßerer Anteil der dritten Primerverlängerungsprodukte 
an die Sonde bindet. Das kann die Sensitivität des 
Nachweises verbessern bzw. ein stärkeres Signal 
beim Nachweis ermöglichen. Weiterhin ist das Ver-
fahren dadurch effizienter und wirtschaftlicher, weil 
nur eines der beiden gebildeten dritten Primerverlän-
gerungsprodukte zum Nachweis benötigt wird.
[0028] Der Lösung kann zum Nachweis unter-
schiedlicher Nukleinsäuren S eine Mehrzahl erster 
Primerpaare zugesetzt werden, deren erste oder 
zweite Primer sich jeweils im Zwischenabschnitt z 
und im sich daran anschließend angeordneten zwei-
ten oder vierten Teilabschnitt unterscheiden, wobei 
jeder der zweiten oder vierten Teilabschnitte spezi-
fisch für genau einer der Nukleinsäuren S ist. Da-
durch, dass jeder Zwischenabschnitt z genau einem 
zweiten oder vierten Teilabschnitt zugeordnet werden 
kann und jeder zweite oder vierte Teilabschnitt spezi-
fisch für genau eine der Nukleinsäuren S ist, ist eine 
Zuordnung jedes Zwischenabschnitts z bzw. jedes 
dazu komplementären Zwischenabschnitts z' zu ei-
ner der Nukleinsäuren S möglich. Durch den spezifi-
schen Nachweis von den Zwischenabschnitt z oder 
den Zwischenabschnitt z' enthaltenden Primerverlän-
gerungsprodukten kann bestimmt werden, ob in der 
Lösung mit den zweiten oder vierten Teilabschnitten 
spezifisch hybridisierende Nukleinsäuren S vorhan-
den sind.
[0029] Zum Nachweis unterschiedlicher Nuklein-
säuren S kann der Lösung eine Mehrzahl erster Pri-
merpaare zugesetzt werden, deren erste Primer ei-
nen jeweils identischen oder nahezu identischen ers-
ten Teilabschnitt und/oder deren zweite Primer einen 
jeweils identischen oder nahezu identischen dritten 
Teilabschnitt aufweisen und deren zweiter oder vier-
ter Teilabschnitt jeweils spezifisch für genau eine der 
Nukleinsäuren S ist. Teilabschnitte sind nahezu iden-
tisch, wenn die gleichen Primer damit hybridisieren 
können. Dadurch ist es möglich, jeweils alle dritten 
und jeweils alle vierten Primer einheitlich zu gestal-
ten, so dass nur ein zweites Primerpaar erforderlich 
ist. Dadurch wird das Verfahren erheblich verein-
facht.
[0030] Weiterhin kann das Verfahren dadurch ver-
einfacht werden, dass die ersten und dritten Teilab-
schnitte identisch oder nahezu identisch sind und der 

dritte Primer identisch mit dem vierten Primer ist. Da-
durch kann die PCR gemäß Schritt lit. e auch beim 
Nachweis einer Mehrzahl von Nukleinsäuren S mit 
nur einer einzigen Art von Primern durchgeführt wer-
den.
[0031] Die Sequenzen der ersten, zweiten, dritten 
und vierten Primer können so gewählt sein, dass sie 
bei dem Verfahren keine Primer-Dimere bilden 
und/oder nicht mit sich selbst oder untereinander hy-
bridisieren. Die Ausbildung von Primer-Dimeren führt 
bei der PCR zu einer verminderten Produktion des 
gewünschten Produkts, z.B. der dritten Primerverlän-
gerungsprodukte. Möglichkeiten die Bildung von Pri-
mer-Dimeren zu unterdrücken sind aus Brownie, J. et 
al., Nucleic Acids Research, Band 25, Nr. 16 (1997), 
Seiten 3235 bis 3241 bekannt. Weiterhin sollen we-
der erste mit zweiten oder dritte mit vierten Primern 
noch erste mit ersten, zweite mit zweiten, dritte mit 
dritten oder vierte mit vierten Primern oder sonstige 
Primer unter den Bedingungen des Verfahrens mit-
einander hybridisieren können. Das erhöht die Effizi-
enz des Verfahrens. Weiterhin ist es zur Effizienzstei-
gerung vorteilhaft, wenn die Sequenzen der Zwi-
schenabschnitte z so gewählt sind, dass sie weder 
selbst noch die dazu komplementären Zwischenab-
schnitte z' bei dem Verfahren mit sich selbst oder mit 
den ersten, zweiten, dritten oder vierten Teilabschnit-
ten oder deren komplementären Sequenzen hybridi-
sieren.
[0032] Das Verfahren ist auch geeignet, die eine 
erste Base aufweisende Nukleinsäure S in Gegen-
wart einer sich von der Nukleinsäure S nur in der ers-
ten Base unterscheidenden weiteren Nukleinsäure 
spezifisch nachzuweisen. Die Nukleinsäure S und 
die weitere Nukleinsäure können beispielsweise po-
lymorphe Nukleinsäuren sein. Dabei ist es vorteilhaft, 
wenn die Sequenzen der ersten oder zweiten Primer 
so gewählt sind, dass sich die jeweilige Base des 
zweiten oder vierten Teilabschnitts, die zu der ersten 
Base oder einer dazu komplementären zweiten Base 
einer komplementären Nukleinsäure S' komplemen-
tär ist, am 3'-Ende oder in der Nähe des 3'-Endes des 
ersten oder zweiten Primers befindet. In der Nähe be-
deutet dabei insbesondere, dass sich zwischen der 
jeweilige Base und dem Ende höchstens 3 Nukleoti-
de befinden. Die ersten oder zweiten Bedingungen 
der ersten oder zweiten Primerverlängerungsreakti-
on können dabei so gewählt werden, dass ein Primer, 
der eine Base aufweist, die nicht komplementär ist, 
bei der ersten oder zweiten Primerverlängerungsre-
aktion nicht verlängert wird.
[0033] Die Spezifität des Verfahrens kann weiter er-
höht werden, indem die zweiten oder vierten Teilab-
schnitte eine Base enthalten, welche nicht zu einer 
ihr in der Position entsprechenden dritte Base im ers-
ten Abschnitt der Nukleinsäure S oder im zweiten Ab-
schnitt der zu der Nukleinsäure S komplementären 
Nukleinsäure S' komplementär ist. Eine Base im 
zweiten oder vierten Teilabschnitt entspricht in der 
Position der dritten Base, wenn die dritte Base ihr 
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beim Hybridisieren des zweiten oder vierten Teilab-
schnitts mit dem ersten oder zweiten Abschnitt ge-
genüberliegend positioniert wäre. Durch die nicht 
komplementäre Base in den zweiten oder vierten 
Teilabschnitten wird erreicht, dass beim Nachweis 
polymorpher Nukleinsäuren im Falle einer Hybridisie-
rung mit einer nicht spezifischen weiteren Nuklein-
säure zwei Fehlpaarungen vorliegen, während bei 
der Hybridisierung mit der spezifischen Nukleinsäure 
S nur eine Fehlpaarung vorliegt. Unter einer Fehlpaa-
rung wird eine Paarung nicht komplementärer Basen 
verstanden. Häufig wird ein hybridisierter Primer, der 
nur einfach fehlgepaart ist, dennoch verlängert, wäh-
rend ein zweifach fehlgepaarter Primer nicht verlän-
gert wird, insbesondere weil ein zwei Fehlpaarungen 
aufweisendes Hybrid relativ instabil ist.
[0034] Zum Nachweis unterschiedlicher Nuklein-
säuren S können die jeweiligen Sequenzen der ers-
ten, zweiten, dritten und vierten Primer und der Son-
de so gewählt sein, dass jeweils die ersten, jeweils 
die zweiten, jeweils die dritten und/oder jeweils die 
vierten Bedingungen für den Nachweis der unter-
schiedlichen Nukleinsäuren S identisch sind. Wenn 
jeweils alle ersten, jeweils alle zweiten, jeweils alle 
dritten und jeweils alle vierten Bedingungen identisch 
sind wird ein paralleler Nachweis der unterschiedli-
chen Nukleinsäuren S in einem Reaktionsansatz er-
möglicht. Die Sequenzen sollten so gewählt werden, 
dass unter den genannten Bedingungen spezifische 
Hybridisierungen ohne Kreuzhybridisierungen erfol-
gen.
[0035] Besonders effizient kann das Verfahren ge-
staltet werden,. wenn die Sonde an einer Elektrode 
oder in deren unmittelbarer Nähe immobilisiert ist. 
Der Nachweis beim Schritt lit. h kann dann durch Er-
fassen einer durch das Hybridisieren bedingten Än-
derung einer elektrischen Eigenschaft an der Elektro-
de erfolgen. In unmittelbarer Nähe bedeutet dabei, 
dass die Sonde so nah an der Elektrode immobilisiert 
ist, dass Hybridisierungen mit der Sonde an der Elek-
trode noch elektrisch erfasst und der Sonde zugeord-
net werden können. Die Elektrode kann aber auch 
dazu dienen, die dritten Primerverlängerungsproduk-
te durch elektrostatische Anziehung an der Sonde 
anzureichern. In unmittelbarer Nähe bedeutet dann, 
dass die Sonde so im Verhältnis zu der Elektrode an-
geordnet ist, dass ein solches Anreichern möglich ist. 
Weiterhin kann die Elektrode auch dazu dienen, 
durch elektrostatische Abstoßung unspezifisch ge-
bundene dritte Primerverlängerungsprodukte von der 
Sonde zu entfernen. Der Nachweis beim Schritt lit. h 
kann auch durch Erfassen einer durch das Hybridi-
sieren bedingten Änderung einer fluoreszenzopti-
schen Eigenschaft erfolgen.
[0036] Bei der Änderung der elektrischen Eigen-
schaft kann es sich um eine Änderung einer Re-
dox-Eigenschaft, insbesondere bei der Oxidation von 
Guanin- oder Adenin-Resten des dritten Primerver-
längerungsprodukts, einer Impedanz oder einer Leit-
fähigkeit handeln, welche über die jeweilige Elektro-

de gemessen wird. Die Redox-Eigenschaft kann ein 
Redox-Potenzial sein, dessen Änderung durch elek-
trochemische Umsetzung des an der Sonde gebun-
denen dritten Primerverlängerungsprodukts, z.B. 
durch Differenzielle Puls-Voltammetrie oder Chrono-
potentiometrische Stripping-Analyse, erfasst wird. 
Beispielsweise kann die Bindung des dritten Primer-
verlängerungsprodukts an der Sonde durch Oxidati-
on von dessen Guanin- und/oder Adenin-Resten 
elektrochemisch nachgewiesen werden. Als Elektro-
de kann eine Kohlenstoff enthaltende Elektrode oder 
eine Metall-Elektrode, insbesondere eine Gold-Elek-
trode, verwendet werden.
[0037] Der dritte und/oder vierte Primer kann einen 
an der Elektrode fluoreszenzoptisch oder mittels der 
Elektrode elektrisch oder elektrochemisch nachweis-
baren, vorzugsweise redoxaktiven, Marker aufwei-
sen. Der Marker kann direkt oder indirekt nachweis-
bar sein. Indirekt ist z.B. ein Marker nachweisbar, 
welcher ein spezifisches Affinitätsmolekül aufweist. 
Ein spezifisches Affinitätsmolekül ist ein Molekül, an 
das mit hoher Spezifität und Affinität ein Gegenmole-
kül bindet. Das Affinitätsmolekül kann z.B. Biotin oder 
ein Hapten und das entsprechende Gegenmolekül 
Streptavidin oder ein Antikörper sein. Das Gegenmo-
lekül kann z.B. mit einem Fluoreszenzfarbstoff, ei-
nem redoxaktiven Molekül oder einem Enzym konju-
giert sein. Bei dem Enzym kann es sich um ein En-
zym handeln, welches ein Substrat so umsetzen 
kann, dass das Reaktionsprodukt elektrochemisch 
oder optisch spezifisch nachgewiesen werden kann. 
Das Enzym kann z.B. eine Phosphatase sein, welche 
durch die enzymatische Umsetzung von Naphthyl-
phosphat elektrochemisch nachgewiesen werden 
kann. Ist der Marker direkt nachzuweisen, kann er ei-
nen Osmium-Komplex, ein Nanogold-Partikel, eine 
Cystein-, Ferrocenyl-, Daunomyzin-, Benzochinon-, 
Naphthochinon-, Anthrachinon- oder p-Aminophe-
nol-Gruppe, einen Farbstoff, insbesondere Indophe-
nol, Thiazin oder Phenazin, oder einen Floureszen-
farbstoff, insbesondere 6-FAM, HEX, TET, Cy3, Cy5, 
IRDyeTM700, IRDyeTM800, Biodipy, Flourescein, Joe, 
Rox, TAMRA oder Texas Red, aufweisen. Mit den ge-
nannten Fluoreszenzfarbstoffen markierte Oligonuk-
leotide können von der Firma Thermo Hybaid, 
Sedanstrasse 18, D-89077 Ulm, Deutschland bezo-
gen werden.
[0038] Der Marker kann auch ein Enzym sein, wel-
ches ein Substrat so umsetzen kann, dass das Reak-
tionsprodukt elektrochemisch oder optisch spezifisch 
nachgewiesen werden kann.
[0039] Vorzugsweise wird zum Nachweis unter-
schiedlicher Nukleinsäuren S eine Vielzahl unter-
schiedlicher zu den Zwischenabschnitten z oder den 
dazu komplementären Zwischenabschnitten z' kom-
plementärer Sonden verwendet, von denen jede an 
oder in unmittelbarer Nähe einer separaten Elektrode 
gebunden ist, so dass von einem Signal an einer spe-
zifischen Elektrode auf das Vorhandensein einer spe-
zifischen Nukleinsäure S geschlossen werden kann. 
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Zum Nachweis unterschiedlicher Nukleinsäuren S 
kann eine Vielzahl einzeln kontaktierter oder kontak-
tierbarer auf einer Oberfläche, insbesondere einem 
Elektrodenchip, angeordneter Elektroden verwendet 
werden. Unter einem Elektrodenchip wird hier eine 
nicht notwendigerweise aus Halbleitermaterial beste-
hende kleine Platte mit elektronischen Mikrostruktu-
ren verstanden. Je kleiner die Oberfläche ist, desto 
geringer ist das für den Nachweis erforderliche Volu-
men der Lösung.
[0040] Eine RNA kann indirekt dadurch nachgewie-
sen werden, dass sie in eine DNA umgeschrieben 
und die DNA dann als Nukleinsäure S nachgewiesen 
wird. Das Umschreiben kann mittels des Enzyms 
"Reverse Transkriptase" erfolgen.
[0041] Weiterhin betrifft die Erfindung einen Kit zur 
Durchführung eines Verfahrens nach einem der vor-
hergehenden Ansprüche zum parallelen Nachweis 
einer Mehrzahl unterschiedlicher Nukleinsäuren S 
enthaltend: 

a) für jede nachzuweisende Nukleinsäure S je ein 
zusammen mit der Nukleinsäure S zur Durchfüh-
rung einer PCR geeignetes erstes Primerpaar mit 
einem ersten und einem zweiten Primer,  
wobei der erste Primer einen 5'-endständigen ers-
ten Teilabschnitt sowie einen 3'-endständigen 
zweiten Teilabschnitt und der zweite Primer einen 
5'-endständigen dritten Teilabschitt und einen 
3'-endständigen vierten Teilabschnitt aufweist,  
wobei die Sequenzen des zweiten und des vierten 
Teilabschnitts so ausgewählt sind, dass der zwei-
te Teilabschnitt mit einem vorgegebenen ersten 
Abschnitt der jeweils nachzuweisenden Nuklein-
säure S unter definierten ersten Bedingungen und 
der vierte Teilabschnitt mit einem vorgegebenen 
zweiten Abschnitt einer zu der jeweils nachzuwei-
senden Nukleinsäure S komplementären Nuklein-
säure S' unter definierten zweiten Bedingungen 
spezifisch hybridisieren kann und  
wobei ein den ersten mit dem zweiten Teilab-
schnitt verbindender für den zweiten Teilabschnitt 
spezifischer Zwischenabschnitt z oder ein den 
dritten mit dem vierten Teilabschnitt verbindender 
für den vierten Teilabschnitt spezifischer Zwi-
schenabschnitt z vorgesehen ist und
b) für jede nachzuweisende Nukleinsäure S je ein 
zweites Primerpaar mit einem dritten und einem 
vierten Primer, welches zusammen mit einem bei 
Anwesenheit der jeweils nachzuweisenden Nuk-
leinsäure S mittels des ersten und zweiten Pri-
mers erzeugbaren Primerverlängerungsprodukt 
zur Durchführung einer PCR geeignet ist und  
wobei die Sequenzen des dritten und vierten Pri-
mers so gewählt sind, dass der dritte Primer mit 
einer zu den ersten Teilabschnitten der ersten Pri-
mer komplementären Sequenz und der vierte Pri-
mer mit einer zu den dritten Teilabschnitten der 
zweiten Primer komplementären Sequenz unter 
definierten dritten Bedingungen spezifisch hybri-
disieren kann.

[0042] In dem Kit kann für jede nachzuweisende 
Nukleinsäure S je eine Sonde enthalten sein, welche 
jeweils mit dem Zwischenabschnitt z oder dem dazu 
komplementären Zwischenabschnitt z' unter definier-
ten vierten Bedingungen spezifisch hybridisieren 
kann. Die Sonden können, insbesondere in einer 
spezifischen Anordnung, beispielsweise auf einem 
Chip, immobilisiert sein.
[0043] Vorzugsweise sind die ersten Teilabschnitte 
der in dem Kit enthaltenen ersten Primer und/oder die 
dritten Teilabschnitte der in dem Kit enthaltenen zwei-
ten Primer gleich. Das ermöglicht es, für alle nachzu-
weisenden Nukleinsäuren S einheitliche dritte 
und/oder vierte Primer zu verwenden.
[0044] Die Sequenzen der Zwischenabschnitte z 
sind vorzugsweise so gewählt, dass die vierten Be-
dingungen für alle Zwischenabschnitte z oder die 
dazu komplementären Zwischenabschnitte z' iden-
tisch sind. Das ermöglicht es, dass alle Zwischenab-
schnitte z oder dazu komplementäre Zwischenab-
schnitte z' der dritten Primerverlängerungsprodukte 
gleichzeitig an die jeweilige Sonde binden können. 
Die Auswahl der Sequenzen ermöglicht eine verein-
fachte und beschleunigte Durchführung des Verfah-
rens.
[0045] Der Kit kann weiterhin eine Anordnung von 
Elektroden enthalten, wobei an oder in unmittelbarer 
Nähe jeder Elektrode der Anordnung jeweils eine 
Sonde immobilisiert ist. Dabei sind die Sonden so im-
mobilisiert, dass eine eindeutige Zuordnung jeder 
Elektrode zu einer Sonde möglich ist. Die Anordnung 
von Elektroden kann aus Elektroden bestehen, wel-
che auf einer Oberfläche angeordnet sind. Die Anord-
nung von Elektroden kann ein Elektrodenchip sein.
[0046] Statt des ersten Primerpaars können in dem 
Kit Angaben der Sequenzen des ersten Teilab-
schnitts, des dritten Teilabschnitts und des Zwischen-
abschnitts z oder der dazu jeweils komplementären 
Sequenzen enthalten sein. Mittels dieser Angaben 
kann der Anwender des Kits das erste Primerpaar für 
beliebige nachzuweisende Nukleinsäuren S selbst 
herstellen oder herstellen lassen.
[0047] Nachfolgend werden Ausführungsbeispiele 
der Erfindung anhand der Zeichnung näher erläutert. 
Hierbei zeigen:
[0048] Fig. 1 eine schematische Darstellung eines 
ersten (P1) und eines zweiten Primers (P2),
[0049] Fig. 2 eine schematische Darstellung einer 
ersten und zweiten Primerverlängerungsreaktion,
[0050] Fig. 3 eine schematische Darstellung einer 
PCR und
[0051] Fig. 4 eine schematische Darstellung eines 
mit einer immobilisierten Sonde hybridisierten Pri-
merverlängerungsprodukts.
[0052] Der in Fig. 1 dargestellte erste Primer P1 be-
steht aus einem 5'-endständigen ersten Teilabschnitt 
t1 und einem 3'-endständigen zweiten Teilabschnitt 
t2. Der zweite Primer P2 besteht aus einem 5'-end-
ständigen dritten Teilabschnitt t3 und einem 3'-end-
ständigen vierten Teilabschnitt t4. Zwischen dem drit-
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ten t3 und dem vierten Teilabschnitt t4 befindet sich 
der Zwischenabschnitt z. Der zweite Teilabschnitt t2 
ist zu einem vorgegebenen ersten Abschnitt in einer 
nachzuweisenden Nukleinsäure S komplementär. 
Der vierte Teilabschnitt t4 ist zu einem vorgegebenen 
zweiten Abschnitt der zur nachzuweisenden Nuklein-
säure S komplementären Nukleinsäure S' komple-
mentär. Der erste t1 und der dritte Teilabschnitt t3 
sind bevorzugt weder zu einem Abschnitt der Nukle-
insäure S noch zu der dazu komplementären Nukle-
insäure S' komplementär.
[0053] In den oberen beiden Abbildungen der Fig. 2
sind erste Primerverlängerungsreaktionen darge-
stellt. Zunächst wird dazu die mit der Nukleinsäure S'
doppelsträngig vorliegende Nukleinsäure S, z.B. 
durch eine Temperaturerhöhung, denaturiert, d.h. 
einzelsträngig gemacht. Dann hybridisiert der zweite 
Teilabschnitt t2 mit dem ersten Abschnitt der nachzu-
weisenden Nukleinsäure S und der vierte Teilab-
schnitt t4 mit dem zweiten Abschnitt der zur Nuklein-
säure S komplementären Nukleinsäure S'. Bei der 
ersten Primerverlängerungsreaktion werden der ers-
te P1 und der zweite Primer P2 jeweils zumindest so 
weit verlängert, dass der jeweils andere Primer P2 
oder P1 an einem dabei gebildeten ersten Primerver-
längerungsprodukt binden kann. Bei einer anschlie-
ßend durchgeführten in den unteren beiden Abbil-
dungen der Fig. 2 dargestellten zweiten Primerver-
längerungsreaktion dient das jeweils erste Primerver-
längerungsprodukt als Matrize. Es werden zweite Pri-
merverlängerungsprodukte gebildet, welche jeweils 
eine zum ersten P1 und zweiten Primer P2 komple-
mentäre Sequenz aufweisen. Das Verfahren kann 
auch mit einer nachzuweisenden Nukleinsäure S 
durchgeführt werden, welche anfänglich ohne die 
dazu komplementäre Nukleinsäure S' vorliegt. Der 
zweite Primer P2 könnte dann erst mit dem ersten 
Primerverlängerungsprodukt anstatt mit der komple-
mentären Nukleinsäure S' hybridisieren.
[0054] Die obere Abbildung der Fig. 3 zeigt aus der 
Verlängerung der ersten P1 und der zweiten Primer 
P2 entstandene zweite Primerverlängerungsproduk-
te. Mit deren 5'-Enden hybridisiert jeweils ein dritter 
P3 und ein mit einer Markierungssubstanz bzw. ei-
nem Marker versehener vierter Primer P4. Durch 
eine PCR entsteht eine große Anzahl dritter Primer-
verlängerungsprodukte der dritten P3 und vierten Pri-
mer P4. Das ist in der unteren Abbildung der Fig. 3
schematisch dargestellt. Bei der PCR wird der Zwi-
schenabschnitt z bzw. ein dazu komplementärer Zwi-
schenabschnitt z' vervielfältigt.
[0055] In Fig. 4 ist das Hybridisieren eines zum Zwi-
schenabschnitt z komplementären Zwischenab-
schnitts z' mit einer dazu komplementären Sequenz 
einer an einer Elektrode E immobilisierten Sonde So 
dargestellt. Durch das Hybridisieren wird der Marker 
M so in die Nähe der Elektrode E gebracht, dass er 
dort durch eine Änderung einer elektrischen Eigen-
schaft nachgewiesen werden kann. Bei dem Marker 
M kann es sich um eine redoxaktive Substanz, wie 

beispielsweise Osmiumtetroxyd, handeln, welche an 
der Elektrode reduziert bzw. oxidiert werden kann. 
Das über die Elektrode E messbare Redoxsignal des 
Markers M zeigt somit das ursprüngliche Vorhan-
densein der Nukleinsäure S an.

Patentansprüche

1.  Verfahren zum Nachweis mindestens einer 
Nukleinsäure S mit folgenden Schritten:  
a) Bereitstellen eines zusammen mit der Nukleinsäu-
re S zur Durchführung einer PCR geeigneten ersten 
Primerpaars mit einem ersten (P1) und einem zwei-
ten Primer (P2),  
wobei der erste Primer (P1) einen 5'-endständigen 
ersten Teilabschnitt (t1) sowie einen 3'-endständigen 
zweiten Teilabschnitt (t2) und der zweite Primer (P2) 
einen 5'-endständigen dritten Teilabschitt (t3) und ei-
nen 3'-endständigen vierten Teilabschnitt (t4) auf-
weist,  
wobei die Sequenzen des zweiten (t2) und des vier-
ten Teilabschnitts (t4) so ausgewählt sind, dass der 
zweite Teilabschnitt (t2) mit einem vorgegebenen 
ersten Abschnitt der Nukleinsäure S unter definierten 
ersten Bedingungen und der vierte Teilabschnitt (t4) 
mit einem vorgegebenen zweiten Abschnitt einer zu 
der Nukleinsäure S komplementären Nukleinsäure S'
unter definierten zweiten Bedingungen spezifisch hy-
bridisieren kann und  
wobei ein den ersten (t1) mit dem zweiten Teilab-
schnitt (t2) verbindender für den zweiten Teilabschnitt 
(t2) spezifischer Zwischenabschnitt z oder ein den 
dritten (t3) mit dem vierten Teilabschnitt (t4) verbin-
dender für den vierten Teilabschnitt (t4) spezifischer 
Zwischenabschnitt z vorgesehen ist,  
b) Inkontaktbringen der Nukleinsäure S oder der 
dazu komplementären Nukleinsäure S' mit dem ers-
ten Primerpaar in einer Lösung und Durchführen ei-
ner ersten Primerverlängerungsreaktion, bei welcher 
der erste Primer (P1) unter den ersten Bedingungen 
oder der zweite Primer (P2) unter den zweiten Bedin-
gungen zumindest einmal mindestens so weit verlän-
gert wird, dass der jeweils andere Primer (P2, P1) 
des ersten Primerpaars unter den für dessen spezifi-
sches Hybridisieren erforderlichen ersten oder zwei-
ten Bedingungen an ein dabei gebildetes erstes Pri-
merverlängerungsprodukt spezifisch binden kann,  
c) Durchführen einer zweiten Primerverlängerungs-
reaktion, bei welcher das erste Primerverlängerungs-
produkt als Matrize dient und der zweite (P2) oder 
erste Primer (P1) unter den für dessen spezifisches 
Hybridisieren mit dem ersten Primerverlängerungs-
produkt erforderlichen ersten oder zweiten Bedingun-
gen unter Bildung eines zweiten Primerverlänge-
rungsprodukts verlängert wird,  
d) Bereitstellen eines zusammen mit dem zweiten 
Primerverlängerungsprodukt zur Durchführung einer 
PCR geeigneten zweiten Primerpaars mit einem drit-
ten (P3) und einem vierten Primer (P4),  
wobei die Sequenzen des dritten (P3) und vierten Pri-
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mers (P4) so gewählt sind, dass der dritte Primer (P3) 
mit einer zum ersten Teilabschnitt (t1) komplementä-
ren Sequenz und der vierte Primer (P4) mit einer zum 
dritten Teilabschnitt (t3) komplementären Sequenz 
unter definierten dritten Bedingungen spezifisch hyb-
ridisieren kann,  
e) Inkontaktbringen des zweiten Primerverlänge-
rungsprodukts mit dem zweiten Primerpaar und 
Durchführen einer PCR, wobei unter Bildung dritter 
Primerverlängerungsprodukte der Zwischenab-
schnitt z oder ein dazu komplementärer Zwischenab-
schnitt z' amplifiziert wird,  
f) Bereitstellen einer immobilisierten Sonde (So), wel-
che mit dem Zwischenabschnitt z oder dem dazu 
komplementären Zwischenabschnitt z' unter definier-
ten vierten Bedingungen spezifisch hybridisieren 
kann,  
g) Inkontaktbringen der Sonde (So) mit den dritten 
Primerverlängerungsprodukten unter den vierten Be-
dingungen,  
h) Nachweis der an der Sonde (So) bindenden oder 
gebundenen dritten Primerverlängerungsprodukte.

2.  Verfahren nach Anspruch 1, wobei die erste 
und zweite Primerverlängerungsreaktion als PCR 
durchgeführt werden.

3.  Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Ansprüche, wobei die erste und/oder zweite Primer-
verlängerungsreaktion und/oder PCR unter Heiß-
startbedingungen durchgeführt wird.

4.  Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Ansprüche, wobei die erste und/oder zweite Primer-
verlängerungsreaktion höchstens 10 mal, vorzugs-
weise höchstens 5 mal, insbesondere höchstens 2 
mal, durchgeführt wird.

5.  Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Ansprüche, wobei die Sequenzen des ersten (t1) und 
dritten Teilabschnitts (t3) so gewählt sind, dass die 
dritten Bedingungen so stringent sein können, dass 
der zweite Teilabschnitt (t2) mit dem ersten Abschnitt 
der Nukleinsäure S und der vierte Teilabschnitt (t4) 
mit dem zweiten Abschnitt der zu der Nukleinsäure S 
komplementären Nukleinsäure S' unter den dritten 
Bedingungen im Wesentlichen nicht hybridisiert.

6.  Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Ansprüche, wobei die Sequenzen und Konzentratio-
nen des ersten (P1), zweiten (P2), dritten (P3) und 
vierten Primers (P4) so gewählt sind, dass die spezi-
fische Annealingtemperatur des mit der zum ersten 
Teilabschnitt (t1) komplementären Sequenz hybridi-
sierenden dritten Primers (P3) und des mit der zum 
dritten Teilabschnitt (t3) komplementären Sequenz 
hybridisierenden vierten Primers (P4) jeweils zumin-
dest um 5°C höher ist als die jeweils höhere Anne-
alingtemperatur des mit dem ersten Abschnitt der Nu-
kleinsäure S hybridisierenden zweiten Teilabschnitts 

(t2) und des mit dem zweiten Abschnitt der komple-
mentären Nukleinsäure S' hybridisierenden vierten 
Teilabschnitts (t4).

7.  Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Ansprüche, wobei Schritt lit. e in der Lösung durchge-
führt wird.

8.  Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Ansprüche, wobei zumindest die Schritte lit. a bis lit. 
e, insbesondere die Schritte lit. a bis lit. h in einem 
verschlossenen Gefäß durchgeführt werden, wel-
ches zwischen den Schritten nicht geöffnet wird.

9.  Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Ansprüche, wobei die Konzentration des den Zwi-
schenabschnitt z enthaltenden ersten oder zweiten 
Primers (P1; P2) in der Lösung so niedrig gewählt 
wird, dass durch diesen Primer (P1, P2) ein Hybridi-
sieren der Sonde (So) mit dem Zwischenabschnitt z 
oder dem dazu komplementären Zwischenabschnitt 
z' beim Schritt lit. g nicht wesentlich inhibiert wird.

10.  Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Ansprüche, wobei die Konzentration des ersten Pri-
merpaars in der Lösung auf 0,001 bis 0,1 μmol/l ein-
gestellt wird.

11.  Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Ansprüche, wobei das Verhältnis der Konzentratio-
nen von erstem Primerpaar zu zweitem Primerpaar 
kleiner als 1 : 10, vorzugsweise kleiner als 1 : 100, be-
sonders vorzugsweise kleiner als 1 : 1000, ist.

12.  Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Ansprüche, wobei das zweite Primerpaar der Lösung 
vor der ersten Primerverlängerungsreaktion zuge-
setzt wird.

13.  Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Ansprüche, wobei beim Schritt lit. e der dritte (p3) 
oder der vierte Primer (P4) häufiger verlängert wird 
als der jeweils andere Primer (P4, P3) des zweiten 
Primerpaars.

14.  Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Ansprüche, wobei in dem beim Schritt lit. d bereitge-
stellten zweiten Primerpaar der dritte (P3) oder vierte 
Primer (P4) gegenüber dem jeweils anderen darin 
enthaltenen Primer (P4, P3) im Überschuss vorliegt.

15.  Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Ansprüche, wobei der Lösung zum Nachweis unter-
schiedlicher Nukleinsäuren S eine Mehrzahl erster 
Primerpaare zugesetzt wird, deren erste (P1) oder 
zweite Primer (P2) sich jeweils im Zwischenabschnitt 
z und im sich daran anschließend angeordneten wei-
ten (t2) oder vierten Teilabschnitt (t4) unterscheiden, 
wobei jeder der zweiten (t2) oder vierten Teilabschnit-
te (t4) spezifisch für genau eine der Nukleinsäuren S 
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ist.

16.  Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Ansprüche, wobei der Lösung zum Nachweis unter-
schiedlicher Nukleinsäuren S eine Mehrzahl erster 
Primerpaare zugesetzt wird, deren erste Primer (P1) 
einen jeweils identischen oder nahezu identischen 
ersten Teilabschnitt (t1) und/oder deren zweite Pri-
mer (P2) einen jeweils identischen oder nahezu iden-
tischen dritten Teilabschnitt (t3) aufweisen und deren 
zweiter (t2) oder vierter Teilabschnitt (t4) jeweils spe-
zifisch für genau eine der Nukleinsäuren S ist.

17.  Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Ansprüche, wobei die ersten (t1) und dritten Teilab-
schnitte (t3) identisch oder nahezu identisch sind und 
der dritte Primer (P3) identisch mit dem vierten Pri-
mer (P4) ist.

18.  Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Ansprüche, wobei die Sequenzen der ersten (P1), 
zweiten (P2), dritten (P3) und vierten Primer (P4) so 
gewählt sind, dass sie bei dem Verfahren keine Pri-
mer-Dimere bilden und/oder nicht mit sich selbst oder 
untereinander hybridisieren.

19.  Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Ansprüche, wobei die Sequenzen der Zwischenab-
schnitte z so gewählt sind, dass sie weder selbst 
noch die dazu komplementären Zwischenabschnitte 
z' bei dem Verfahren mit sich selbst oder mit den ers-
ten (t1), zweiten (t2), dritten (t3) oder vierten Teilab-
schnitten (t4) oder deren komplementären Sequen-
zen hybridisieren.

20.  Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Ansprüche, wobei zum spezifischen Nachweis der 
eine erste Base aufweisenden Nukleinsäure S in Ge-
genwart einer sich von der Nukleinsäure S nur in der 
ersten Base unterscheidenden weiteren Nukleinsäu-
re die Sequenzen der ersten (P1) oder zweiten Pri-
mer (P2) so gewählt sind, dass sich die jeweilige 
Base des zweiten (t2) oder vierten Teilabschnitts (t4), 
die zu der ersten Base oder einer dazu komplemen-
tären zweiten Base einer komplementären Nuklein-
säure S' komplementär ist, am 3'-Ende oder in der 
Nähe des 3'-Endes des ersten (P1) oder zweiten Pri-
mers (P2) befindet.

21.  Verfahren nach Anspruch 20, wobei die zwei-
ten (t2) oder vierten Teilabschnitte (t4) eine Base ent-
halten, welche nicht zu einer ihr in der Position ent-
sprechenden dritten Base im ersten Abschnitt der 
Nukleinsäure S oder im zweiten Abschnitt der Nukle-
insäure S' komplementär ist.

22.  Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Ansprüche, wobei zum Nachweis unterschiedlicher 
Nukleinsäuren S die jeweiligen Sequenzen der ers-
ten (P1), zweiten (P2), dritten (P3) und vierten Primer 

(P4) und der Sonde (So) so gewählt sind, dass je-
weils die ersten, jeweils die zweiten, jeweils die drit-
ten und/oder jeweils die vierten Bedingungen für den 
Nachweis der unterschiedlichen Nukleinsäuren S 
identisch sind.

23.  Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Ansprüche, wobei die Sonde (So) an einer Elektrode 
(E) oder in deren unmittelbarer Nähe immobilisiert ist.

24.  Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Ansprüche, wobei der Nachweis beim Schritt lit. h 
durch Erfassen einer Änderung einer fluoreszenzop-
tischen Eigenschaft oder einer durch das Hybridisie-
ren bedingten Änderung einer elektrischen Eigen-
schaft an der Elektrode (E) erfolgt.

25.  Verfahren nach Anspruch 24, wobei als Än-
derung der elektrischen Eigenschaft eine Änderung 
einer Redox-Eigenschaft, insbesondere bei der Oxi-
dation von Guanin- oder Adenin-Resten des dritten 
Primerverlängerungsprodukts, einer Impedanz oder 
einer Leitfähigkeit über die Elektrode (E) gemessen 
wird.

26.  Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Ansprüche, wobei der dritte (P3) und/oder der vierte 
Primer (P4) einen, insbesondere fluoreszenzoptisch 
oder mittels der Elektrode (E) elektrisch oder elektro-
chemisch nachweisbaren, vorzugsweise redoxakti-
ven, Marker aufweist.

27.  Verfahren nach Anspruch 26, wobei der Mar-
ker ein spezifisches Affinitätsmolekül, einen Osmi-
um-Komplex, ein Nanogold-Partikel, eine Cystein-, 
Ferrocenyl-, Daunomyzin-, Benzochinon-, Naphtho-
chinon-, Anthrachinon- oder p-Aminophenol-Gruppe, 
einen Farbstoff, insbesondere Indophenol, Thiazin 
oder Phenazin, oder einen Floureszenfarbstoff, ins-
besondere 6-FAM, HEX, TET, Cy3, Cy5, 
IRDyeTM700, IRDyeTM800, Biodipy, Flourescein, Joe, 
Rox, TAMRA oder Texas Red, aufweist.

28.  Verfahren nach Anspruch 26, wobei der Mar-
ker ein Enzym ist, welches ein Substrat so umsetzen 
kann, dass das Reaktionsprodukt elektrochemisch 
oder optisch spezifisch nachgewiesen werden kann.

29.  Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Ansprüche, wobei zum Nachweis unterschiedlicher 
Nukleinsäuren S eine Vielzahl unterschiedlicher zu 
den Zwischenabschnitten z oder den dazu komple-
mentären Zwischenabschnitten z' komplementärer 
Sonden (So) verwendet wird, von denen jede an oder 
in unmittelbarer Nähe einer separaten Elektrode (E) 
gebunden ist.

30.  Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Ansprüche, wobei zum Nachweis unterschiedlicher 
Nukleinsäuren S eine Vielzahl einzeln kontaktierter 
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oder kontaktierbarer auf einer Oberfläche, insbeson-
dere einem Elektrodenchip, angeordneter Elektroden 
(E) verwendet wird.

31.  Verfahren nach einem der vorhergehenden 
Ansprüche, wobei eine RNA indirekt nachgewiesen 
wird, indem sie in eine DNA umgeschrieben und die 
DNA dann als Nukleinsäure S nachgewiesen wird.

32.  Kit zur Durchführung eines Verfahrens nach 
einem der vorhergehenden Ansprüche zum paralle-
len Nachweis einer Mehrzahl unterschiedlicher Nuk-
leinsäuren S enthaltend:  
a) für jede nachzuweisende Nukleinsäure S je ein zu-
sammen mit der Nukleinsäure S zur Durchführung ei-
ner PCR geeignetes erstes Primerpaar mit einem 
ersten (P1) und einem zweiten Primer (P2),  
wobei der erste Primer (P1) einen 5'-endständigen 
ersten Teilabschnitt (t1) sowie einen 3'-endständigen 
zweiten Teilabschnitt (t2) und der zweite Primer (P2) 
einen 5'-endständigen dritten Teilabschitt (t3) und ei-
nen 3'-endständigen vierten Teilabschnitt (t4) auf-
weist,  
wobei die Sequenzen des zweiten (t2) und des vier-
ten Teilabschnitts (t4) so ausgewählt sind, dass der 
zweite Teilabschnitt (t2) mit einem vorgegebenen 
ersten Abschnitt der jeweils nachzuweisenden Nuk-
leinsäure S unter definierten ersten Bedingungen 
und der vierte Teilabschnitt (t4) mit einem vorgegebe-
nen zweiten Abschnitt einer zu der jeweils nachzu-
weisenden Nukleinsäure S komplementären Nuklein-
säure S' unter definierten zweiten Bedingungen spe-
zifisch hybridisieren kann und  
wobei ein den ersten (t1) mit dem zweiten Teilab-
schnitt (t2) verbindender für den zweiten Teilabschnitt 
(t2) spezifischer Zwischenabschnitt z oder ein den 
dritten (t3) mit dem vierten Teilabschnitt (t4) verbin-
dender für den vierten Teilabschnitt (t4) spezifischer 
Zwischenabschnitt z vorgesehen ist und  
b) für jede nachzuweisende Nukleinsäure S je ein 
zweites Primerpaar mit einem dritten (P3) und einem 
vierten Primer (P4), welches zusammen mit einem 
bei Anwesenheit der jeweils nachzuweisenden Nuk-
leinsäure S mittels des ersten (P1) und zweiten Pri-
mers (P2) erzeugbaren Primerverlängerungsprodukt 
zur Durchführung einer PCR geeignet ist und  
wobei die Sequenzen des dritten (P3) und vierten Pri-
mers (P4) so gewählt sind, dass der dritte Primer (P3) 
mit einer zu den ersten Teilabschnitten (t1) der ersten 
Primer komplementären Sequenz und der vierte Pri-
mer (P4) mit einer zu den dritten Teilabschnitten (t3) 
der zweiten Primer komplementären Sequenz unter 
definierten dritten Bedingungen spezifisch hybridisie-
ren kann.

33.  Kit nach Anspruch 32, wobei darin für jede 
nachzuweisende Nukleinsäure S je eine Sonde (So) 
enthalten ist, welche jeweils mit dem Zwischenab-
schnitt z oder dem dazu komplementären Zwischen-
abschnitt z' unter definierten vierten Bedingungen 

spezifisch hybridisieren kann.

34.  Kit nach Anspruch 33, wobei die Sonden (So) 
immobilisiert sind.

35.  Kit nach einem der Ansprüche 32 bis 34, wo-
bei die ersten Teilabschnitte (t1) der in dem Kit ent-
haltenen ersten Primer (P1) gleich sind und/oder die 
dritten Teilabschnitte (t3) der in dem Kit enthaltenen 
zweiten Primer (P2) gleich sind.

36.  Kit nach einem der Anspruch 32 bis 35, wobei 
die Sequenzen der Zwischenabschnitte z so gewählt 
sind, dass die vierten Bedingungen für alle Zwischen-
abschnitte z oder die dazu komplementären Zwi-
schenabschnitte z' identisch sind.

37.  Kit nach einem der Ansprüche 32 bis 36, wo-
bei eine Anordnung von Elektroden (E) enthalten ist, 
wobei an oder in unmittelbarer Nähe jeder Elektrode 
(E) der Anordnung jeweils eine Sonde (So) immobili-
siert ist.

38.  Kit nach Anspruch 37, wobei die Anordnung 
von Elektroden (E) ein Elektrodenchip ist.

39.  Kit nach einem der Ansprüche 32 bis 38, wo-
bei statt des ersten Primerpaars Angaben der Se-
quenzen des ersten Teilabschnitts (t1), des dritten 
Teilabschnitts (t3) und des Zwischenabschnitts z 
oder der dazu jeweils komplementären Sequenzen 
enthalten sind.

Es folgen 4 Blatt Zeichnungen
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Anhängende Zeichnungen
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