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(54) Title: COMPETITION ASSAY FOR DETECTING NUCLEIC ACID OLIGOMER HYBRIDIZATION OCCURRENCES
KOMPETITIONSASSAY ZUR DETEKTION VON NUKLEINSAUREOLIGOMER-HYBRIDISIE-

(57) Abstract: The invention relates to a method for detecting nucleic acid oligomer hy-

Fig. 4C

bridization occurrences comprising the steps of providing a modified surtace, wherein
the modification consists of the bonding of at least one type of probe nucleic acid oligo-
mer, providing a sample having target nucleic acid oligomers, providing a solution ha-

ving at least one type of signal nucleic acid oligomers, wherein signal nucleic acid oligo-
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/ (57) Zusammenfassung:

mers are moditied with at least one detection label, the signal nucleic acid oligomers

have a section that is complementary or substantially complementary to the probe

nucleic acid oligomers, and the signal nucleic acid oligomers have a section that is com-
K plimentary or substantially complementary to the target nucleic acid oligomers, provi-

ding a reaction solution for performing a nucleic acid amplification, wherein the reaction
solution contains at least nucleotides and at least one type of nucleic acid polymerase,
mixing and bringing into contact with the modified surface the solution having signal
nucleic acid oligomers, the sample having target nucleic acid oligomers, and the reaction
% solution for performing a nucleic acid amplitication, wherein the signal nucleic acid oli-
# gomers are present in the produced mixture in a concentration of 1077 mol/l to 10 mol/l
and the target nucleic acid oligomers are present in the produced mixture in a concentra-
% tion of up to 107 mol/l, performing a first detection of the signal nucleic acid oligomers
| by a surface-sensitive method, amplifying the target nucleic acid oligomers by means of
X nucleic acid amplification, performing a second detection of the signal nucleic acid oli-
“ gomers by a surface-sensitive method, and comparing the values obtained in the first de-
tection of the signal nucleic acid oligomers with the values obtained in the second detec-
tion of the signal nucleic acid oligomers.

[Fortsetzung auf der néichsten Seite]
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—  mit internationalem Recherchenbericht (Artikel 21 Absatz
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Beschrieben wird ein Verfahren zur Detektion von Nukleinsdureoligomer-Hybridisierungsereignissen umtassend die Schritte Be-
reitstellen einer modifizierten Obertldche, wobei die Modifikation in der Anbindung wenigstens einer Art von Sonden-Nuklein-
sdureoligomeren besteht, Bereitstellen einer Probe mit Target-Nukleinsdureoligomeren, Bereitstellen einer Losung mit wenigstens
einer Art von Signal-Nukleinsdureoligomeren, wobei die Signal-Nukleinsdureoligomere mit zumindest einem Detektionslabel mo-
difiziert sind, die Signal-Nukleinsdureoligomere einen zu den Sonden-Nukleinsdureoligomeren komplementéren oder weitgehend
komplementdren Abschnitt besitzen und die Signal-Nukleinsdureoligomere einen zu den Target-Nukleinsdureoligomeren komple-
mentédren oder weitgehend komplementédren Abschnitt besitzen, Bereitstellen einer Reaktionslésung zur Durchfithrung einer Nu-
kleinsaureamplifikation, wobei die Reaktionsldsung zumindest Nukleotide und wenigstens eine Art von Nukleinsdure-Polymerase
enthélt, Vermischen und Inkontaktbringen mit der modifizierten Obertldche von der Losung mit Signal-Nukleinsdureoligomeren,
der Probe mit Target-Nukleinsdureoligomeren und der Reaktionslésung zur Durchtithrung einer Nukleinsdureamplifikation, wobei
die Signal-Nukleinséureoligomere in dem hergestellten Gemisch in einer Konzentration von 1077 mol/l bis 10 mol/l vorliegen
und die Target-Nukleinsdureoligomere in dem hergestellten Gemisch in einer Konzentration von bis zu 107 mol/l vorliegen, erste
Detektion der Signal-Nukleinsdureoligomere durch eine oberflichensensitive Methode, Amplifizierung der Target-Nukleinsdureo-
ligomere mittels Nukleinsdureamplifikation, zweite Detektion der Signal-Nukleinsdureoligomere durch eine oberflichensensitive
Methode und Vergleich der bei der ersten Detektion der Signal-Nukleinsdureoligomere erhaltenen Werte mit den bei der zweiten
Detektion der Signal-Nukleinsdureoligomere erhaltenen Werte.



10

15

20

25

30

WO 2011/069501 PCT/DE2010/075152

Kompetitionsassay zur Detektion von Nukleinsaureoligomer-

Hybridisierungsereignissen

Technisches Gebiet

Die vorliegende Erfindung Dbetrifft ein Verfahren zur Detektion von

Nukleinsaureoligomer-Hybridisierungsereignissen.

Stand der Technik

In der Krankheitsdiagnose, der mikrobiologischen Diagnostik, bei toxikologischen
Testverfahren, in der genetischen Forschung und Entwicklung, sowie auf dem
Agrar- und pharmazeutischen Sektor ist ein Direktnachweis kleinster Mengen von
Nukleinsauren mittlerweile unumganglich. Zunehmend finden Detektionsverfahren
mittels Array-Technologie unter Verwendung sogenannter DNA-Chips Anwendung,
die eine  oberflachensensitive Detektion  von Nukleinsdureoligomer-
Hybridisierungsereignissen ermdglichen. Mit Hilfe dieser empfindlichen Methode

konnen Nukleinsauren mit einer sehr geringen Nachweisgrenze detektiert werden.

Zur Genanalyse auf einem Chip wird beispielsweise 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 kdnnen die Target-
Oligonukleotide durch Nachweis der entsprechenden Hybridisierungsereignisse auf

dem Chip identifiziert werden.

Verfahren zur oberflaichensensitiven Detektion von Nukleinsdureoligomer-
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Hybridisierungsereignissen sind hinreichend bekannt. So beschreibt beispielsweise
die WO 99/51778 A1 ein elektrochemisches Verfahren zur Detektion von
Nukleinsaureoligomer-Hybridisierungsereignissen. Bei einem solchen
elektrochemischen Verfahren werden die Assoziationsereignisse anhand der mit
der Assoziation einhergehenden Anderung der elektrochemischen Eigenschaften

der Sonden-Molekiile nachgewiesen.

Die WO 2007/143669 A2 offenbart ein Verfahren zum elektrochemischen
Nachweis von Nukleinsauren mittels Sonden, die an eine Mikroarray-Oberflache
gebunden sind. In dem Echzeit-Verfahren der WO 2007/143669 A2 kdbnnen
Kompetitor-Molekiille anwesend sein, die mit den Target-Nukleinsauren um

Bindungsstellen an den immobilisierten Sonden konkurrieren.

Bekannt ist aullerdem der Nachweis von Target-Nukleinsduren mit
hybridisierenden Ferrocen-Signal-Molekillen, wobei die immobilisierten Fanger-
Sonden an einen anderen Bereich der Target-Nukleinsaure binden (Lucarelli, F. et
al., Anal. Chim. Acta, 2008, 609 (2), 139-159). Daneben werden kompetitive
Hybridisierungsassays beschrieben, wobei Fanger-Sonden auf Goldoberflachen
und Target-Nukleinsduren um Nanopartikel-gebundene Signal-Oligonukleotide

konkurrieren.

Daneben sind aus dem Stand der Technik verschiedene Ansatze zur
elektrochemischen Detektion einer Echtzeit-PCR bekannt (Yeung, S. W. et al. in
Anal. Chem. 2008, 80, 363 — 368; Deféver, T. et al. in J. Am. Chem. Soc. 2009,
131(32), 11433-11441; Henry, O. Y. et al. in Biosens Bioelectron. 2009, 24(7),
2064-2070; Fang, T. H.Deféver, T. et al. in Biosens Bioelectron. 2009, 24(7), 2131-
2136).

Eine Verbesserung der Detektionsgrenze solcher Nachweisverfahren stellt fir alle

denkbaren Einsatzgebiete einen Fortschritt in der Anwendbarkeit dar.
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Darstellung der Erfindung

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein Verfahren zur Detektion von
Nukleinsaureoligomer-Hybridisierungsereignissen zu schaffen, welches eine hohe

Detektionssensitivitat mit einer einfachen Probenhandhabung kombiniert.

Diese Aufgabe wird durch das Verfahren gemaf unabhangigem Patentanspruch 1
geldst. Weitere vorteilhafte Details, Aspekte und Ausgestaltungen der vorliegenden
Erfindung ergeben sich aus den abhangigen Anspriichen, der Beschreibung, den

Figuren und den Beispielen.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung werden die folgenden Abklirzungen und

Begriffe benutzt:

PCR Polymerase-Kettenreaktion

A Adenin

G Guanin

C Cytosin

T Thymin

U Uracil

Base A, G, T, CoderU

bp Basenpaar

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat; eine Mischung aus dATP

(Desoxyadenosintriphosphat), dCTP (Desoxycytidin-
triphosphat), dGTP (Desoxyguanosintriphosphat) und dTTP
(Desoxythymidintriphosphat) als Bausteine fiir die DNA-

Synthese; aquivalent zu Nukleotide.

Nukleinsdure- Nukleinsdure nicht ndher spezifizierter Basenlange (z.B.
Oligomer Nukleinsdure-Oktamer: Eine Nukleinsdure mit beliebigem

Rickgrat, bei der 8 Pyrimidin- oder Purin-Basen kovalent
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aneinander gebunden sind).
Nukleinsaure-Oligomer
Aquivalent zu Nukleinsaure-Oligomer.

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

spezifizierter Basenlange.

Abkirzung fiir Oligonukleotid.

Aquivalent zu Sequenz.

Aquivalent zu dNTP und &quivalent zu Base.

Genaue Abfolge der einzelnen Basen A, C, G, T (oder U)

innerhalb eines Nukleinsauremolekiils.

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

kann.

Als ,Vorlage® dienendes Nukleinsduremolekil; aquivalent zu

Probe, Proben-Nukleinsaure, Proben-DNA oder Template.
Desoxyribonukleinsaure
Ribonukleinsaure

Proben-Nukleinsaure, die mittels der PCR amplifiziert wird;
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aquivalent zu Matrize

Kurzes, einzelstrangiges Oligonukleotid mit einer
Basenabfolge komplementar zu einem Abschnitt der
Proben-Nukleinsaure, das der Polymerase als Startpunkt fiir
die Synthese dient; der Primer lagert sich in einem sog.
Hybridisierungsschritt (auch: Annealing) an komplementare
Abschnitte der in Einzelstrangen vorliegenden Proben-
Nukleinsdure an, wodurch ein kurzer, doppelstrangiger
DNA-Abschnitt zur Verfligung steht, an dem die Polymerase
ansetzt und durch Anflgen weiterer komplementarer

Nukleotide den zweiten DNA-Strang synthetisiert.

Enzym, das doppelstrangige  Nukleinsduremolekiile
synthetisiert, indem es einen vorliegenden Einzelstrang als
Matrize nutzt und nach dessen Sequenz die Nukleotide fiir
den komplementaren Strang aneinanderfugt. In der PCR
Methode wird eine thermostabile Polymerase, z.B. Tag-
Polymerase (die urspriinglich aus einem thermophilen
Organismus Thermus aquaticus isoliert wurde) eingesetzt,
deren optimale Arbeitstemperatur in einem Bereich von
70°C bis 74°C liegt und die auch gegenlber Temperaturen

von bis zu 100°C und mehr tolerant ist.

Zur Ausbildung der Watson Crick Struktur doppelstrangiger
Oligonukleotide 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
Basenpaarung bildet keine Wasserstoffbriicken aus, verzerrt

die Struktur und wird als "Mismatch" bezeichnet.
single strand (Einzelstrang)
double strand (Doppelstrang)

Aufeinanderfolge von Denaturierung, Hybridisierung (auch
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Annealing) und Verlangerung

Zur Ausbildung der Watson-Crick Struktur doppelstrangiger
Nukleinsaureoligomere hybridisieren die beiden
Einzelstrange, wobei die Nukleotidabfolge des einen Strangs
komplementar 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 Wasserstoffbricken
ausbildet (bei RNA ist T durch Uracil ersetzt).

Hybrid aus zwei komplementaren Nukleinsaure-Oligomeren,

bei dem kein Mismatch auftritt.

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

Reduktionsmittel Elektronen aufzunehmen.

Molekulare Verbindung zwischen 2zwei Molekilen bzw.
zwischen einem Oberflachenatom, Oberflachenmolekil oder
einer Oberflachenmolekilgruppe und einem anderen
Molekdl. In der 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 Wellenlange aktiviert.
Auch unspezifische nt, i.e. nicht zu anderen Basen
komplementare nt, kdénnen als Linker/Spacer verwendet
werden, insbesondere bei der Anbindung von Sonden-Oligos

an eine Oberflache.
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Die vorliegende Erfindung Dbetrifft ein Verfahren zur Detektion von
Nukleinsaureoligomer-Hybridisierungsereignissen, das die Schritte Bereitstellen
einer modifizierten Oberflache, wobei die Modifikation in der Anbindung wenigstens
einer Art von Sonden-Nukleinsaureoligomeren besteht, Bereitstellen einer Probe
mit Target-Nukleinsaureoligomeren, Bereitstellen einer Losung mit wenigstens
einer Art von  Signal-Nukleinsaureoligomeren,  wobei  die  Signal-
Nukleinsaureoligomere mit zumindest einem Detektionslabel modifiziert sind, die
Signal-Nukleinsdureoligomere einen zu den Sonden-Nukleinsaureoligomeren
komplementaren oder weitgehend komplementaren Abschnitt besitzen und die
Signal-Nukleinsdureoligomere einen zu den Target-Nukleinsaureoligomeren
komplementdren oder weitgehend komplementaren Abschnitt besitzen,
Bereitstellen einer Reaktionslésung zur Durchfiihrung einer
Nukleinsdureamplifikation, wobei die Reaktionsldsung zumindest Nukleotide und
wenigstens eine Art von Nukleinsdure-Polymerase enthalt, Vermischen und
Inkontaktbringen mit der modifizierten Oberfliche von der Lésung mit Signal-
Nukleinsdureoligomeren, der Probe mit Target-Nukleinsaureoligomeren und der
Reaktionslésung zur Durchfihrung einer Nukleinsdureamplifikation, wobei die
Signal-Nukleinsaureoligomere in dem hergestellten Gemisch in einer Konzentration
von 10™" mol/l bis 10 mol/l vorliegen und die Target-Nukleinsdureoligomere in
dem hergestellten Gemisch in einer Konzentration von bis zu 10" molll vorliegen,
erste Detektion der Signal-Nukleinsaureoligomere durch eine oberflachensensitive
Methode, Amplifizierung der Target-Nukleinsdureoligomere mittels
Nukleinsdureamplifikation, zweite Detektion der Signal-Nukleinsdureoligomere
durch eine oberflachensensitive Methode und Vergleich der bei der ersten
Detektion der Signal-Nukleinsdureoligomere erhaltenen Werte mit den bei der

zweiten Detektion der Signal-Nukleinsdureoligomere erhaltenen Werte umfasst.

Dem erfindungsgemaften Verfahren liegt die Idee zu Grunde, die hohe
Empfindlichkeit einer oberflachensensitiven Detektionsmethode mit einer
vorangegangenen Amplifizierung der Target-Oligonukleotide zu kombinieren.
Dadurch kann die Grenze flir den Nachweis der urspriinglich in der Probe
vorhandenen Target-Nukleinsaureoligomeren zu extrem kleinen Konzentrationen
verschoben werden. Im Idealfall ist der Nachweis eines einzigen Target-

Nukleinsdureoligomers moglich.
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Unter einer ,weitgehend komplementaren Struktur® werden im Rahmen der
vorliegenden Erfindung Sequenzabschnitte verstanden, bei denen maximal 20%
der Basenpaare Mismatches ausbilden. Bevorzugt handelt es sich bei einer
,weitgehend komplementaren Struktur® im Rahmen der vorliegenden Erfindung um
Sequenzabschnitte, bei denen maximal 15% der Basenpaare Mismatches
ausbilden. Besonders bevorzugt handelt es sich bei einer ,weitgehend
komplementaren Struktur® um Sequenzabschnitte, bei denen maximal 10% der
Basenpaare Mismatches ausbilden und ganz besonders bevorzugt um
Sequenzabschnitte, bei denen maximal 5% der Basenpaare Mismatches
ausbilden. Idealerweise liegen Uberhaupt keine Mismatches vor, wobei es sich

dann um eine komplementare Struktur handelt.

Das erfindungsgemafle  Verfahren ermoglicht  die Detektion von
Nukleinsaureoligomer-Hybridisierungsereignissen bei gleichzeitig ablaufender
Amplifikation der Target-Nukleinsdureoligomere, wobei Sonden- und Signal-
Nukleinsaureoligomere weitgehend komplementare Abschnitte aufweisen und
zugleich  die  Signal-Nukleinsdureoligomere  einen zu den  Target-
Nukleinsdureoligomeren komplementaren Abschnitt aufweisen. Das gesamte
Verfahren wird dabei in einem einzigen Reaktionsgefaly durchgefihrt und stellt

somit eine ,closed tube” Anwendung dar.

Durch die Amplifizierung der Target-Nukleinsaureoligomere erhdht sich deren
Menge und damit ihre im Reaktionsansatz vorhandene Konzentration im Verlauf
der Durchfiihrung des Verfahrens. Flir eine genaue und zuverlassige Detektion
von Nukleinsdurehybridisierungsereignissen sind die Konzentrationsverhaltnisse
von Signal-Nukleinsdureoligomeren zu Target-Nukleinsaureoligomeren
entscheidend. Ein Verfahren, bei dem eine oberflachensensitive Detektion und
gleichzeitig eine Amplifizierung vorgenommen werden, muss daher bestimmte
Rahmenbedingungen erflillen, die eine genaue und fehlerfreie Detektion von

Nukleinsaureoligomer-Hybridisierungsereignissen ermdglichen.

Uberraschenderweise lassen sich hervorragende Ergebnisse erzielen, wenn die
Signal-Nukleinsaureoligomere in einem Konzentrationsbereich von 10" mol/l bis

10 mol/l vorliegen und gleichzeitig die Target-Nukleinsaureoligomere eine
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Konzentration von 107 mol/l nicht (iberschreiten. Durch die Kombination dieser
Bedingungen kénnen wahrend des gesamten Verfahrens korrekte, reproduzierbare
MeRergebnisse erzielt werden. Die Anderung der Konzentration der Target-
Nukleinsaureoligomere durch deren Amplifizierung bleibt dabei fir mindestens 30

Amplifizierungszyklen in einem Rahmen, der eine sichere Detektion erlaubt.

Wie bereits erwdhnt, kann durch das erfindungsgemafle Verfahren in einem
geschlossenen System eine oberflachensensitive Detektion von
Nukleinsaurehybridisierungsereignissen  bei  einer simultan  ablaufenden
Nukleinsaureamplifikation durchgefihrt werden. Dadurch werden mit der
vorliegenden Erfindung unnétige Pipettierschritte, Flussigkeitstransfers und/oder
mehrfaches Offnen und SchlieRen von ReaktionsgefialRen obsolet, wodurch vor
allem Kontaminationsgefahren aber auch Verwechslungsgefahren der Proben bzw.
Reaktionsansatze durch die ausfihrende Person ausgeschlossen sind. Nicht
zuletzt sinkt die Arbeitsintensitat oder die "hands-on-time" bei der Durchfiihrung
von Tests, was vor allem in Labors mit hohem Probendurchsatz von besonderer
Wichtigkeit ist.

Da in den erfindungsgemalien Verfahren Signal-Nukleinsaureoligomere verwendet
werden, die einen zu den Target-Nukleinsdureoligomeren komplementaren oder
weitgehend komplementaren Abschnitt und gleichzeitig einen zu den Sonden-
Nukleinsdureoligomeren komplementaren oder weitgehend komplementaren
Abschnitt besitzen, kdénnen die Signal-Nukleinsaureoligomere sowohl mit den
Target-Nukleinsdureoligomeren als auch mit den Sonden-Nukleinsdureoligomeren
hybridisieren. Es handelt sich um ein Kompetitionsassay, bei dem Target-
Nukleinsdureoligomere und Sonden-Nukleinsdureoligomere um die Signal-

Nukleinsaureoligomere konkurrieren.

Hybridisierungsereignisse sind wahrscheinlicher und erfolgen mit hdherer
Geschwindigkeit, wenn sich alle Bindungspartner frei in Ldsung befinden.
Reaktionen an Grenzflachen, namlich Bindungsereignisse zwischen einem frei in
Lésung vorliegenden Bindungspartner und einem zweiten, an einer Oberflache
immobilisierten Bindungspartner, laufen meist langsamer und mit geringerer
Wahrscheinlichkeit ab.
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Daher ist eine Hybridisierung der frei in Losung vorliegenden Target- und Signal-
Nukleinsaureoligomere sehr viel wahrscheinlicher und erfolgt schneller als eine
Hybridisierung der Signal-Nukleinsaureoligomere mit den an der Oberflache
gebundenen Sonden-Nukleinsdureoligomeren. Durch den Konzentrationsanstieg
der Target-Nukleinsaureoligomere aufgrund ihrer Amplifizierung wird dieser Effekt
verstarkt, sodass mit jeder Steigerung der Menge an Target-
Nukleinsaureoligomeren ein "Abfangen" der Signal- Nukleinsaureoligomere
wahrscheinlicher wird. Hybridisierungsereignisse von Signal-
Nukleinsaureoligomeren mit den an der Oberfliche immobilisierten Sonden-
Nukleinsdureoligomeren  werden  dadurch  mit  zunehmender  Target-
Nukleinsaureoligomer-Konzentration immer weniger, wodurch das Mel3signal der

oberflachensensitiven Detektion abnimmit.

Die Sonden-Nukleinsaureoligomere konnen eine groflere Anzahl an Basen als die
Signal-Nukleinsdureoligomere aufweisen und einen Sequenzabschnitt umfassen,
der eine zu den Target-Nukleinsdureoligomeren komplementare oder weitgehend
komplementare Struktur besitzt. Dieser Abschnitt, der keine zu einem Abschnitt der
Signal-Nukleinsdureoligomere komplementare oder weitgehend komplementare
Struktur besitzt, wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung als Target-
Andockabschnitt bezeichnet. Bei Anwesenheit eines Target-Andockabschnittes
hybridisieren die Target-Nukleinsdureoligomere zunachst mit dem Target-
Andockabschnitt an die Sonden-Nukleinsaureoligomere und verdrangen auf diese
Weise besonders schnell und effizient vorher gebundene Signal-
Nukleinsdureoligomere. Bei der Detektion der Signal-Nukleinsdureoligomere stellt
man bei Anwesenheit des gesuchten Targets wund vor allem bei
Konzentrationsanstieg durch Amplifizierung wiederum eine Abnahme der

Signalintensitat mit der Zeit fest.

Auch die Signal-Nukleinsaureoligomere kénnen eine grofdere Anzahl an Basen als
die Sonden-Nukleinsdureoligomere aufweisen und zumindest einen Target-
Andockabschnitt umfassen, wobei der Target-Andockabschnitt keine zu einem
Abschnitt der Sonden-Nukleinsdureoligomere komplementare oder weitgehend
komplementare Struktur aufweist und wobei die Target-Nukleinsdureoligomere

zusatzlich zu ihrem zu den Signal-Nukleinsaureoligomeren komplementéaren
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Abschnitt einen weiteren zu dem Target-Andockabschnitt komplementaren oder
weitgehend komplementaren Abschnitt besitzen. Die Target-
Nukleinsaureoligomere hybridisieren zunachst mit dem Target-Andockabschnitt an
die Signal-Nukleinsaureoligomere und verdrangen auf diese Weise besonders
schnell und effizient vorher gebundene Sonden-Nukleinsaureoligomere. Bei der
Detektion der Signal-Nukleinsaureoligomere stellt man bei Anwesenheit des
gesuchten Targets und vor allem bei Konzentrationsanstieg durch Amplifizierung

wiederum eine Abnahme der Signalintensitat mit der Zeit fest.

Gemalf einer bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden Erfindung erfolgt die
Amplifizierung der Target-Nukleinsdureoligomere durch eine PCR oder durch eine
isothermale Amplifikation. Sofern die Amplifizierung Gber eine PCR erfolgt, enthalt

die bereitgestellte Reaktionsldsung zusatzlich zumindest eine Art von Primer.

Eine isothermale Amplifikation erfolgt bei konstanter Temperatur, beispielsweise
bei 60°C, wobei in Abhangigkeit der gewahlten Bedingungen im wesentlichen
sowohl eine lineare als auch eine exponentielle Zunahme der synthetisierten
Nukleinsduremolekille moglich ist. So stehen beispielsweise eine Rolling Circle
Amplification (RCA), eine Linear Rolling Circle Amplification (LRCA) oder eine
Primer Generation Rolling Circle Amplification (PG-RCA) zur Verfiigung. Vor allem
in der zuletzt genannten Methode ist die Zugabe externer Primer nicht notwendig,
da die Primer hierbei von selbst sukzessive wahrend der Reaktion generiert
werden. Die entsprechenden notwendigen Enzyme und Substanzen und die
genauen Reaktionsbedingungen flir eine isothermale Amplifizierung sind dem

Fachmann bekannt und werden hier nicht naher erlautert.

Alternativ zu der isothermalen Amplifikation kann eine Amplifikation der
Nukleinsaureoligomere durch eine PCR erfolgen. Bei der PCR handelt es sich um
eine fur die Molekularbiologie grundlegende Methode, die im wesentlichen der
Vervielfaltigung von DNA-Molekilen dient und ebenfalls einen schnellen und
empfindlichen Nachweis von Nukleinsduren erlaubt. Die Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) beruht auf einem immer wiederkehrenden Zyklus aus drei,
bei unterschiedlichen Temperaturen ablaufenden Schritten, namlich Denaturierung,

Hybridisierung und Verlangerung.
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Bei der Denaturierung wird das Reaktionsgemisch auf eine Temperatur grofer
90°C, vorzugsweise 94°C bis 95°C erhitzt. Dadurch trennen sich die beiden
komplementaren Strange einer doppelstrangigen DNA, die DNA wird
,<aufgeschmolzen® bzw. denaturiert und liegt in Einzelstrangen vor. Die
Denaturierung ist ein sehr schneller Prozess und ist in der Regel innerhalb von

Sekunden abgeschlossen.

Bei der Hybridisierung (auch ,Annealing®) wird die Temperatur auf eine sogenannte
L<Annealing-Temperatur® herabgesetzt. Bei dieser Temperatur verbinden sich die
Primer mit der DNA, sie hybridisieren. Die ,Annealing-Temperatur® richtet sich
dabei nach Lange und Sequenz der Primer und kann aus diesen Eigenschaften
spezifisch fir jeden Primer bestimmt werden. In der Regel liegen die ,Annealing-
Temperaturen® in  einem Bereich von 55°C bis 65°C, konnen

anwendungsspezifisch jedoch auch niedriger oder héher eingestellt werden.

Ebenfalls Einfluss auf die ,Annealing-Temperatur® hat der Anteil der Basen im
Primer, die in der vorliegenden Basenabfolge tatsachlich komplementar zum
Template-DNA-Abschnitt sind. Die Verbindung von Primer und Template-DNA ist
am stabilsten, wenn alle Basen im Primer komplementar sind und wird durch
Vorhandensein eines sogenannten Mismatch destabilisiert. Im Bezug auf die
LAnnealing-Temperatur® bedeutet dies, dass sie im Falle vollstdndig
komplementarer Primer hoher gewahlt werden kann als z.B. bei Primern mit einem
Mismatch. Durch die Wahl der ,Annealing-Temperatur® kénnen auflierdem mehr

oder weniger stringente Bedingungen flir die Hybridisierung geschaffen werden.

An den Stellen, an denen der Primer gebunden ist, beginnen die Polymerasen
weitere komplementare Nukleotide anzubauen und damit den Gegenstrang zu
synthetisieren. Die Verbindung zwischen Primern (bzw. neu synthetisiertem
Gegenstrang) und Template wird mit jedem angefligten Nukleotid weiter gestarkt.
Die Hybridisierung hat einen geringen Zeitbedarf und erfolgt innerhalb von

Sekunden.

Fir die Verlangerung, dem an das ,Annealing” anschlieenden Schritt, wird die

Temperatur weiter erhoht, vorzugsweise auf 70°C bis 74°C. Das ist die ideale
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Arbeitstemperatur fir die in der Regel verwendeten Polymerasen, welche weitere
Nukleotide an die entstehenden DNA-Strdnge anbauen. Im angegebenen
Temperaturbereich brechen zudem die losen Verbindungen zwischen Primern und
solchen Template-DNA-Abschnitten wieder auf, die nicht vollstandig komplementar

sind.

Der Verlangerungsschritt ist derjenige Schritt der PCR, der in der Regel den
grofiten Zeitbedarf mit sich bringt. So ist beispielsweise die Arbeits- bzw.
Reaktionsgeschwindigkeit der Polymerase zeitlimitierend, das heil3t je kirzer die
optimale Temperatur von etwa 70°C bis 74°C herrscht, desto kilirzer bleiben auch
die neu synthetisierten DNA-Strange. In der Regel reichen auch im
Verlangerungsschritt mehrere Sekunden aus, jedoch wird in Standard-PCR-
Verfahren bei sehr langen zu synthetisierenden DNA-Molekillen eine Zeitspanne
im Minutenbereich (von einer bis zu mehreren Minuten) zur DNA-Verlangerung

gewahlt.

Bei jeder Wiederholung obiger drei Schritte verdoppelt sich die Anzahl an kopierten
DNA-Molekilen. Nach 20 Zyklen entstehen auf diese Weise aus einem einzigen

DNA-Doppelstrang etwa eine Million Molekiile.

Eine besondere PCR-Anwendung, die sogenannte Real-Time-PCR erlaubt die
Detektion und Quantifizierung von Target-Nukleinsduremolekiilen in Echtzeit, also
wahrend der PCR-Reaktion. Die Real-Time-PCR erfreut sich in den Labors
zunehmender Beliebtheit, nicht zuletzt deshalb, weil sie schnell und dabei
gleichzeitig prazise ist. Die Bestimmung der DNA-Menge am Ende einer PCR lasst
namlich aus vielerlei Griinden nicht direkt Ruckschlisse auf die Zahl der
urspriinglich vorliegenden Molekile zu, da z. B. am Anfang als auch am Ende der
PCR die Bedingungen fir die Polymerasen nicht unbedingt optimal sind und daher
die Amplifikation nicht (ber die ganze Reaktionszeit gleichmaRig lauft. Daher kann

die Quantifizierung am Ende einer PCR sehr ungenau sein.

Wesentlich genauere Quantifizierungen sind moglich, wenn die Anzahl gebildeter
DNA-Molekiile schon wahrend der Reaktion, also beispielsweise nach jedem

einzelnen Zyklus erfasst wird. Diese Quantifizierung geschieht in der Regel lber
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eine Fluoreszenzmarkierung der neu synthetisierten DNA-Molekiile. Insbesondere
in der medizinischen Diagnostik aber auch in der Targetsuche und in der
Grundlagenforschung ist eine Mengenbestimmung der Proben-DNA unumganglich,
weshalb in diesen Fallen ein besonders ausgepragter Bedarf an

Quantifizierungsmdglichkeiten in Echtzeit besteht.

Durch ein Zusammenwirken der beiden oben beschriebenen Methoden, namlich
der oberflachensensitiven Detektion und der PCR, kdnnen die Nachweisgrenzen
fur spezielle Anwendungen weiter optimiert werden. Durch eine Voramplifikation
der Probennukleinsaure mittels PCR wird beispielsweise die Zahl der Targets in
einem Malle erhoht, dass eine sichere, zuverlassige und genaue Detektion
beispielsweise mit DNA-Chips moglich wird. Alternativ kann mit Hilfe von
oberflachensensitiven Detektionsmethoden der Verlauf einer PCR in Echtzeit

analysiert und die Menge an Targetnukleinsauremolekiilen quantifiziert werden.

Im Falle einer Amplifizierung mittels PCR muss das mit der modifizierten
Oberflache in Kontakt stehende Gemisch aus Signal-Nukleinsaureoligomeren,
Target-Nukleinsaureoligomeren und Reaktionsldsung zur Durchfiihrung einer
Amplifikation einer Thermozyklisierung unterzogen werden. Dazu missen in immer
wiederkehrenden Zyklen drei verschiedenen Temperaturen aufeinanderfolgend
angelegt werden, die die drei Schritte einer PCR, namlich Denaturierung,
Hybridisierung und Verlangerung erlauben. Die Denaturierung erfolgt in der Regel
bei einer Temperatur von rund 95°C, die Temperatur fir die Hybridisierung wird
anwendungsspezifisch gewahlt, liegt in der Regel jedoch in einem Bereich von
etwa 55°C bis 65°C, wahrend die Verlangerung bei einer Temperatur von rund
72°C bis 74°C durchgefihrt wird.

Gemal einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform weisen wenigstens die
Signal-Nukleinsaureoligomere an ihrem 3'-Ende eine Modifikation auf, die ein
Anfugen von Nukleotiden durch die Nukleinsdure-Polymerase verhindern. Durch
Hybridisierung der Signal-Nukleinsaureoligomere mit den Target-
Nukleinsaureoligomeren liegt ein Synthese-Startpunkt fur die Polymerase vor, die
dann unter Verwendung des Target-Nukleinsaureoligomers als Matrize das Signal-

Nukleinsdureoligomer verlangern konnte. Durch eine entsprechende Modifikation
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der 3 -Enden der Signal-Nukleinsaureoligomere oder durch Einsatz eines oder
mehrerer Didesoxynukleotide als letzte, abschliefende Nukleotide am 3'-Ende wird
sichergestellt, dass keine unerwinschte Verldngerung der  Signal-

Nukleinsaureoligomere wahrend des Schrittes der Amplifizierung stattfindet.

Gemals einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform weisen die Sonden-
Nukleinsaureoligomere an ihrem 3'-Ende eine Modifikation auf, die ein Anfugen
von Nukleotiden durch die Nukleinsdure-Polymerase verhindern. Sofern die
Sonden-Nukleinsaureoligomere lber ihr 5°-Ende an die Oberflache gebunden sind,
steht das 3'-Ende frei zur Verfligung. Durch Hybridisierung der Signal-
Nukleinsaureoligomere mit den Sonden-Nukleinsaureoligomeren liegt ein
Synthese-Startpunkt flr die Polymerase vor, die dann unter Verwendung des
Signal-Nukleinsaureoligomers als Matrize das Sonden-Nukleinsaureoligomer
verlangern konnte. Durch eine entsprechende Modifikation der 3'-Enden der
Sonden-Nukleinsaureoligomere oder durch Einsatz eines oder mehrerer
Didesoxynukleotide als letzte, abschliefende Nukleotide am 3'-Ende wird
sichergestellt, dass keine unerwinschte Verlangerung der Sonden-

Nukleinsaureoligomere wahrend des Schrittes der Amplifizierung stattfindet.

Sofern die Sonden-Nukleinsdureoligomere (ber ihr 3'-Ende an die Oberflache
gebunden sind, und Signal-Nukleinsdureoligomere an die Sonden-
Nukleinsaureoligomere hybridisiert vorliegen, steht wiederum das 3-Ende der
Signal-Nukleinsdureoligomere als AnknlUpfungspunkt flr neue, zusatzliche
Nukleotide durch die Polymerase zur Verfligung. Wie bereits erwahnt ist es
vorteilhaft, wenn die Signal-Nukleinsdureoligomere an ihrem 3'-Ende eine
Modifikation oder Didesoxynukleotide als letzte, abschlieRende Nukleotide am 3'-
Ende aufweisen, um jeweils ein Anfligen von Nukleotiden durch die Nukleinsaure-
Polymerase zu verhindern. Besonders bevorzugt weisen die Signal-
Nukleinsaureoligomere am 3°-Ende mindestens eine ,nicht-matchende” Base auf,
wodurch ebenfalls eine Verlangerung der Signal-Nukleinsdureoligomere durch die

Polymerase verhindert wird.

Das erfindungsgemaf3e Verfahren zur Detektion von Nukleinsaureoligomer-

Hybridisierungsereignissen kann daher in ganz besonders vorteilhafter Weise in
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Kombination mit einer Vorrichtung zur Durchfiihrung einer PCR eingesetzt werden.
Die Vorrichtung zur Durchfiihrung einer PCR umfasst dabei wenigstens eine
Probenzelle mit einem Hohlraum zur Aufnahme einer Probe und mindestens drei
unabhangig voneinander regulierbare Temperiereinheiten, die drei raumlich
voneinander getrennte Temperaturzonen definieren. Es ist mindestens ein Mittel
zur Durchfihrung einer Relativbewegung zwischen Probenzelle und den
Temperiereinheiten vorgesehen, wobei das Mittel zur Durchfiihrung einer
Relativbewegung so ausgelegt und eingerichtet ist, dass die Probe aufgrund der
Relativbewegung zwischen Probenzelle und den Temperiereinheiten durch die drei

raumlich voneinander getrennten Temperaturzonen bewegt werden kann.

Die Probenzelle umfasst einen zur Detektion von Nukleinsdureoligomer-
Hybridisierungsereignissen eingerichteten und ausgelegten Sensor, der in dem zur
Aufnahme der Probe vorgesehenen Hohlraum der Probenzelle ausgebildet ist.
Besonders bevorzugt handelt es sich um einen zur oberflaichensensitiven
Detektion von Nukleinsaureoligomer-Hybridisierungsereignissen eingerichteten und
ausgelegten Sensor. Der Sensor besteht dabei im wesentlichen aus einer
modifizierten Oberflache, wobei die Modifikation in der Anbindung wenigstens einer
Art von Sonden-Nukleinsaureoligomeren besteht. Mit dem Begriff "Oberflache" wird
jedes Tragermaterial bezeichnet, das geeignet ist direkt oder nach entsprechender
chemischer Modifizierung derivatisierte oder nicht-derivatisierte Sonden-
Nukleinsaureoligomere kovalent oder Uber andere spezifische Wechselwirkungen
zu binden. Der feste Trager kann aus leitfahigem oder nicht leitfahigem Material
bestehen. Verfahren zur Immobilisierung von Nukleinsdureoligomeren an einer

Oberflache sind dem Fachmann bekannt.

Der in der Probenzelle vorhandene Sensor stellt die fiir das erfindungsgemalle

Verfahren erforderliche modifizierte Oberflache bereit.

Weist die Vorrichtung zur Durchfiihrung einer PCR eine vierte Temperiereinheit
auf, die eine vierte raumlich von den drei Temperaturzonen getrennte
Temperaturzone definiert, so ergeben sich ganz besondere Vorteile. Durch die
vierte Temperiereinheit der Vorrichtung wird es madglich, Teilbereiche der

Probenzelle, insbesondere den Bereich, in dem sich der Sensor befindet in einer
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vierten Temperaturzone, die sich von den zur Durchfiihrung der PCR erforderlichen
Temperaturen unterscheidet und gleichzeitig eine fir die oberflachensensitive
Detektion von Nukleinsdure-Hybridisierungsereignissen optimale Temperatur
darstellt, zu positionieren. Beispielsweise wird die vierte Temperaturzone auf eine

fur diese Art der Detektion glinstige Temperatur von rund 50°C eingestellt.

Bevorzugt erfolgt der Detektionsschritt direkt nach dem Denaturierungsschritt der
PCR-Amplifizierung. Durch die wahrend der Denaturierung herrschende
Temperatur von rund 95°C werden alle Bindungen bzw. Hybridisierungen von
Nukleinsduremolekiilen geldst, d.h. alle Nukleinsdureoligomere liegen als
Einzelstrang vor und Signal- und Target-Nukleinsaureoligomere befinden sich frei
in Losung. Wie bereits erlautert, wird dadurch die Wahrscheinlichkeit und damit die
Geschwindigkeit einer Hybridisierung von Signal- und Target-
Nukleinsdureoligomere hdher als eine Hybridisierung von Signal- und Sonden-
Nukleinsdureoligomeren. Bei Anwesenheit von Target-Nukleinsaureoligomeren
sinkt die Signalintensitat der oberflachensensitiven Detektion dabei mit jedem
PCR-Zyklus.

Wie bereits erwahnt, enthalt die bereitgestellte Reaktionsldsung flir die
Amplifizierung der Target-Nukleinsdureoligomere mittels PCR zusatzlich zumindest
eine Art von Primer. Die Primer werden dabei bevorzugt so gewahlt, dass sie zwar
zu den Target-Nukleinsaureoligomeren, nicht aber zu den Sonden- und Signal-

Nukleinsaureoligomeren komplementar sind.

Gemal einer bevorzugten Ausfiuhrungsform des erfindungsgemalfien Verfahrens
wird nach der ersten Detektion der Signal-Nukleinsaureoligomere und vor der
Durchfiihrung der zweiten Detektion der Schritt der Amplifizierung zumindest 5 mal,
insbesondere zumindest 10 mal und bevorzugt zumindest 20 mal durchgefiihrt. Je
nach Art der Anwendung ist es sinnvoll und ausreichend, nicht nach jedem
Amplifizierungsschritt, namlich z.B. nach jedem PCR-Zyklus eine Detektion der
Signal-Nukleinsdureoligomere durchzufihren und damit die Menge der neu

entstandenen Target-Nukleinsdureoligomere zu bestimmen.



10

15

20

25

30

WO 2011/069501 PCT/DE2010/075152

-18 -

Grundsatzlich kann die Detektion der Signal-Nukleinsaureoligomere nach einer
beliebigen Anzahl an Amplifizierungszyklen erfolgen. So kann die zweite Detektion
beispielsweise nach zwei oder drei oder vier Zyklen erfolgen, die nachste Detektion
der Signal-Nukleinsdureoligomere nach einem weiteren, zehn weiteren oder 20
weiteren Zyklen, die darauffolgende Detektion nach vier weiteren Zyklen, acht
weiteren Zyklen oder zwdlf weiteren Zyklen, usw. Es ist jede denkbare Kombination

von Detektionsschritten und Amplifizierungszyklen moglich.

Gemaly bevorzugten Ausfuhrungsformen betragt die Konzentration der Signal-
Nukleinsaureoligomere in dem hergestellten Gemisch zwischen 10™"® mol/l und 10
mol/l, bevorzugt zwischen 10™ mol/l und 107 mol/l und besonders bevorzugt
zwischen 10™" mol/l und 107" mol/l. Die Wahl der Konzentrationsbereiche und/oder
die exakte Einstellung der Konzentration der Signal-Nukleinsdureoligomere erfolgt
so, dass eine stabile und gleichmalige Messung (iber den gesamten
Detektionszeitraum mdglich ist und hangt unter anderem davon ab, welches
Detektionslabel die eingesetzten Signal-Nukleinsdureoligomere tragen. Die
optimalen Konzentrationsbereiche kdnnen sich fiir Signal-Nukleinsaureoligomere
mit einem redoxaktiven Detektionslabel und solche mit einem Fluoreszenzlabel
unterscheiden. Ebenso kann vor allem bei fluoreszenzmarkierten Signal-
Nukleinsaureoligomeren die Anzahl der vorhandenen Fluorophore Einfluss auf die

optimale Konzentration nehmen.

Bei Verwendung eines DNA-Chips hangt die bevorzugte Konzentration der Signal-
Nukleinsdureoligomere zudem von der Grofle der Test-Sites und von der
Belegungsdichte, mit der die Sonden-Nukleinsaureoligomere an die Chip-

Oberflache gebunden sind, ab.

Vorzugsweise betragt die Konzentration der Target-Nukleinsaureoligomere in dem
hergestellten Gemisch bis zu 10 mol/l, bevorzugt bis zu 10™" mol/l, besonders
bevorzugt bis zu 10" mol/l. Durch die wihrend des erfindungsgemafen
Verfahrens stattfindende Amplifizierung der Target-Nukleinsdureoligomere findet
eine  kontinuierliche  Veranderung der  Konzentration der  Target-
Nukleinsadureoligomere statt. Dabei kann zusétzlich je nach Anwendungsart die

Anzahl der gewilnschten  Amplifizierungszyklen  unterschiedlich  sein.
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Sinnvollerweise werden dabei die Zyklenzahl und die Konzentration der Target-
Nukleinsdureoligomere aneinander angepasst. Durch die angegebenen Grenzen
wird eine zuverldssige Messung wahrend des gesamten Ablaufs des Verfahrens

gewahrleistet.

Bei Verwendung eines DNA-Chips hangt die bevorzugte Konzentration der Target-
Nukleinsdureoligomere zudem von der Grdlle der Test-Sites und von der
Belegungsdichte, mit der die Sonden-Nukleinsaureoligomere an die Chip-

Oberflache gebunden sind, ab.

Die Detektion der Signal-Nukleinsaureoligomere erfolgt durch eine
oberflachensensitive Detektionsmethode, da in diesem Fall ausschlief3lich die an
die Oberflache gebundenen Signal-Nukleinsdureoligomere detektiert werden.
Bevorzugt sind in diesem Zusammenhang spektroskopische, elektrochemische

und elektrochemolumineszente Methoden.

Gemal einer bevorzugten Ausfiuihrungsform der vorliegenden Erfindung werden
nach der ersten Detektion der Signal-Nukleinsaureoligomere durch eine
oberflachensensitive Detektionsmethode und vor einer zweiten Detektion der
Signal-Nukleinsaureoligomere durch eine oberflachensensitive Detektionsmethode
Bedingungen eingestellt oder Mallnahmen ergriffen, die zur zumindest
Uberwiegenden Dissoziation von Sonden-Nukleinsaureoligomeren und Signal-
Nukleinsdureoligomeren fiilhren. Eine solche Dehybridisierung der an die
Oberflache gebundenen Doppelstranghybride fiihrt die modifizierte Oberflache im
wesentlichen in ihren urspriinglichen Zustand zurtick. Erfolgt die Amplifizierung der
Target-Nukleinsaureoligomere durch eine PCR und liegen die zur Durchflihrung
der einzelnen PCR-Schritte erforderlichen Temperaturen auch an der modifizierten
Oberflache an, so ist kein separater Dehybridisierungsschritt erforderlich, da die

Dehybridisierung automatisch wahrend eines PCR-Zyklus erfolgt.

Unter einer ,zumindest Uberwiegenden  Dissoziation von  Sonden-
Nukleinsaureoligomeren und Signal-Nukleinsdureoligomeren® wird im Rahmen der

vorliegenden Erfindung verstanden, dass zumindest 50% der an die Oberflache



10

15

20

25

30

WO 2011/069501 PCT/DE2010/075152

-20 -

gebundenen Doppelstranghybride dissoziieren, bevorzugt zumindest 75%,

besonders bevorzugt zumindest 90% und insbesondere bevorzugt zumindest 98%.

Zur  elektrochemischen Detektion  werden bevorzugt  Amperometrie,
Chronocoulometrie, Impedanzmessung oder Scanning Electrochemical Microscopy
(SECM) eingesetzt. Als spektroskopisches Verfahren wird besonders eine
Detektion der Fluoreszenz, insbesondere der Total Internal Reflection
Fluorescence (TIRF) oder eine Detektion Uber Surface Plasmon Resonance (SPR)

bevorzugt.

Gemal bevorzugten Ausfilhrungsformen besteht die Modifikation der
bereitgestellten modifizierten Oberfldche in der Anbindung von mehreren Arten von
Sonden-Nukleinsaureoligomeren. Die verschiedenen Arten von Sonden-
Nukleinsdureoligomeren sind dabei in rdumlich im wesentlichen abgetrennten
Bereichen an die modifizierte Oberfliche gebunden. Die modifizierte Oberflache
besitzt bevorzugt zumindest 2 rdumlich im wesentlichen abgetrennte Bereiche,
besonders bevorzugt zumindest 4 und insbesondere zumindest 12 solche rédumlich
im wesentlichen abgetrennte Bereiche. Ganz besonders bevorzugt weist die
modifizierte Oberfliche zumindest 32, insbesondere zumindest 64, ganz
besonders bevorzugt zumindest 96 raumlich im wesentlichen abgetrennte Bereiche

auf.

Besondere Vorteile ergeben sich durch bevorzugte Ausfiihrungsformen, in denen
die bereitgestellte modifizierte Oberfliche eine Fliche von 1 um’ bis zu 1 mm?,
bevorzugt eine Flache von 10 pm? bis zu 100 ym’, besonders bevorzugt eine

Flache von rund 50 um? aufweist.

Die Flache der modifizierten Oberflache richtet sich zum einen nach der Anzahl der
verschiedenen Arten von Sonden-Nukleinsdureoligomeren, die in réaumlich im
wesentlichen abgetrennten Bereichen an die modifizierte Oberflache gebunden
sind. Je mehr rdumlich im wesentlichen abgetrennte Bereiche die modifizierte
Oberflache zur Verfiigung stellen soll, desto gréRer muss ihre Flache gewanhit

werden.
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Andererseits kann jedoch beispielsweise durch Veranderung der Belegungsdichte
mit Sonden-Nukleinsdureoligomeren die Flache der modifizierten Oberflache
innerhalb eines angemessenen Rahmens angepasst werden. In der Regel wird mit
einer Belegungsdichte von rund 6 x 10" Sonden-Nukleinsaureoligomeren pro cm”
Oberflache gearbeitet. Durch Abweichungen von diesem Richtwert konnen grollere

oder kleinere Flachen sinnvoll sein.

Die vorliegende Erfindung umfasst auch einen Kit zur Durchfihrung des
erfindungsgemafen Verfahrens. Der Kit enthdlt dabei zumindest eine modifizierte
Oberflache, wie sie in der vorliegenden Erfindung spezifiziert ist und eine effektive
Menge an Signal-Nukleinsaureoligomeren wie sie in der vorliegenden Erfindung

definiert sind.

Die Oberflache

Mit dem Begriff "Oberflache" wird jedes Tragermaterial bezeichnet, das geeignet ist
direkt oder nach entsprechender chemischer Modifizierung derivatisierte oder nicht-
derivatisiete  Sonden-Nukleinsdureoligomere kovalent oder (ber andere
spezifische Wechselwirkungen zu binden. Der feste Trager kann aus leitfahigem

oder nicht leitfahigem Material bestehen.
(i) leitfdhige Oberfldchen

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 konnen auch beliebige dotierte oder nicht dotierte Halbleiteroberflachen
beliebiger Dicke verwendet werden. Samtliche Halbleiter koénnen als
Reinsubstanzen oder als Gemische Verwendung finden. Als nicht einschrankend

gemeinte Beispiele seien an dieser Stelle Kohlenstoff, Silizium, Germanium, o-
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Zinn, Cu(l)- und Ag(l)-Halogenide beliebiger Kristallstruktur genannt. Geeignet sind
ebenfalls samtliche binaren 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
kénnen terndare Verbindungen beliebiger 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 Oberfldchen

Bei den nichtleitenden Oberflachen wird als Material Glas, modifiziertes Glas oder
Silizium bevorzugt. Die Modifizierung kann z.B. durch Silanisierung erfolgen und
fuhrt in allen Fallen zu funktionellen Gruppen, die geeignet sind, in
Kopplungsreaktionen entsprechend funktionalisierte Sonden-
Nukleinsaureoligomere zu binden. Diese Modifizierung schlief3t Schichtaufbauten
auf der Oberflache unter Verwendung von Polymeren wie z.B. Dextranpolymeren,
die eine Variation der Schichtdicke und Oberflachenbeschaffenheit erlauben, mit
ein. Weitere Derivatisierungsmoglichkeiten zur letztendlichen Anbindung der
Sonden-Nukleinsaureoligomeren bestehen z.B. im Aufbringen einer diinnen (ca. 10
- 200 nm) Metallisierungsschicht, insbesondere einer Gold-Metallisierungsschicht,
die zusatzlich mit (Thiol-funktionalisierten) Polymeren, insbesondere Dextranen,
belegt sein kann. Daneben kann das Glas nach der Silanisierung auch mit Biotin
funktionalisiert werden (z.B. aminofunktionalisierte Glasoberflache nach der
Silanisierung und Kopplung der Carbonséaure Biotin (iber einen Biotinaktivester wie
Biotin-N-succinimidylester) oder alternativ mit an Dextran-Lysin oder Dextran
immobilisierten Biotin Uberzogen werden. Die so0 erzeugten biotinylierten
Glasoberflachen werden anschlie3end mit Avidin oder Streptavidin behandelt und
kénnen dann zur Anbindung von biotinylierten Sonden-Nukleinsaureoligomeren

verwendet werden.
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Bindung von Nukleinsdureoligomeren an die Oberflache

Verfahren zur Immobilisierung von Nukleinsdureoligomeren an einer Oberflache
sind dem Fachmann bekannt. Die Sonden-Nukleinsaureoligomere kdnnen z.B.
kovalent (ber Hydroxyl-, Epoxid-, Amino- oder Carboxygruppen des
Tragermaterials mit natlrlicherweise am Nukleinsdureoligomer vorhandenen oder
durch Derivatisierung am Sonden-Nukleinsdureoligomer angebrachten Thiol-,
Hydroxy-, Amino- oder Carboxylgruppen an die Oberflache gebunden werden. Das
Sonden-Nukleinsadureoligomer kann direkt oder iber einen Linker/Spacer an die
Oberflachenatome oder -molekiilen einer Oberflache gebunden werden. Daneben
kann das Sonden-Nukleinsaureoligomer durch die bei Immunoassays Ublichen
Methoden verankert werden wie z.B. durch Verwendung von biotinylierten Sonden-
Nukleinsaureoligomeren zur nicht-kovalenten Immobilisierung an Avidin oder
Streptavidin-modifizierten Oberflachen. Die chemische Modifikation der Sonden-
Nukleinsaureoligomere mit einer Oberflachen-Ankergruppe kann bereits im Verlauf
der automatisierten  Festphasensynthese oder aber in gesonderten
Reaktionsschritten eingefiihrt werden. Dabei wird auch das Nukleinsaureoligomer
direkt oder liber einen Linker/Spacer mit den Oberflichenatomen oder -molekiilen
einer Oberflache der oben beschriebenen Art verknlipft. Diese Bindung kann auf
verschiedene dem Fachmann bekannte Arten durchgefihrt werden. In diesem

Zusammenhang wird auf die WO 00/42217 A1 verwiesen.

Sonden-, Target- und Signal-Nukleinsaureoligomere

Die Sonden-Nukleinsdureoligomere der vorliegenden Erfindung bestehen aus
Nukleotiden in einer bestimmten Nukleotidabfolge (Sequenz) und liegen an einer
Oberflache immobilisiert vor. Als Target-Nukleinsaureoligomere werden Molekiile
bezeichnet, die spezifisch mit den Sonden-Nukleinsaureoligomeren oder mit den
Signal-Nukleinsaureoligomeren unter Ausbildung eines Doppelstrang-Hybrids
wechselwirken. Target-Nukleinsaureoligomere im Sinne der vorliegenden Erfindung
sind also Nukleinsdureoligomere, die als Komplexbindungspartner des
komplementaren Sonden-Nukleinsdureoligomers bzw. Signal-

Nukleinsaureoligomers fungieren. Die Target-Nukleinsaureoligomere, deren
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Vorhandensein anhand der vorliegenden Erfindung detektiert werden soll, weisen
zumindest einen Sequenzbereich auf, dessen Sequenz komplementdr oder
zumindest weitgehend komplementar zu einem Abschnitt der Sonden-

Nukleinsdureoligomere bzw. der Signal-Nukleinsaureoligomere ist.

Die Target-Nukleinsaureoligomere liegen in der Probe entweder als Einzelstrang
(ss) oder als Doppelstrang (ds) vor. In einer bevorzugten Ausflihrungsform liegen
die Target-Nukleinsaureoligomere zumindest teilweise als Einzelstrang vor. Dies
kann z.B. dadurch erreicht werden, dass ds-Target-Nukleinsdureoligomere
(thermisch oder durch sonstige, dem Fachmann bekannte Malinahmen)
dehybridisiert werden oder dass bei der Aufbereitung der Target-
Nukleinsaureoligomere darauf geachtet wird, dass die Target-
Nukleinsdureoligomere z.T. als Einzelstrange vorliegen. Dies wird beispielsweise

durch eine asymmetrische PCR erreicht.

Als Nukleinsdureoligomer oder ns-Oligomer 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 “Rlickgrat® der kovalent verbundenen
Pyrimidin- oder Purin-Basen, wie z.B. auf das Zucker-Phosphat Rlickgrat der DNA,
cDNA oder RNA, auf ein Peptid-Riickgrat der PNA oder auf analoge Rickgrat-
Strukturen, wie z.B. ein Thio-Phosphat-, ein Dithio-Phosphat- oder ein
Phosphoramid-Ruckgrat. Wesentliches Merkmal einer Nukleinsdure im Sinne der
vorliegenden  Erfindung ist die sequenzspezifische Bindung natlrlich
vorkommender DNA, oder RNA bzw. daraus abgeleitete (transkribierte oder
amplifizierte) Strukturen wie cDNA oder amplifizierte cDNA oder amplifizierte RNA
(aRNA).
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Detektions-Label / Markierung (Markermolekiil)

Die Signal-Nukleinsaureoligomere sind durch Derivatisierung mit einem oder
mehreren detektierbaren Label ausgestattet. Dieses Label ermdglicht die Detektion
der Komplexierungsereignisse zwischen dem Signal-Nukleinsdureoligomeren und
den oberflachengebundenen Sonden-Nukleinsdureoligomeren. Das Label kann
direkt oder wie im Falle enzym-katalysierter Reaktionen indirekt ein
Detektionssignal liefern. Bevorzugte Detektionslabel (Markermolekile) sind

Fluorophore und redoxaktive Substanzen.

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 Redoxmolekiile 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,
Naphthochinon 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-

Naphthochinon-Derivaten) und ahnlichen Verbindungen mdglich.

In den erfindungsgemafen Verfahren kdnnen auch indirekte Label verwendet
werden. Unter dem Begriff ,indirekte Label” werden solche verstanden, bei denen
die eigentlich detektierbare Form des Labels erst Uber eine enzymkatalysierte
Reaktion entsteht. Die detektierbare Form des Labels kann dann an der
Oberflache detektiert werden. Beispiele flir solche indirekten Label sind dem
Fachmann aus der Literatur bekannt, exemplarisch sei hier alkalische Phosphatase

(AP) in Verbindung mit dem Substrat p-Aminophenylphosphat genannt. Liegt AP
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als indirekter Marker an das Signal-Nukleinsdureoligomer gebunden vor, so kann
eine elektrochemische Detektion des Signal-Nukleinsdureoligomers dadurch
erfolgen, dass zum Zeitpunkt der Detektion p-Aminophenylphosphat zugegeben
wird. Das elektrochemisch inaktive p-Aminophenylphosphat dient als Substrat des
Enzyms AP und wird in p-Aminophenol umgewandelt. p-Aminophenol kann nun,
nach Diffusion zu einer leitfahigen Oberflache, elektrochemisch detektiert werden,
da diese Form des Substrats (also nach Umsetzung am AP) elektrochemisch aktiv
ist. Alternativ kann AP auch zur chromogenen Detektion verwendet werden (z.B.
mit 5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat in Verbindung mit Nitroblau-

Tetrazoliumchlorid).

Oberflachensensitive Detektionsmethoden

Oberflachensensitive Detektionsmethoden erlauben die Unterscheidung zwischen
an eine Oberflache assoziierten und im Uberstand geldsten Markermolekiilen. Als
Detektionsmethode eigenen sich elektrochemische, spektroskopische und

elektrochemolumineszente Verfahren.

(i) Oberflachensensitive elektrochemische Detektion

Bei elektrochemischen Methoden kann anhand der Kinetik der elektrochemischen
Prozesse prinzipiell zwischen an eine Oberflache adsorbierten und im Uberstand
geldsten 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-) Oberflache diffundieren miissen. Als Beispiele
fur elektrochemische oberflachensensitive Methoden seien die Cyclovoltammetrie,

die Amperometrie und die Chronocoulometrie genannt.

Die Methode der Chronocoulometrie z.B. erlaubt es, oberflachennahe redoxaktive
Komponenten von (identischen) redoxaktiven Komponenten in der Volumenphase

zu unterscheiden und ist z.B. in Steel, A.B., Herne, T.M. und Tarlov M.J.:
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Electrochemical Quantitation of DNA Immobilized on Gold, Analytical Chemistry,
1998, Vol. 70, 4670 - 4677 und darin zitierten Literaturstellen beschrieben. Der
Einsatz der Chronocoulometrie in einem Verdrangungsassay zur Detektion von
Nukleinsaureoligomerhybridisierungsereignissen ist detailliert in der WO 03/018834

A2 beschrieben, auf die hiermit in diesem Zusammenhang Bezug genommen wird.

(i) Oberfldchensensitive Fluoreszenz-Detektion

Als optische Messmethode zur Detektion von fluoreszenzmarkierten Signal-
Nukleinsaureoligomeren kann die Total Internal Reflection Fluorescence (TIRF, vgl.
Sutherland und Dahne, 1987, J. Immunol. Meth., 74, 253 - 265) dienen. Dabei
konnen Fluoreszenzmolekile, die sich in der Nahe der Grenzflache zwischen
einem festen Wellenleitermedium, typischerweise Glas, und einem flissigen
Medium befinden bzw. auf der der Flissigkeit zugewandten Oberflaiche des
Wellenleitermediums immobilisiert sind, durch das evaneszente Feld, das aus dem
Wellenleiter herausragt, angeregt werden und detektierbares Fluoreszenzlicht
emittieren. Verdriangte bzw. im Uberstand geléste 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 dinne Metallisierungsschicht (ca. 10 bis 200 nm), insbesondere eine
Goldmetallisierungsschicht, auf mehrere 100 nm erh6ht werden. In einer
bevorzugten Ausflihrungsform der Fluoreszenzdetektion der verdrangten,
Fluorophor-markierten Signal-Nukleinsaureoligomere wird die Schichtdicke der
Sonden-modifizierten Trageroberflache an die Eindringtiefe des evaneszenten

Feldes angepasst z.B.
- durch entsprechend lange Sonden-Nukleinsaureoligomere,
- durch Immobilisierung  der  Sonden-Nukleinsdureoligomere  (iber

entsprechend lange Linker zwischen Oberflaiche und Sonden-

Oligonukleotid,
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durch Kopplung der Carbonsadure Biotin (liber einen Biotinaktivester wie
Biotin-N-succinimidylester) an aminoderivatisierte  Oberflachen und
Kopplung von Avidin oder Streptavidin an die so erzeugten biotinylierten
Oberflachen mit anschlieender Anbindung von biotinylierten Sonden-

Nukleinsdureoligomeren oder

durch  Immobilisierung einer entsprechend dicken Schicht an
funktionalisiertem Polymer und Anbindung des Sonden-
Nukleinsdureoligomeren an das Polymer, z.B. (a) durch Aufbringen einer
diinnen (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 der Sonden-Nukleinsaureoligomere 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 biotinylierten Oberflachen mit
anschlie3ender Anbindung von biotinylierten Sonden-

Nukleinsdureoligomeren.

Kurze Beschreibung der Zeichnungen

Die Erfindung soll nachfolgend anhand von Ausflhrungsbeispielen im Zusammen-

hang mit den Figuren naher erldutert werden. Es wird aber ausdricklich darauf

hingewiesen, dass die Erfindung nicht auf die angegebenen Beispiele beschrankt

sein soll. Es zeigen

Fig. 1A, eine schematische Darstellung des Messprinzips der Detektion von

1B

Nukleinsaureoligomer-Hybridisierungsereignissen nach dem

erfindungsgemafen Verfahren,
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Fig. 2 eine schematische Darstellung einer Probenzelle mit integriertem
Sensor,

Fig. 3 eine perspektivische Darstellung einer Vorrichtung zur Durchfihrung
einer PCR-Reaktion bei gleichzeitiger Detektion von

Nukleinsaureoligomer-Hybridisierungsereignissen,

Fig. 4A, eine Auftragung der Messergebnisse der Detektion von
4B, 4C Nukleinsaureoligomer-Hybridisierungsereignissen wahrend einer PCR
(Real-Time PCR),

Fig. 5A, eine Auftragung der Messergebnisse der Detektion von
5B, 5C, Nukleinsaureoligomer-Hybridisierungsereignissen an 24 Teststellen
5D wahrend einer PCR (Multiplex-Real-Time PCR).

Beispiel 1: Messprinzip der Detektion von  Nukleinsédureoligomer-

Hybridisierungsereignissen

Die Figuren 1A, 1B zeigen schematisch das Messprinzip der Detektion von
Nukleinsaureoligomer-Hybridisierungsereignissen wahrend einer PCR, namlich
einer elektrisch detektierten Real-Time PCR, wobei in Fig. 1A der Zustand zu
Beginn bzw. vor dem Start der PCR und in Fig. 1B der Zustand bei einer

fortgeschrittenen PCR-Reaktion skizziert ist.

Zu einem PCR-Reaktionsansatz, der Target-Nukleinsaureoligomere 1 enthait,
werden Signal-Nukleinsdureoligomere 2 mit kovalent gebundenen Ferrocenen 3
gegeben. Die Signal-Nukleinsdureoligomere 2 sind zum einen zu den Sonden-
Nukleinsaureoligomeren 5, die auf einer Teststelle 4 eines DNA-Chips immobilisiert
sind, und zum anderen zu den Target-Nukleinsdureoligomeren 1 komplementér. Zu
Beginn der PCR-Reaktion, wie in Fig. 1A dargestellt, befinden sich nur wenige
Target-Nukleinsaureoligomere 1 im Reaktionsansatz, die Signal-
Nukleinssureoligomere 2 sind in deutlichem Uberschuss vorhanden und kénnen in

hohem MafRe an die an der DNA-Chip-Teststelle 4 immobilisierten Sonden-
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Nukleinsdureoligomere 5 unter Ausbildung von Sonden-/Signal-
Nukleinsaureoligomer-Hybriden 25 gebunden werden. In der Regel ist - bei
geeigneter Konzentration der Signal-Nukleinsaureoligomere 2 in Losung - eine
Sattigung der Hybridisierung von Sonden- und Signal-Nukleinsdureoligomeren 25

innerhalb weniger Minuten erreicht.

Die kovalent gebundenen Ferrocene 3 der Signal-Nukleinsdureoligomere 2 kénnen
zur elektrochemischen Detektion der an den Teststellen 4 (Elektroden)
gebundenen/hybridisierten Signal-Nukleinsdureoligomere 2 benutzt werden, da
Ferrocen reversibel oxidier- und reduzierbar ist. Bei Anlegen einer entsprechenden
Spannung an die Teststelle 4 wird ein dem Anteil an hybridisierten Sonden- und
Signal-Nukleinsaureoligomeren 25 entsprechender Strom gemessen. Die frei in
Lésung befindlichen Signal-Nukleinsaureoligomere 2 sind in einer Konzentration
vorhanden, die kein messbares Zusatzsignal an der Teststelle 4 erzeugt bzw. sie
kénnen anhand ihrer Zeitcharakteristik — freie Signal-Nukleinsdureoligomere 2
mussen zunachst an die Teststelle 4 diffundieren und kdnnen erst dann oxidiert
bzw. reduziert werden — von an der Teststelle 4 gebundenen, mit Sonden-
Nukleinsaureoligomeren hybridisierten Signal-Nukleinsaureoligomeren diskriminiert
werden. Eine thermische Dehybridisierung (Aufheizen des DNA-Chips und der
angrenzenden Lésung auf 95°C) flihrt zum Abdiffundieren aller an der Teststelle
gebundenen Signal-Nukleinsaureoligomere 2. Die Teststelle 4 ist in ihrer
urspringlichen Form mit freien Sonden-  Nukleinsaureoligomeren 5
wiederhergestellt. Dieser Zustand liegt zumindest fir den Zeitraum vor, in dem die
Temperatur nach der thermischen Dehybridisierung Uber der Schmelztemperatur
des Hybrids aus Sonden- und Signal-Nukleinsdureoligomeren 25 liegt. Ein
Absenken der Temperatur an der Teststelle 4 des DNA-Chips auf bzw. unter die

Schmelztemperatur des Hybrids 25 ermdglicht eine erneute Messung.

Mit zunehmendem Fortgang der PCR-Reaktion, wie in Fig. 1B dargestellt, nimmt
die Zahl der Target-Nukleinsaureoligomere 1 exponentiell zu. Bei geeigneter
Temperaturfiilhrung (Aufschmelzen der PCR-Produkte, Absenken der Temperatur
auf einen Bereich unter der Schmelztemperatur eines Hybrids aus Signal- und
Target-Nukleinsdureoligomeren 12, danach gegebenenfalls weiteres Absenken der

Temperatur auf einen Bereich unterhalb der Schmelztemperatur des Hybrids aus
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Signal- und Sonden-Nukleinsdureoligomeren 25) kommt es in der Volumenphase
zu einer schnellen Hybridisierung aus Target- und Signal-Nukleinsdureoligomeren
12 (wenige Sekunden). Die Konzentration der freien Signal-Nukleinsaureoligomere
2 nimmt deutlich ab, was an der Teststelle 4 zu einer im Vergleich zu einer
Messung bei Reaktionsstart verlangsamten Anhybridisierung der Signal-
Nukleinsaureoligomere 2 und zu einem reduzierten Hybridisierungsgrad zwischen

Sonden- und Signal-Nukleinsaureoligomeren 25 flhrt.

Daneben kann durch geschicktes Ausnutzen der geeigneten Exonukleaseaktivitat
der Polymerase und Anbindung der Markierung am geeigneten Ende des Signal-
Nukleinsaureoligomers 2 pro Amplikon und Zyklus ein Signal-Nukleinsdureoligomer
2 zerstort werden (Trennung von Markierung und Oligosequenz), was, neben dem
Verbrauch freier Signal-Nukleinsdureoligomere 2 durch die Hybridisierung an die
Target-Nukleinsaureoligomere 12, zu einem permanenten Verbrauch der Signal-
Nukleinsaureoligomere 2 durch den (korrekten) Amplifikationsvorgang fiihrt und so

das Signal an der Teststelle 4 des DNA-Chips noch starker beeinflusst.

Beispiel 2:
Detektion von Nukleinséureoligomer-Hybridisierungsereignissen in Kombination mit

einer Vorrichtung zur Durchfiihrung von PCR-Reaktionen

Das erfindungsgemalte Verfahren zur Detektion von Nukleinsdureoligomer-
Hybridisierungsereignissen kann in Kombination mit einer Vorrichtung 30 zur
Durchfihrung einer PCR anzuwenden. Eine spezielle Ausfihrungsform der
Vorrichtung 30 ist in der Figur 2 gezeigt. Die Vorrichtung 30 zur Durchfiihrung der
PCR umfasst eine Probenzelle 10 mit einem Hohlraum zur Aufnahme der Probe
und drei unabhangig voneinander regulierbare Temperiereinheiten, die drei
raumlich voneinander getrennte Temperaturzonen definieren. In der Figur 2 sind
aus Ubersichtsgriinden nur die Temperiereinheiten 7a und 7¢ dargestellt. Ebenso
ist in der Vorrichtung 30 ein Mittel R zur Durchfiihrung einer Relativbewegung
zwischen Probenzelle und den Temperiereinheiten vorgesehen, wobei das Mittel R
zur Durchfiihrung einer Relativbewegung so ausgelegt und eingerichtet ist, dass

die Probe aufgrund der Relativbewegung zwischen Probenzelle 10 und den
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Temperiereinheiten  durch  die drei rdumlich voneinander getrennten
Temperaturzonen bewegt wird. Im speziellen Beispiel handelt es sich um ein Mittel

zur Durchfiihrung von Drehbewegungen, namlich um eine rotierbare Achse R.

Eine spezielle Ausfiihrungsform der Probenzelle 10 ist in der Figur 3 dargestellt.
Die Probenzelle 10 weist einen ungefahren Durchmesser von 20 mm und eine
Dicke von 1 mm auf. Der in der Probenzelle 10 vorhandene Hohlraum 8 weist eine
Tiefe von ca. 0,5 mm und zwei Einfilléffnungen 11 zum Beschicken mit dem PCR-
Reaktionsgemisch auf. Ebenso umfasst die Probenzelle 10 einen zur Detektion
von Nukleinsaureoligomer-Hybridisierungsereignissen eingerichteten und
ausgelegten Sensor 20, namlich einen DNA-Chip, der in dem Hohlraum 8 der

Probenzelle 10 ausgebildet ist.

Der in der Probenzelle 10 vorhandene DNA-Chip 20 stellt die flir das
erfindungsgemalde Verfahren erforderliche modifizierte Oberflache bereit und weist
ein Sensorfeld 20a auf, welches Uber einen Brickenkanal 8.1 mit der
Reaktionslésung in Kontakt steht. Der DNA-Chip 20 verfigt Uber eine
Durchkontaktierung, so dass die fiir die Messwerterfassung notwendige elektrische
Kontaktierung des DNA-Chips von aufden lUber Federkontakte 9 (siehe Fig. 2), die

in der rotierbaren Achse R ausgebildet sind, bewerkstelligt werden kann.

Die drei unabhangigen Temperiereinheiten der Vorrichtung 30 weisen jeweils einen
temperierbaren Block 6 aus einem gut warmeleitfahigen Material, im speziellen
Beispiel aus Aluminium auf. Mittels Peltierelementen bzw. Heizmatten,
Platinwiderstand zur Temperaturmessung und einer geeigneten Regelelektronik
(PID-Regler) werden die temperierbaren Blocke 6 auf die fiir die PCR-Reaktion
ndtige Temperatur gebracht. Im vorliegenden Beispiel wird mit der ersten
Temperiereinheit 7a eine erste Temperaturzone von 95°C, mit der zweiten
Temperiereinheit 7¢ eine zweite Temperaturzone von 55°C und mit der dritten
Temperiereinheit (nicht gezeigt) eine dritte Temperaturzone von 72°C definiert.
Jeder temperierbare Block 6 enthalt einen Spalt 13, in den die Probenzelle 10

eingefiihrt wird.
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Im vorliegenden Beispiel weist die Vorrichtung 30 eine vierte Temperiereinheit 7d
auf, die eine vierte, raumlich von den anderen Temperaturzonen getrennte
Temperaturzone definiert. Im speziellen Fall stellt die rotierbare Achse R zugleich
die vierte Temperiereinheit 7d dar, wobei zwei zylinderférmige, temperierbare
Blocke 6 ober- und unterhalb der Probenzelle 10 im Bereich des DNA-Chips
angeordnet sind. Durch die vierte Temperiereinheit 7d der Vorrichtung wird es
moglich, Teilbereiche der Probenzelle, insbesondere den Bereich, in dem sich der
Sensor befindet in einer vierten Temperaturzone, die eine fir die
oberflachensensitive  Detektion von Nukleinsdure-Hybridisierungsereignissen

optimale Temperatur bereitstellt, zu positionieren.

Durch eine geeignete Wahl der Blockgeometrie kann der Bereich, in dem die
Probenzelle auf eine bestimmte Temperatur erwdrmt wird, festgelegt werden. Im
vorliegenden Beispiel wurde ein Verhaltnis von 2:1:1 des Bereiches mit 72°C zu
den Bereichen mit 95°C und 55°C gewahlt. Zwischen den Bldcken ist jeweils ein
Luftspalt, um einen Warmelbertrag zwischen den Blécken zu verhindern. Durch
Variation der Rotationsfrequenz kann die Zeit, in der die kritischen Temperaturen

fur die PCR-Reaktion an der Probenzelle 10 anliegen, variiert werden.

Beispiel 3:
DNA-Chip und Sondenimmobilisierung

Eine elektrochemische Messvariante von Hybridisierungsereignissen und die
Sondenimmobilisierung auf dem DNA-Chip ist in P. Liepold, T. Kratzmdller, N.
Persike, M. Bandilla, M. Hinz, H. Wieder, H. Hillebrandt, E. Ferrer, G. Hartwich
(2008) , Analytical and Bioanalytical Chemistry, Vol. 391, S. 1759-1772, Electrically
Detected Displacement Assay (EDDA): A Practical Approach to Nucleic Acid
Testing in Clinical or Medical Diagnosis beschrieben. Ein CMOS-basierter DNA-
Chip flr die elektrochemische Detektion der Hybridisierung zwischen Sonden- und
Signal-Nukleinsaureoligomeren ist z.B. in Augustyniak, M.; Paulus, C.; Brederlow,
R.; Persike, N.; Hartwich, G.; Schmitt-Landsiedel, D.; Thewes, R. (2006), Solid-
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State Circuits, 2006 IEEE International Conference Digest of Technical Papers, 59
- 68 A 24x16 CMOS-Based Chronocoulometric DNA Microarray beschrieben.

Beispiel 4:
Durchfiihrung einer Real-Time PCR

Der Mastermix fiir die PCR Reaktion zur Amplifikation einer Zielsequenz, namlich
Target-Nukleinsaureoligomere von Campylobacter jejuni (Template-Menge ca. 10°
Kopien, isoliert aus Campylobacter jejuni Reinkultur) enthalt entsprechende Primer
(10 yM), den dNTP-Mix (je dNTP 25 uM) und MgAc (3 mM) in einem Standard
PCR-Puffer (5 x Bicine Puffer, 250 mM Bicine/KOH, pH 8.2; 575 mM K-Acetat,
40% Glycerol (v/v), Bicine = N,N-Bis(2-hydroxyethyl)Glycin). Zu diesem Mastermix
wird das Template und Signal-Nukleinsaureoligomere (50nM), die komplementar zu
einem Teilbereich der Target-Nukleinsdureoligomere sind, sowie Kontroll-Signal-
Nukleinsdureoligomere (50 nM), die vollstdndig nicht-komplementar zu DNA-
Sequenzen der Template-Lésung sind, gegeben. Unmittelbar vor Start der PCR-
Reaktion wird PCR-Polymerase zugefligt und die Losung in die Probenzelle 10,

wie in der Figur 3 gezeigt, gefillt.

Vor Start der PCR wird das in der Probenzelle 10 vorliegende Reaktionsgemisch in
der Vorrichtung 30, wie in der Figur 2 gezeigt, 3 min auf 95°C erhitzt, anschlielend
abgekihlt und eine erste Messung am integrierten DNA-Chip 20 durchgeflhrt. Der
DNA-Chip 20 tragt an einer der Dbereitgestellten Teststellen Sonden-
Nukleinsaureoligomere, die komplementar zu den Signal-Nukleinsdureoligomeren
sind und an einer weiteren Teststelle Sonden, die komplementar zu den Kontroll-
Signal-Nukleinsaureoligomeren sind. Diese erste Messung findet bei 62°C statt, ca.
4°C unter der Schmelztemperatur des Hybrids aus Sonden- und Signal-
Nukleinsdureoligomeren unter den Bedingungen in der Reaktionslésung und
deutlich unter der Schmelztemperatur des Hybrids aus Target- und Signal-
Nukleinsdureoligomeren (das Signal-Nukleinsaureoligomer hat mehr matchende
Basen zum Target-Nukleinsaureoligomer als zum Sonden-Nukleinsaureoligomer).
Die Schmelztemperatur des Hybrids aus Kontroll-Sonden-Nukleinsaureoligomer

und Kontroll-Signal-Nukleinsaureoligomer unter den Bedingungen in der
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Reaktionsldsung ist identisch zur Schmelztemperatur des Hybrids aus Sonden-
und Signal-Nukleinsdureoligomeren. Das Ergebnis dieser Normierungsmessung ist
in der Figur 4A gezeigt. Die Messung an der Kontrollteststelle ist mit K

gekennzeichnet.

Die in den Figuren 4A, 4B, 4C dargestellten Kurven stellen den integralen
Oxidationsstrom der Ferrocenmarkierungen von den an die Sonden-
Nukleinsaureoligomere hybridisierten Signal-Nukleinsaureoligomere in
Abhangigkeit von der Zeit dar und spiegeln somit den Hybridisierungsgrad bzw. die
Hybridisierungseffizienz wider. Die Hybridisierungseffizienz ist wiederum abhangig
von der Konzentration freier Signal-Nukleinsdureoligomere und somit indirekt von

der Konzentration bzw. der Menge an Target-Nukleinsaureoligomeren.

Nach der Normierungsmessung wird die PCR-Reaktion gestartet, die
temperierbaren Blocke der Vorrichtung 30 werden dazu auf 96°C (Aufschmelzen),
55°C (Annealing) und 72°C (Elongation) eingestellt und die Probenzelle 10 wird mit
einer Rotationsgeschwindigkeit von 2 Umdrehungen pro Minute (i.e. 2 Zyklen pro
Minute) in den temperierbaren Blocken gedreht. Das nahezu zentrisch
ausgerichtete Sensorfeld 20a des DNA-Chips 20 wird Uber einen weiteren
temperierbaren Block bei ca. 50°C gehalten, um dann — vor einer erneuten
Messung - =zunachst auf 95°C aufgeheizt zu werden, um die Signal-
Nukleinsdureoligomere, die wahrend einer vorausgegangenen Messung an die
Sonden-Nukleinsaureoligomere  hybridisiert sind, von diesen wieder zu
dehybridisieren. Die Temperatur wird schliellich erneut auf 62°C eingestellt, um
eine weitere Messung der Hybridisierung von Signal-Nukleinsdureoligomeren an
die freien Sonden-Nukleinsdureoligomere zu ermoglichen. Wahrend einer
Messung des Hybridisierungsvorgangs am DNA-Chip 20 wird die Probenzelle 10 in
der Regel nicht gedreht.

In den Figuren 4B und 4C sind Ergebnisse weiterer Messungen nach 10 bzw. 20
Zyklen der PCR dargestellt. Man beobachtet eine leichte, etwa 20%ige Abnahme
der Hybridisierungseffizienz (des Maximalsignals der elektrochemischen Messung)
an der Kontrollteststelle (in den Graphen mit K gekennzeichnet), wohingegen die

Hybridisierungseffizienz an der eigentlichen Detektionsteststelle mit zunehmender
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Amplifikationsrate der Target-Nukleinsdureoligomere, wie erwartet, signifikant

abnimmt (etwa um den Faktor 6).

Beispiel 5:
Durchfiihrung einer Multiplex Real-Time PCR

Die Versuchsfuhrung erfolgt wie im Beispiel 3 beschrieben, jedoch ohne Zugabe
von Target-Nukleinsdureoligomeren von Campylobacter jejuni. Verwendet wurde
ein DNA Chip 20 mit 24 Teststellen zur Erfassung von Target-
Nukleinsdureoligomeren verschiedener Subtypen des Humanen Papilloma Virus in
einer Probe. Die Figur 5 zeigt das Ergebnis einer solchen closed tube Multiplex
Real-Time PCR mit elektrischer Detektion an 24 Teststellen eines DNA-Chips.

In der Figur 5 sind fur jede Teststelle zwei Messkurven, namlich die der ersten
Messung vor Start der PCR (5.1) und die der Messung nach 25 Zyklen der PCR
(5.2) gezeigt. Die Kurven geben dabei den Stromfluss (angegeben in nA) an der
jeweiligen Teststelle wieder. Die beiden Messungen sind flir nahezu alle
Teststellen im wesentlichen identisch, d.h. die entsprechenden Subtypen (in den
jeweiligen Graphen mit dem Zusatz ,low* bzw. ,high® indiziert) waren nicht
vorhanden. Die Subtypen HPV_6low (siehe Fig. 5C), HPV_16high und
HPV_18high (siehe Fig. 5D) konnten nachgewiesen werden, bei der Teststelle fur
HPV_11low (siehe Fig. 5C) ist die leichte Abnahme nach 25 Zyklen auf eine

suboptimale Teststelle mit per se geringer Signalstarke zurlickzufihren.
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Bezugszeichenliste

Target-Nukleinsaureoligomer
Signal-Nukleinsaureoligomer
Ferrocen

Teststelle
Sonden-Nukleinsaureoligomer
temperierbarer Block
Temperiereinheit
Temperiereinheit
Temperiereinheit

Hohlraum

Brickenkanal

Federkontakte

Probenzelle

Einfllldffnungen

PCT/DE2010/075152

Hybrid aus Target- und Signal-Nukleinsaureoligomer

Spalt
Sensor

Sensorfeld

Hybrid aus Signal- und Sonden-Nukleinsdureoligomer

Vorrichtung zur Durchfiihrung einer PCR

rotierbare Achse

Messkurve Kontrollteststelle
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Patentanspriiche

1. Verfahren zur Detektion von Nukleinsdureoligomer-Hybridisierungsereignissen

umfassend die Schritte

a)

b)

d)

f)

g)

h)

Bereitstellen einer modifizierten Oberflache, wobei die Modifikation in der
Anbindung wenigstens einer Art von Sonden-Nukleinsdureoligomeren
besteht,

Bereitstellen einer Probe mit Target-Nukleinsaureoligomeren,

Bereitstellen einer Losung mit wenigstens einer Art von Signal-
Nukleinsaureoligomeren, wobei die Signal-Nukleinsdureoligomere mit
zumindest einem Detektionslabel modifiziert sind, die Signal-
Nukleinsaureoligomere einen zu den Sonden-Nukleinsdureoligomeren
komplementaren oder weitgehend komplementaren Abschnitt besitzen
und die Signal-Nukleinsdureoligomere einen zu den Target-
Nukleinsaureoligomeren komplementaren oder weitgehend
komplementaren Abschnitt besitzen,

Bereitstellen  einer  Reaktionslosung  zur  Durchfihrung  einer
Nukleinsdureamplifikation, wobei die Reaktionslésung zumindest
Nukleotide und wenigstens eine Art von Nukleinsdure-Polymerase enthalt,
Vermischen und Inkontaktbringen mit der modifizierten Oberflache von

- der Lésung mit Signal-Nukleinsdureoligomeren,

- der Probe mit Target-Nukleinsaureoligomeren und

- der Reaktionslésung zur Durchfiihrung einer Nukleinsdureamplifikation,
wobei die Signal-Nukleinsaureoligomere in dem hergestellten Gemisch in
einer Konzentration von 10" mol/l bis 10™ mol/l vorliegen und die Target-
Nukleinsdureoligomere in dem hergestellten Gemisch in einer
Konzentration von bis zu 10”mol/l vorliegen,

erste  Detektion der Signal-Nukleinsaureoligomere durch eine
oberflachensensitive Detektionsmethode,

Amplifizierung der Target-Nukleinsaureoligomere mittels
Nukleinsdureamplifikation,

zweite  Detektion der Signal-Nukleinsaureoligomere durch eine

oberflachensensitive Methode,
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i)  Vergleich der in Schritt h) erhaltenen Werte mit den in Schritt f) erhaltenen
Werten.

Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Amplifizierung der Target-
Nukleinsaureoligomere in Schritt g) durch eine PCR erfolgt und die in Schritt d)
bereitgestellte Reaktionslosung zusatzlich zumindest eine Art von Primer
enthalt, oder die Amplifizierung der Target-Nukleinsdureoligomere in Schritt g)

durch eine isothermale Amplifikation erfolgt.

Verfahren nach zumindest einem der Anspriiche 1 und 2, wobei vor einer
Durchfihrung des Schrittes h) der Schritt g) zumindest 5 mal, insbesondere

zumindest 10 mal, bevorzugt zumindest 20 mal durchgefihrt wird.

Verfahren nach zumindest einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei die
Konzentration der Signal-Nukleinsdureoligomere in dem in Schritt e)
hergestellten Gemisch zwischen 10™" mol/l und 10 molll, bevorzugt zwischen
10 mol/l und 107 mol/l, besonders bevorzugt zwischen 10™" mol/l und 107

mol/l betragt.

Verfahren nach zumindest einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei die
Konzentration der Target-Nukleinsaureoligomere in dem in Schritt e)
hergestellten Gemisch bis zu 10™° mol/l, bevorzugt bis zu 10™" mol/l, besonders

bevorzugt bis zu 10™* mol/l | betragt.

Verfahren nach zumindest einem der Anspriiche 1 bis 5, wobei als
oberflachensensitive Detektionsmethode eine spektroskopische,
elektrochemische  oder elektrochemolumineszente  Detektionsmethode

eingesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 6, wobei die elektrochemische Detektion durch
Amperometrie, Chronocoulometrie, Impedanzmessung oder Scanning
Electrochemical Microscopy (SECM) erfolgt und wobei die spektroskopische
Detektion durch Total Internal Reflection Fluorescence Microscopy (TIRF) oder

Surface Plasmon Resonance (SPR) erfolgt.
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Verfahren nach zumindest einem der Anspriiche 1 bis 7, wobei die
Modifikation der in Schritt a) bereitgestellten modifizierten Oberflache in der
Anbindung von mehreren Arten von Sonden-Nukleinsdureoligomeren besteht
und die verschiedenen Arten von Sonden-Nukleinsdureoligomeren in raumlich
im wesentlichen abgetrennten Bereichen an die modifizierte Oberflache

gebunden sind.

Verfahren nach zumindest einem der Anspriche 1 bis 8, wobei die in Schritt a)
bereitgestellte modifizierte Oberflache eine Flache von 1 um? bis zu 1 mm?,
bevorzugt eine Flache von 10 um2 bis zu 100 pmz, besonders bevorzugt eine

Flache von rund 50 um? aufweist.

Verfahren nach zumindest einem der Anspriiche 6 bis 9, wobei nach der
ersten Detektion  der  Signal-Nukleinsaureoligomere  durch  eine
oberflachensensitive Detektionsmethode und vor einer zweiten Detektion der
Signal-Nukleinsaureoligomere durch eine oberflachensensitive
Detektionsmethode Bedingungen eingestellt oder Mallnahmen ergriffen
werden, die zur zumindest (berwiegenden Dissoziation von Sonden-

Nukleinsaureoligomeren und Signal-Nukleinsdureoligomeren fiihren.

Kit zur Durchfuhrung eines Verfahrens nach zumindest einem der Anspriiche 1
bis 10 umfassend eine modifizierte Oberflache wie in zumindest einem der
Anspriche 1 bis 10 definiert und eine effektive Menge an Signal-
Nukleinsdureoligomeren wie in zumindest einem der Anspriche 1 bis 10

definiert.
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