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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft eine Mediator-Sonde,
die aus einer Sonden-Region und einer Mediator-Re-
gion besteht. Außerdem betrifft die Erfindung ein Sys-
tem, umfassend eine Mediator-Sonde und ein Nach-
weismolekül, die Verwendung des System und ein
Verfahren zum Nachweis von mindestens einem Ziel-
molekül.

[0002] Im Stand der Technik sind zahlreiche mole-
kularbiologische Untersuchungsmethoden beschrie-
ben, die die Detektion und ggf. Analyse einer Probe
ermöglichen. Eine dieser Methoden ist die Detekti-
on und parallele Analyse von mehreren tausend Ein-
zelnachweisen in einer geringen Menge biologischen
Probenmaterials mittels einem Microarray. Es gibt
verschiedene Formen von Microarrays, die manch-
mal auch als "Genchips" oder "Biochips" bezeichnet
werden, weil sie wie ein Computerchip viele Informa-
tionen auf kleinstem Raum enthalten können.

[0003] Mikroarrays erlauben die hoch-parallele De-
tektion verschiedener Analyte auf einem typischer-
weise planaren Substrat. Die immobilisierten Son-
denmoleküle eines Mikroarrays werden auf einem
geeigneten Substrat im Laufe des Herstellungspro-
zesses an einer definierten Stelle (Spot) eines Ras-
ters (Array) durch Übertragung geringer Flüssig-
keitsvolumina immobilisiert bzw. synthetisiert. Die-
se zweidimensionale, ortsaufgelöste Immobilisierung
von Fängermolekülen kann so gestaltet sein, dass
Nukleinsäuren oder Peptide bzw. Proteine detektiert
werden können. In der Regel erlauben in situ-Litho-
graphieverfahren nur die Synthese kurzer Oligonu-
kleotide bzw. Aminosäureketten. Die hergestellten
DNA-Mikroarrays können unter geeigneten Bedin-
gungen über Monate gelagert werden, Protein-Arrays
können dagegen nur für eine kurze Zeit funktionell
aufbewahrt werden.

[0004] Für eine Mikroarray-Analyse wird die zu un-
tersuchende Probe mit einem geeigneten Puffer ver-
mischt und in entsprechender Weise mit dem Mikro-
array inkubiert, so dass typischerweise bei komple-
mentären Sequenzabschnitten ein Hybridisierungs-
ereignis stattfindet. Aufgrund der geringen Sensitivi-
tät von Mikroarray-Systemen wird die Probe im Falle
von nachzuweisender Nukleinsäure in einem vorge-
lagerten Reaktionsschritt amplifiziert (z.B. mittels Po-
lymerase Chain Reaction (PCR), RT-PCR oder Who-
le Genome Amplification (WGA)) und für eine De-
tektion zum Beispiel mit einem Fluoreszenzfarbstoff
markiert oder auf dem Mikroarray mit einer zusätzli-
chen Detektionssonde inkubiert. Peptide und Prote-
ine können nicht enzymatisch amplifiziert werden und
werden durch Aufreinigungen der zu untersuchen-
den Probe aufkonzentriert. Dem gegenüber stehen
Ansätze, die eine Signalverstärkung auf dem Mikro-
array nach erfolgter Hybridisierung, z.B. mittels Rol-

ling Circle Amplification (RCA), durchführen. Diese
Vorgehensweise umfasst mehrere zeitintensive Ar-
beitsschritte und erhöht die Gefahr für Ungenauigkei-
ten und Kontaminationen. Typische Anwendungen
finden Mirkoarrays bei Expressionsanalysen, sowie
dem Nachweis von Pathogenen oder Resistenz-Mar-
kern. Ein Überblick über verschiedene Herstellungs-
techniken und Anwendungen ist für den Fachmann
aus dem Stand der Technik bekannt.

[0005] Im Stand der Technik ist die Hybridisierung
von amplifizierten DNA-Fragmenten an immobilisier-
te, allelspezifische Oligonukleotide beschrieben, die
zu den Routineverfahren eines Fachmanns gehö-
ren. Ein vorgeschalteter Amplifikationsschritt mit Pri-
mermolekülen in unterschiedlichen Konzentrationen
erlaubt die Generierung einzelsträngiger, markierter
DNA, welche bevorzugt mit den Fängermolekülen
des Mikroarrays interagiert. Nach Überführen des
Mediums auf einen Mikroarray kann nach erfolg-
ter Hybridisierung die Detektion direkt mittels Fluo-
reszenz oder durch Verwendung von Biotin-markier-
ten Primer erfolgen, wobei nach dem Hybridisie-
rungsschritt eine Inkubation insbesondere mit einer
Streptavidin-modifizierten Meerrettichperoxidase er-
folgt, welche ein lösliches Substrat in ein unlösliches
Reaktionsprodukt umsetzt. Durch die Detektion des
chromogenen Niederschlags kann ein Bindeereig-
nis zwischen Ziel- und Fängermolekül nachgewie-
sen werden. Gegebenenfalls kann nach der Hybri-
disierung der voramplifizierten Zielsequenz(en) eine
Verlängerungsreaktion eines immobilisierten Primers
durchgeführt werden, bei der Biotinmarkierte Nukleo-
tide eingebaut werden. Nach Inkubation mit einer
Streptavidin-modifizierten Alkalischen Phosphatase
und Zugabe eines geeigneten Substrats kann durch
Bildung eines chromogenen Reaktionsprodukts die
Anwesenheit der Zielsequenz nachgewiesen wer-
den.

[0006] In einer weiteren Ausführung (Multiplex quan-
titative DNA-Array basierte PCR, MQDA-PCR) wird
die nachzuweisende Nukleinsäure in einem mehrstu-
figen Prozess zuerst mit bifunktionellen Primern für
wenige PCR-Zyklen parallel amplifiziert. Dabei ent-
stehen Amplifikate mit universellem 5’-Ende, welches
anschließend die kompetitive quasi-monoplex Am-
plifizierung mit universellen Primern ermöglicht. An-
schließend wird in einem gesonderten Arbeitsschritt
eine Zielsequenz-spezifische Sonde durch Addition
eines modifizierten Nukleotids markiert und auf ei-
nem Mikroarray hybridisiert. Durch die Verwendung
bifunktioneller Primer, kann eine zweistufige PCR-
Reaktion mit erhöhtem Multiplexing-Grad durchge-
führt werden, ohne dass die Reaktionseffizienz durch
unterschiedliche Sequenzen signifikant beeinflusst
wird. Nachteilig wirkt sich das komplexe Durchfüh-
rungsprotokoll auf die Integration in den Arbeitsablauf
aus. Die mehrmalige Zugabe und Entnahme von Re-
agenzien bzw. Reaktionsprodukten sowie das Trans-
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ferieren des Reaktionsansatzes zwischen mehreren
Gefäßen beinhalten hohen Arbeitsaufwand („hands-
on time“), lange Wartezeiten („time to result“) und
die Gefahr von Durchführungsfehlern. Neben dem
Ansetzen der einzelnen PCR-Reaktionen beinhaltet
die Ausführung mehrere Inkubationsschritte, in de-
nen z.B. die bifunktionellen Primer verdaut, Sonden
markiert und auf dem Mikroarray inkubiert werden.
Bei dieser Methode besteht eine direkte Korrelation
zwischen nachzuweisender Zielsequenz und immo-
bilisierten Fängermolekül auf der Chip-Oberfläche.
Dadurch kann das Verfahren nicht an abweichende
Zielsequenzen angepasst werden, ohne einen neu-
en Mikroarray herzustellen. Die genannten Verfah-
ren besitzen zusätzlich den Nachteil, dass das Pro-
benmaterial nach der Amplifizierung zwischen zwei
Reaktionsgefäßen transferiert werden muss, wobei
Durchführungsfehler und Kontaminationen entstehen
können.

[0007] Eine Möglichkeit, die Kontaminationsgefahr
zu minimieren besteht darin, Amplifikation und Hy-
bridisierung in einem Reaktionsgefäß durchzuführen.
Durch räumliche Trennung zweier Reaktionskom-
partimente können verschiedene Reaktionen zeitlich
voneinander getrennt in einem Gefäß ablaufen. In
dem Stand der Technik ist ein „Microarray-in-a-tu-
be“-System beschrieben, bei welchem zwei Kompar-
timente und ein Pufferreservoir in einem Reaktions-
gefäß integriert sind (Liu, Q. et al, 2007, Microarray-
in-a-tube for detection of multiple viruses. Clin Chem,
53, 188–194). Durch Invertieren des Gefäßes wird
die Flüssigkeit vom unteren Abschnitt in den obe-
ren Abschnitt überführt und mit einem vorgelager-
ten Reaktionspuffer vermischt, wobei das Reaktions-
gefäß nicht geöffnet werden muss. Damit kann ein
Amplifikationsschritt mit einer nachfolgenden Hybridi-
sierung durchgeführt werden, ohne dass das Reakti-
onsmedium zwischen zwei Gefäßen transferiert oder
mit Hilfe aktiver Elemente aktuiert werden muss. Da
die immobilisierten Fängermoleküle von der Sequenz
der nachzuweisenden Zielsequenz abhängen, kön-
nen mit einem spezifischen Array-Layout nur ausge-
wählte Sequenzen detektiert werden. Das hergestell-
te Mikroarray kann daher nicht an neu ausgewähl-
te Zielsequenzen adaptiert und muss gegebenenfalls
in einem neuen Arbeitsablauf hergestellt und in das
System integriert werden.

[0008] Weiterhin ist im Stand der Technik beschrie-
ben, dass der Nachweis spezifischer Nukleinsäu-
ren in einem Reaktionsansatz mittels Strangverlän-
gerung einer immobilisierten Sonde erfolgen kann.
Dazu wird die Zielsequenz in Gegenwart von dUTP
amplifiziert und in einem nachgeschalteten Schritt in
ungefähr 20 bis 50 Basenpaar lange Abschnitte en-
zymatisch mittels Uracil-N-Glycosylase fragmentiert.
Anschließend wird der Ansatz auf einem Mikroar-
ray inkubiert, welcher aus Zielsequenz-komplemen-
tären Sonden besteht, die am 5’-Terminus immobili-

siert sind. Nach Hybridisierung entsteht typischerwei-
se ein Duplex, bei dem der 5’-Bereich des Zielmole-
küls den 3’-Bereich der Sonde überlappt. Nach Ent-
fernen der ungebundenen Fragmente wird der Array
mit einem Reaktionsmix inkubiert, welcher u. a. ei-
ne Polymerase und markierte ddNTPs enthält. Für
jedes der vier Nukleotide ist die Markierung (Fluo-
reszenzfarbstoff) verschieden. Die Verwendung von
ddNTPs erlaubt die spezifische Addition genau ei-
nes Nukleotids an die Festphasen-Sonde in Gegen-
wart der komplementären Zielsequenz, da an dd-
NTPs kein weiteres Nukleotid geknüpft werden kann.
Mit geeigneten Detektionsverfahren lässt sich somit
ermitteln, welches Nukleotid an welchen Sondenab-
schnitt angefügt wurde. Daher eignet sich die Me-
thode zur Detektion der Zielsequenz und Sequenzie-
rung, sofern geeignete Sondenabschnitte verwendet
werden. In einer speziellen Ausführung, erlaubt das
Verfahren einen hohen Multiplex-Grad und den par-
allelen SNP-Nachweis von bis 640 Zielsequenzen.
Wie bei anderen Verfahren des Standes der Tech-
nik, bei denen ein Reaktionsansatz nach durchge-
führter Amplifikation transferiert werden muss, be-
steht auch bei diesem Ansatz die Gefahr der Kon-
tamination und Durchführungsfehler. Typischerweise
müssen Festphasensonden den kompletten nachzu-
weisenden Lokus abdecken, womit mehrere Sonden
pro Sequenzabschnitt benötigt werden.

[0009] In der US 5,641,658 und US 6,300,070 B1 ist
eine PCR-basierte Amplifikationsmethode beschrie-
ben, bei welcher die benötigten Primermoleküle an ei-
ner Festphase immobilisiert sind. Dies hat zur Folge,
dass die amplifizierten Nukleinsäuremoleküle eben-
falls ausschließlich an der Festphase vorliegen. Bei
Vorhandensein der Zielsequenz in der zu untersu-
chenden Probe kann die Nukleinsäure an ‚Primer
1’ binden und dieser enzymatisch verlängert wer-
den. Im wiederkehrenden Denaturierungsschritt dis-
soziiert die Nukleinsäure-Vorlage vom neu gebilde-
ten Nukleinsäurestrang und steht somit im nächsten
Annealingzyklus zur Verfügung. Das gebildete Am-
plifikationsprodukt kann im nächsten Zyklus mit ei-
nem immobilisierten ‚Primer 2’ hybridisieren, welcher
verlängert werden kann und ebenfalls einen immo-
bilisierten Nukleinsäurestrang bildet. Die durch die-
sen Vorgang gebildeten Nukleinsäurestränge können
mit weiteren Primermolekülen interagieren und als
Nukleinsäure-Vorlage dienen. Dieses Verfahren zum
Nachweis von Nukleinsäuren wird als „BridgeTM-
PCR“ bezeichnet.

[0010] Durch Immobilisierung verschiedener Primer-
paare in einem definierten Array können durch den
somit erreichten Multiplexing-Grad mehrere Zielse-
quenzen parallel nachgewiesen werden. Ein Nach-
teil dieses Verfahren besteht in der Notwendigkeit,
dass die verschiedenen Primermoleküle homogen
und mit ausreichender Dichte im jeweiligen Spot ver-
teilt vorliegen müssen, damit der durch Primerverlän-
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gerung entstandene Nukleinsäure-Strang eine aus-
reichende Anzahl weiterer Interaktionspartner für den
nächsten Zyklen besitzt. Die Reaktionseffizienz die-
ser Festphasen-PCR liegt bei etwa 30 %, wobei
der Anteil der linearen interphasischen Amplifikati-
on ungefähr zehnmal höher ist als der der Oberflä-
chenamplifikation. Zu vergleichbaren Reaktionseffizi-
enzen (~34 %) kommt Pemov et al. (Pemov, A. et
al, 2005, DNA analysis with multiplex microarray-en-
hanced PCR. Nucleic Acids Res., 33, e11.), wobei
für diese Studien in Hydrogel immobilisierte Primer
und zusätzliche Primer in der Flüssigphase verwen-
det wurden. Die 5’-immobilisierten Primer bestehen
aus zwei funktionellen Abschnitten und setzten sich
aus einem universellen 5’-Bereich und einem ziel-
sequenzspezifischen 3’-Bereich zusammen. Frei in
der Reaktionslösung vorliegende universelle Primer
besitzen die identische Sequenz wie die universel-
len Abschnitte der Festphasenprimer. In einer Abfol-
ge von interphasischer und Festphasen-Amplifikation
wird eine modifizierte Kopie der Zielsequenz gebildet,
die mittels universeller Flüssigphasenprimer in einer
„quasi-monoplex“ PCR amplifiziert werden kann. Die-
ses Festphasen-gestützte Multiplexing-Verfahren hat
den Nachteil, dass post PCR-Schritte (z.B. Inkubati-
on mit modifizierten Detektionsoligonukleotiden bzw.
Wasch- und Inkubationsschritte nach Einbau modifi-
zierter Nukleotide durchgeführt werden müssen.

[0011] Ein weiteres im Stand der Technik beschrie-
bene Verfahren, um Amplifikationsprodukte auf ei-
ner Festphase während eines Amplifikationsschrittes
zu immobiliiseren ist die verschachtelte Festphasen-
PCR (nested on-chip PCR (NOC PCR). Die Metho-
de bedient sich mindestens drei verschiedener Pri-
mermoleküle, von denen zwei Primer das äußere Pri-
merpaar (P1 und P2) bilden und das dritte Primermo-
lekül (P3) innerhalb eines von P1 und P2 begrenz-
ten Abschnitt bindet und P3 an einer Festphase im-
mobilisiert vorliegt. P1 und P2 liegen im Vergleich zu
P3 im Überschuss vor. Die Methode stellt ein kombi-
niertes Flüssigphasen/Festphasenamplifikationssys-
tem dar. Die Vorteile dieses Verfahrens liegen ana-
log zur verschachtelten PCR (nested PCR) in der er-
höhten Sensitivität und Spezifität. Durch geeignete
Immobilisierungsverfahren und Wahl des Substrats
kann ein hoch-paralleler Nachweis mehrerer Zielse-
quenzen erfolgen. Die Analyse kann mittels sequenz-
spezifischer Sonden oder markierten Nukleotiden er-
folgen, wobei bei letzterer Variante eine Detektion in
Echtzeit möglich ist. Ein Nachteil dieses Ansatzes ist
die Verwendung Zielsequenzsequenspezifischer P3-
Primermoleküle, deren Sequenz direkt mit dem Ziel-
molekül korreliert.

[0012] Die Verwendung immobilisierter Primer-Mo-
leküle zum spezifischen Nachweis von Nukleinsäu-
ren ist nicht nur auf PCR-basierte Methoden be-
schränkt. Es ist im Stand der Technik beschrieben,
dass mittels Helikase-abhängiger Amplifikation („He-

licase Dependent Amplification“, HDA) der isother-
me Nachweis von Pathogenen innerhalb von 120
Minuten erfolgreich durchgeführt wurde. Die Markie-
rung des Amplifikationsproduktes erfolgt mittels Fluo-
reszenz-markierter Reverse-Primer. Nach Durchfüh-
rung der Reaktion wird der Chip gewaschen und
das Fluoreszenzsignal ausgewertet. Um eine spezi-
fische und sensitive Reaktion durchzuführen, muss
der Reaktionsansatz auf 65°C erwärmt werden. Zu-
sätzlich muss der Chip an ein Pumpenelement an-
geschlossen werden, damit das relativ hohe Proben-
volumen von 50 µL ausreichend durchmischt wird.
Die Konnektierung von aktiven Aktuatoren an einen
Biochip ist generell als nachteilig anzusehen und er-
höht den Arbeitsaufwand. Die erreichte Sensitivität ist
für die klinische Diagnostik zu gering. So wurden bei-
spielsweise 5·10^4 Genomäquivalente von Staphylo-
coccus aureus und 1,3·10^5 Genomäquivalente von
Neisseria gonorrhoeae als Detektionslimit beschrie-
ben (Andresen, D., von Nickisch-Rosenegk, M. and
Bier, F.F., 2009, Helicase dependent OnChipampli-
fication and its use in multiplex pathogen detection,
Clin. Chim. Acta, 403, 244–248). Der durch diese Me-
thode hergestellte Biochip ist ausschließlich zur De-
tektion festgelegter Zielsequenzen zu verwenden, da
Analyt-spezifische Oligonukleotide immobilisiert vor-
liegen.

[0013] Weiterhin sind im Stand der Technik Metho-
den offenbart, bei denen der Nachweis der Zielse-
quenz in Echtzeit bzw. ohne weitere Prozessierungs-
schritte erfolgt. Diese Methoden werden durch ein
kombiniertes Amplifikations- und Detektionssystem
realisiert. So ist beispielsweise beschrieben, dass die
parallele Detektion und Quantifizierung drei verschie-
dener Viren in Spenderplasma-Proben möglich ist.
Es werden ein äußeres und inneres Primerpaar benö-
tigt, wobei das äußere Paar in einer Reversen Tran-
skription verwendet wird. Das innere Paar, bei dem
der Forward-Primer in einem Hydrogel-Pad immobi-
lisiert, liegt während der Reverse-Primer frei in der
Flüssigphase vor, wird für die onchip PCR einge-
setzt. Unter Verwendung eines geeigneten Farbstof-
fes werden doppelsträngige Amplifikationsprodukte
in den Spots während des Annealingschritts mar-
kiert und detektiert. Das Verfahren besitzt einen dy-
namischen Bereich von 6 Log (10^0 bis 10^6 Kopi-
en). Die Verwendung eines sequenz-unspezifischen
Farbstoffes erlaubt die universelle Detektion beliebi-
ger, doppelsträngiger Amplifikationsprodukte. Nach-
teilig ist allerdings, dass keine Spezifität gewährleis-
tet ist, so dass unspezifische Amplifikationsprodukte
nicht unterschieden werden können.

[0014] In der DE 103 16 159 A1 wird ein Verfah-
ren beschrieben, bei dem Zielsequenz-spezifische
Primermoleküle in einer temperierbaren Flusszelle
immobilisiert vorliegen. Die Flusszelle besitzt wei-
terhin die Eigenschaft, mittels Totaler interner Re-
sonanzfluoreszenz (Total internal resonance fluore-
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scence, TIRF) das Anregungslicht durch eine in der
Regel planare Fläche zu leiten. Nach Zugabe der
Zielsequenz und typischer PCR-Reagenzien sowie
Fluoreszenzmarkierten Nukleotiden (z.B. Cy5-dUTP)
kann die DNA-abhängige Festphasenprimerverlän-
gerung durch geeignete Verfahren detektiert werden.

[0015] Liu et al. entwickelte eine Multiplex-Analy-
se für Nukleinsäuren, welche die Amplifiaktion durch
PCR und Detektion mittels Mikroarray-Analyse in ei-
ner Reaktion kombiniert (Liu, H.P. et al, 2006, Taq-
Man probe array for quantitative detection of DNA
targets, Nucleic Acids Research, 34.). Dies erfolgt
mittels Primermolekülen in der Flüssigphase und
eines Arrays Zielsequenz-spezifischer, 3’-immobili-
sierter TaqMan-Sonden. In Anwesenheit der kom-
plementären Zielsequenz wird eine TaqMan-Sonde
durch eine Polymerase gespalten, wodurch ein unter-
drücktes Fluoreszenzsignal wiederhergestellt wird.
Das örtlich-aufgelöste Signal kann mittels optischer
Vorrichtungen detektiert werden. Unter Verwendung
dieser Plattform erfolgte der Nachweis von fünf ver-
schiedenen Zielsequenzen in einer Probe. Dieser An-
satz ist potentiell auch für eine Echtzeit-Auswertung
geeignet. Da die Primer frei in der Reaktionslösung
vorliegen, kann die enzymatische Amplifizierung der
Zielsequenz auch ausschließlich in der Flüssigpha-
se erfolgen. Die Sonde stellt daher keinen notwen-
digen Interaktionspartner dar, und daher wird ggf.
die Amplifikationsreaktion nicht durch ein Fluores-
zenz-Signal an der Festphase abgebildet. Weitere
Fluorophor-markierte Oligonukleotid-Sonden werden
für den spezifischen Nachweis von Zielsequenzen
eingesetzt. Die Verwendung von Molecular Beacons
als Biosensoren für sensitive und spezifische Nukle-
insäuredetektion ist in dem Stand der Technik be-
schrieben. Die Verwendung von Molecular Beacon-
oder TaqMan-Sonden für Mikroarray-Analysen hat
den Vorteil, dass die Zielsequenz nicht wie bei Oli-
gonukleotid-Mikroarrays in einem gesonderten Re-
aktionsschritt, welcher vor oder nach dem Hybridi-
sierungsereignisses durchgeführt wird, typischerwei-
se mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert werden muss.
Falls ein Voramplifikationsschritt ausserhalb des Mi-
kroarrays benötigt wird, entstehen jedoch eine erhöh-
ter Arbeitsaufwand und Kontaminationsgefahr. Da
immobilisierte Molecular Beaconoder TaqMan-Son-
den typischerweise mindestens drei Modifikationen
(Gruppe zur Immobilisierung, Fluoreszenzdonor und
-akzeptor) besitzen, entstehen unmittelbar bei Ände-
rungen der Zielsequenz oder des Array-Layouts hohe
Folgekosten für die Herstellung und Immobilisierung
neuer Sonden.

[0016] Weiterhin ist im Stand der Technik ein soge-
nannter „Invader Assay“ beschrieben, der von der Fir-
ma Hologic (früher: Third Wave Technology) entwi-
ckelt wurde. Der Assay kann unter isothermen Bedin-
gungen die Anwesenheit einer Zielsequenz nachwei-
sen. Das Verfahren benötigt im einfachsten Fall ei-

ne Struktur-spezifische Nuklease, zwei Zielsequenz-
spezifische Oligonukleotide – ein „Invader“-Oligonu-
kleotid und eine Sonde, welche über einen Fluores-
zenzdonor und -akzeptor verfügt. Während der Nach-
weisereaktion hybridisieren die beiden Oligonukleo-
tide an einen Strang der Zielsequenz, wobei sich
der 3’-Terminus des „Invader“-Oligonukleotids und
der 5’-Terminus der Sonde überlappen und eine Tri-
plex-Struktur (ternärer Komplex) bilden. Die gebilde-
te Triplex-Struktur stellt das Substrat für eine Struk-
tur-spezifische Nuklease dar, die die Sonde spal-
tet (Primärreaktion) und dabei ein zuvor unterdrück-
tes Fluoreszenz-Signal wiederherstellt. In einer wei-
teren Ausführung des „Invader Assays“ besitzt die
Sonde keine Fluoreszenz-Modifikationen, die freige-
setzte 5’-Region der Sonde kann jedoch eine nach-
folgende Detektionsreaktion (Sekundärreaktion) ak-
tivieren, indem es mit einem FRET-Detektionsmole-
kül interagiert und eine lokale Triplex-Struktur bildet.
Nach Spaltung dieses Komplexes entsteht ein Fluo-
reszenzsignal. Bei der beschriebenen Reaktion findet
eine Signalamplifizierung aber keine Zielsequenzam-
plifizierung statt. Der „Invader-Assay“ kann u.a. für
die Detektion von Einzelnukleotid-Polymorphismen
(SNP) verwendet verwendet werden.

[0017] Das von dem „Invader Assay“ abgeleitete In-
Plex®-System kombiniert eine Voramplifikation der
Zielsequenzen mit dem Invader® Assay. Dabei wer-
den die Zielsequenzen zuerst mittels PCR amplifiziert
und anschließend in eine Reaktionskartusche über-
führt und mehrere Stunden inkubiert (Detektionsre-
aktion). Die InvaderPlus®-Reaktion kombiniert eine
PCR mit der „Invader“-Reaktion in einem Reaktions-
gefäß, wobei eine Polymerase aus Thermus aquati-
cus und das Enzym Cleavase® verwendet werden.
Dabei wird zunächst mittels PCR die Zielsequenz am-
plifiziert und anschließend die Polymerase bei 99 °C
inaktiviert. Im nächsten Schritt wird der Reaktionsmix
auf eine Temperatur abgekühlt, bei der sich ein In-
vader-Oligonukleotid und eine Sonde an die Zielse-
quenz anlagern. Diese Struktur wird von der Clea-
vase® erkannt, worauf eine Spaltungsreaktion mit Si-
gnalgenerierung ablaufen kann. Diese Endpunkt-Re-
aktion dauert typischerweise zwei Stunden.

[0018] Im Stand der Technik sind mehrere Festpha-
sen-basierte Ansätze bekannt, bei denen die Zielse-
quenz-spezifische Sonde örtlich-aufgelöst auf einer
geeigneten Oberfläche immobilisiert ist und zur De-
tektion von SNPs in genomischer DNA verwendet
werden kann. Dabei erfolgt die Detektion direkt über
eine Fluoreszenzänderung bzw. indirekt nach erfolg-
ter Ligation eines Spaltungsproduktes mit einem Pri-
mer und universeller Rolling Circle Amplifikation so-
wie Markierung mit einem sequenzunspezifischen
Fluoreszenzfarbstoff bzw. Biotin-markierten Oligonu-
kleotid und anschließender Inkubation mit Strepta-
vidin-beschichteter Goldpartikel. Da bei diesem iso-
thermen Verfahren keine Zielsequenz-Amplifizierung
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erfolgt, liegt die typische Inkubationsdauer einer Ana-
lyse bei bis zu 24 Stunden gefolgt von einer Fluores-
zenzmessung.

[0019] Mikroarray-Analysen umfassen mehrere Ar-
beitsschritte, typischerweise Auswahl der Sequenz
des immobilisierten Fängermoleküls, Probenvorbe-
reitung und Amplifikation, Hybridisierung bzw. Inku-
bation gefolgt von anschließenden Waschschritten
sowie Signalmessung und Datenverarbeitung. Die im
Stand der Technik bisher beschriebenen Mikroarrays
basieren auf dem Prinzip der direkten Wechselwir-
kung zwischen Ziel- und immobilisierten Fängermo-
lekül, daher muss ein geändertes Fängermolekül ver-
wendet werden, sobald ein abweichendes Zielmole-
kül detektiert werden soll. Dies bedingt prinzipiell die
Herstellung eines geänderten Arrays und ist ein we-
sentlicher Zeit- und Kostenfaktor. Aufgrund des auf-
wändigen Herstellungsprozesses, werden aus wirt-
schaftlichen Gründen größere Stückzahlen eines Se-
quenzlayouts gefertigt. Somit bieten Arbeiten mit
Mikroarrays geringe Flexibilität in Bezug auf das
nachzuweisende Zielmolekül, da ein geändertes Se-
quenzlayout hohe Folgekosten und Prozessierungs-
aufwand nach sich zieht. Ferner sind im Stand der
Technik universelle Mikroarrays offenbart. Universel-
le Nukleinsäure-Mikroarrays, bei denen die Sequenz
der immobilisierten Fängermoleküle unabhängig von
der Zielsequenz ist, sind z. B. kommerziell erhältlich,
z.B. Affymetrix „GeneChip Universal Tag Arrays“.
Diese Verfahren basieren auf einem universellen Mi-
kroarray-Sequenzlayout, bei dem die immobilisierten
Oligonukleotide (ZIP code bzw. Universal Tag) un-
abhängig von der nachzuweisenden Sequenz sind
und nicht mit dieser interferieren. Bei einer typischen
Nachweisreaktion wird die Zielsequenz in der Re-
gel in einem gesonderten Reaktionsgefäß amplifiziert
und ggf. aufgereinigt. Anschließend erfolgt ein Ligati-
onsschritt, bei dem in Anwesenheit der Zielsequenz
eine spezifische Detektionssonde und eine Fluores-
zenzsonde direkt nebeneinander an der Basenabfol-
ge der Zielsequenz hybridisieren. Die Detektionsson-
de besitzt einen Zielsequenz-unspezifischen Über-
hang (complementary ZIP code, cZIP code), wel-
cher als Adressierungssequenz dient und komple-
mentär zu einer ZIP code-Sonde des Mikroarrays ist.
Durch die Ligation entsteht ein Produkt aus Detekti-
ons- und Fluoreszenzsonde, welches für eine Hybri-
disierung auf einem ZIP code-Mikroarray verwendet
wird. Ein Fluoreszenzsignal an einem spezifischen
ZIP code-Spot ist ein indirekter Hinweis auf die Anwe-
senheit der Zielsequenz im Reaktionsmix. Als Fest-
phase können auch kodierte Mikrokugeln (Beads)
verwendet werden. Dabei wird jedem Fängermolekül
ein eindeutig identifizierbares Bead zugewiesen, was
durch eine definierte Nukleotidsequenz oder Färbung
bzw. Intensität erreicht wird. Durch diese Zuordnung
kann in einem späteren Arbeitsschritt eine automati-
sierte Detektion des Beads sowie die parallele Analy-
se durchgeführt werden. Diese Methode besitzt den

Vorteil, dass die Beads in der Flüssigphase homoge-
nisiert vorliegen und die daraus resultierenden Reak-
tionskinetiken höher sind als bei vergleichbaren Flüs-
sig-/Festphaseninteraktionen.

[0020] Ein als „cDNA-vermittelte Annealing, Selek-
tion, Extension und Ligation“ (DASL) betiteltes Ver-
fahren zur Expressionsanalyse mittels universellen
Mikroarrays ist ebenso im Stand der Technik be-
schrieben. Dabei wird zunächst RNA mittels Biotin-
markierten Oligo-d(T)18 und Primermolekülen zufäl-
liger Sequenz in cDNA umgeschrieben. Anschlie-
ßend erfolgt ein Hybridisierungsschritt zweier lokus-
spezifscher Oligonukleotide, wobei beide Olignukleo-
tide universelle, lokus-unspezifische Sequenzüber-
hänge besitzen. Das 3’-terminale Oligonukleotid ver-
fügt über eine Adressierungsequenz, welche zwi-
schen dem sequenzspezifischen Bereich und dem
unspezifischen Sequenzüberhang integriert ist. Die
Adressierungsequenz ist komplementär zu einer de-
finierten Sequenz auf dem universellen Mikroarray.
In einer Verlängerungsreaktion wird der Bereich zwi-
schen den Oligonukleotiden komplementär ergänzt
und im nächsten Schritt ligiert. Unter Verwendung
spezieller Oligonukleotide kann anschließend eine
Vervielfältigung des Ligationsprodukts mittels PCR
erfolgen, wobei durch Fluoreszenz-markierte Primer
eine Markierung des amplifizierten Ligationsprodukt
erfolgt. Im nächsten Schritt wird eine Hybridisierung
an ein universelles Array bzw. Bead durchgeführt.
Das DASL-Verfahren bietet im Vergleich zu den vor-
herig beschriebenen universellen Mikroarrays den
Vorteil, dass mehr Möglichkeiten zur Sequenzaus-
wahl der zu ligierenden Oligonukleotide besteht, da
eine Verlängerungsreaktion die fehlenden Nukleoti-
de ergänzt. Allerdings muss durch diese Reaktion
ein weiterer fehleranfälliger Arbeitsschritt in den Ab-
lauf integriert werden. Durch die zahlreichen Prozes-
sierungs- und Analyseschritte sind diese Methoden
sehr zeitintensiv, zusätzlich besteht Kontaminations-
gefahr, da amplifizierte Nukleinsäure-Fragmente zwi-
schen Reaktionsgefäßen überführt werden müssen.
Des Weiteren ist die Methode nur für Endpunkt-Mes-
sungen ausgelegt.

[0021] In der US 5,653,939 und US 6,099,803 ist
ein Verfahren beschrieben, dass durch lokale Mani-
pulation eines elektrischen Feldes den elektropho-
retischen Transport geladener (Bio)Moleküle zu de-
finierten Mikrolokationen (Spots) auf einem Mikro-
elektronikchip ermöglicht. Dieser „aktiver Mikroelek-
tronik-Array“, der unter der Bezeichnung NanoChip®

kommerzialisiert wurde, besteht aus einem geord-
neten Aufbau individuell adressierbarer Elektroden.
Durch Anlegen einer Spannung an eine oder meh-
rere Elektroden können geladene Analyte spezifisch
an definierte Spots auf dem Halbleiter-Chip bewegt
und konzentriert werden. Werden die Spots mit kom-
plementären oder affinen Fängermolekül versehen,
kann durch elektrophoretischen Transport ein Hybri-
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disierungs- oder Affinitätsereignis innerhalb kurzer
Zeitspannen stattfinden. Da Polarität und anliegen-
de Spannung der Elektroden beliebig geändert wer-
den kann, ermöglicht dies die Manipulation von Teil-
chen mit negativer (z.B. Nukleinsäuren, teilweise Pro-
teine) und positiver (z.B. teilweise Proteine) Nettola-
dung. Durch Belegung mehrerer Spots mit verschie-
denen Fängermolekülen kann eine Multiplex-Analy-
se mit einer aufgetragenen Probe durchgeführt wer-
den. Durch Umpolen der Elektroden erfolgt ein Ab-
stoßen der Zielmoleküle vom Fängermolekül, wo-
durch die Stärke der Wechselwirkung ermittelt (Sele-
kltivität) und unspezifische Bindungen minimiert wer-
den („elektrische Stringenz“). Die Immobilisierung der
Fängermoleküle erfolgt typischerweise über Biotin-
Modifikationen, die selektiv an das Streptavidin-mo-
difizierte Polymer-Gel der Chipoberfläche binden. Die
NanoChip-Geräteplattform eignet sich prinzipiell für
DNA-Hybridisierungen, SNP- oder STR-Analysen so-
wie Zelltyp-Bestimmungen und on-chip SDA-Reak-
tionen. Die Detektion kann durch passive Hybridisie-
rung markierter Sonden oder durch gängige Antikör-
per-Techniken erfolgen. Durch die angelegte Span-
nung entstehen im Bereich der Elektroden Elektro-
lyseprodukte (H+, OH-, H2, O2 und freie Radikale),
welche das Zielmolekül schädigen können. Um die-
sen Effekt zu minimieren ist die Applikation einer se-
parierenden Zwischenschicht in Form eines Polymer-
Gels notwendig. Da diese Plattform ausschließlich
Molekülinteraktionen zu detektieren vermag, muss
das Probenmaterial in der Regel in einem vorgelager-
ten Schritt angereichert werden. Dies ist vor allem für
Nukleinsäuren notwendig, die typischerweise mittels
asymmetrischer PCR vervielfältigt werden. Die Gerä-
teplattform besteht aus einer System- und Mikrochip-
kontrolleinheit, welche z.B. die Steuerung der ange-
legten Spannung und Fluidik regeln.

[0022] Ein weiterer universeller Ansatz zur Detektion
von Zielmolekülen wurde von High-Throughput Ge-
nomics (HTG) vermarktet (z. B. US 2001/0034025 A1
oder US 6,238,869 B1). Grundlage für diesen Ansatz
bildet ein universelles Array verschiedener Anker-Oli-
gonukleotide, welche am 3’-Terminus an einer Fest-
phase (Mikrotiterplatte) immobilisiert sind. Linker-Mo-
leküle, die einen komplementären 5’-Abschnitt zu den
beschriebenen Anker-Oligonukleotide und einen Ziel-
molekül-spezifischen 3’-Abschnitt aufweisen, ändern
nach erfolgter Hybridisierung die Bindespezifität an
dieser Arrayposition. Sollen mit dem neu konfigu-
rierten Array Nukleinsäuren detektiert werden, be-
steht das Linker-Molekül aus einem Oligonukleotid,
für den Nachweis von Proteinen besteht das Mole-
kül typischerweise aus einem Oligonukleotid-Antikör-
per-Konjugat. Eine von HTG vorgestellte Ausführung
zur Detektion von mRNA für Expressionsanalysen er-
möglicht den parallelen Nachweis von 16 verschie-
denen Loci pro Kavität einer handelsüblichen Mikro-
titerplatte. Dazu werden beispielsweise Zellen in ei-
nem gesonderten Gefäß in Anwesenheit von mRNA-

komplementären DNA-Sonden lysiert und denatu-
riert. Nach erfolgter Hybridisierung werden durch Zu-
gabe einer S1 Nuklease einzelsträngige Nukleinsäu-
ren (mRNA und Überschuss der DNA-Sonden) ver-
daut. Durch alkalische Hydrolyse wird der RNA-Anteil
des Duplex degradiert, so dass nach Neutralisation
stöchiometrische Mengen der DNA-Sonden im An-
satz vorhanden sind. Anschließend wird der Ansatz
auf das Array transferiert, worauf sequentielle Hybri-
disierungen einer zur DNA-Sonde teilkomplementä-
ren Detektions-Sonde und ein dazu komplementäres
Detektions-Konjugat, welches mit einer Peroxidase-
Modifikation versehen ist, durchgeführt werden. Nach
Zugabe geeigneter Substrate entsteht an der Posi-
tion des Arrays ein lokales Chemilumeneszenz-Si-
gnal, an dem der beschriebene Hybridisierungskom-
plex erfolgreich gebildet werden konnte. Durch die
zahlreichen Prozessierungsschritte ist das Verfahren
arbeitsintensiv. Ein weiterer Nachteil besteht in der
geringen Sensitivität des Assays, da keine Amplifi-
kationsreaktion in das Assay-Protokoll integriert ist.
Somit können beispielsweise sehr geringe Nuklein-
säurekonzentrationen nicht ausreichend empfindlich
nachgewiesen werden. Zusätzlich können die zahl-
reichen Hybridisierungsschritte zu Interferenzen und
somit zu unerwünschten unspezifischen Reaktionen
oder falsch-positiven Signalen führen.

[0023] Verfahren zum Proteinnachweis mittels Nu-
kleinsäure-basierter Methoden sind in dem Stand der
Technik offenbart. Dabei interagiert der Analyt mit ei-
nem immobilisierten Protein (z.B. ein Antikörper) und
wird anschließend mit einem Protein-Nukleinsäure-
konjugat inkubiert. In einem folgenden Waschschritt
werden nicht-gebundenen Moleküle entfernt. Das
Konjugat enthält eine Nukleotidsequenz, die komple-
mentär zu einem zirkulären DNA-Molekül ist, wel-
ches anschließend hinzugegeben wird. Durch Pro-
zessierung mit einer geeigneten Polymerase wird
der Primer verlängert und mittels RCA Konkatame-
re des DNA-Moleküls generiert. Nach Inkubation mit
Gold- modifizierten Sonden oder Sequenz-unspezifi-
schen Fluoreszenzfarbstoffen, werden die Bereiche
eines Mikroarrays spezifisch markiert, an denen Fän-
germolekül und Detektionskonjugat an den Analy-
ten gebunden haben. Mittels geeigneter Detektions-
verfahren lassen sich Bindungsereignisse des Ana-
lyten somit ortsaufgelöst nachweisen. Nachteilig ist,
dass zwei verschiedene Proteine bzw. Protein-Nu-
kleinsäure-Konjugate verwendet werden, welche di-
rekt mit dem jeweiligen Analyten korrelieren. Die Ver-
wendung von Proteinen und den davon abgeleite-
ten Verfahren ist aufgrund der Synthese ein großer
Kostenfaktor. Einen prinzipiell ähnlichen Ansatz ver-
folgt die Firma Chimera Biotec mit der entwickelten
Imperacer®-Technologie, wobei Antikörper-DNA-Chi-
märe, d.h. synthetische DNA-Fragmente, an die ein
Antikörper gekoppelt wurde, verwendet werden. Bin-
det dieser Antikörper an das passende Antigen, kann
nach anschließenden Waschschritten das gekoppel-
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te DNA-Fragment mittels real-time PCR amplifiziert
und detektiert werden.

[0024] In Zentrallaboratorien wird die labormedizi-
nische Diagnostik mit Hilfe von Analysenautoma-
ten durchgeführt und umfasst Bereiche der klini-
schen Chemie, medizinischen Mikrobiologie und me-
dizinischen Immunbiologie sowie Transfusionsmedi-
zin. Neben diesen Hochdurchsatz- Systemen gibt
es deutlich kleinere Geräte, die eine patientenna-
he („point of care“) Multianalyt-Analyse zum Beispiel
wichtiger Blutwerte oder Markerproteinen ermögli-
chen. Diese nutzen verschiedene Prinzipien der De-
tektion, wie Absorptionsmessung einer chromogenen
Reaktion der Probe mit in der Reaktionskartusche
vorgelagerten Reagenzien (z. B. Abaxis Piccolo®

Xpress), Durchfluss-Immunoassay mittels einer mit
Antikörper-markierten Membran und anschließender
Markierung des Analyten mit Gold-modifizierten De-
tektionsantikörpern (z. B. Axis-Shield Afinion) oder ei-
nes linearen Teststreifens (z. B. Abbott Point-of-Care
i-STAT®, Roche Cobas h232, BioSite® Triage®-Sys-
tem). Bei diesen Verfahren wird die Testflüssigkeit in
eine spezielle Reaktionskartusche appliziert, in wel-
cher ein saugfähiges Material die Probe durch Ka-
pillarkräfte aufnimmt, transportiert und ggf. separiert.
Typischerweise basieren die angebotenen Testkits
auf Immunofluoreszenz-Technologie. An definierten
Zonen sind auf dem Material Reagenzien vorgelagert
(Detektionsantikörper) bzw. immobilisiert (Fängeran-
tikörper). Die Durchführung erfordert typischerweise
keine Probenpräparation, so dass die Tests mit Voll-
blut, Blutplasma oder Urin durchgeführt werden kön-
nen (ggf. mit internem Filter für Blutzellen und Par-
tikel) und detektieren in den meisten Fällen mehre-
re Analyte innerhalb einer Reaktion. Die Ergebnis-
se sind innerhalb von etwa 15 Minuten verfügbar.
Die zur Verfügung stehenden Testkits umfassen Mar-
ker für Herzkrankheiten, Pathogene sowie Stoffwech-
selprodukte von diversen Medikamenten. Die Vortei-
le der beschriebenen Ausführungen bestehen in der
hohen Benutzerfreundlichkeit (einfaches Durchfüh-
rungsprotokoll, keine Probenvorbereitung) und gerin-
gen Prozessierungsdauer. Nachteilig ist, dass die-
se vor allem in der klinischen Diagnostik eingesetz-
ten Geräte nur mit proprietärem Verbrauchsmaterial
kompatibel sind und die Verwendung auf klinisch-re-
levante Marker und Parameter (zum Beispiel kardio-
vaskuläre Erkrankungen) beschränkt ist. Außerdem
ist der Einsatz sehr stark durch den Hersteller be-
schränkt, da nur für bestimmte Zielmoleküle Nach-
weise durchgeführt werden können, für die der Her-
steller freigegebene Testkits anbietet.

[0025] Das beschriebene Teststreifen-Prinzip findet
ebenfalls Anwendung in der Nukleinsäureanalytik.
Dabei wird die nachzuweisende Nukleinsäure ampli-
fiziert und auf einen Teststreifen appliziert, auf dem
sich Zielsequenz-spezifische Fänger- und Nachweis-
moleküle befinden. Durch Kapillarkräfte passiert die

Zielsequenz verschiedene Zonen auf dem Teststrei-
fen und interagiert mit den verschiedenen komple-
mentären bzw. affinen Molekülen. Durch Ermittlung
einer Nachweisbande (z.B. mittels Gold-markierter
Nachweismoleküle) an einer definierten Stelle des
Teststreifens kann das Vorhandensein der Zielse-
quenz in der zu untersuchenden Probenlösung er-
mittelt werden. Ein universeller Ansatz zur Detek-
tion beliebiger Nukleinsäurensequenzen ist in dem
Stand der Technik beschrieben (z. B. Baeumner, A.J.
et al, 2004, A universal nucleic acid sequence bio-
sensor with nanomolar detection limits, Anal. Chem.,
76, 888–894.). Dabei wird die Probenlösung ampli-
fiziert und mit bifunktionalen Reporter-Sonden inku-
biert. Ein Abschnitt der Sonde hybridisiert an die Ziel-
sequenz, wohingegen ein anderer Abschnitt an Vesi-
kel mit immobiliserten Oligonukleotiden komplemen-
tärer Sequenz bindet. Ein weiterer Abschnitt der am-
plifizierten Zielsequenz bindet an ein Biotin-modifi-
ziertes Oligonukleotid. Nach Applizierung des Test-
streifens in die Lösung, erfolgt ein gerichteter Trans-
port des Hybridisierungskomplexes, welcher an einer
Streptavidin-modifizierten Zone akkumuliert und de-
tektiert werden kann. Die Teststreifen-basierte Nukle-
insäureanalytik benötigt einen vorgeschalteten Am-
plifikationsschritt und die damit verbundene Handha-
bung von post-PCR-Produkten. Zusätzlich sind die
Systeme durch einen geringen Multiparameter-Grad,
geringe Sensitivität und eingeschränkte Quantifizie-
rung limitiert.

[0026] In verschiedenen Bereichen der klinischen
Analytik und in vitro-Diagnostik besitzen Multianalyt-
Nachweise große Bedeutung, wozu im Folgenden ei-
nige Beispiele aufgeführt werden (ohne jedoch hier-
auf begrenzt zu sein): Beispielsweise ist für die Blut-
gruppenbestimmung nicht nur die AB0-Genotypisie-
rung relevant, sondern auch die Erstellung des Hu-
manen Neutrophilen Antigen-Profils (HNA), welches
für Blut- und Gewebetransfusionen ermittelt werden
muss. Auch die parallele Überprüfung von Blutspen-
derproben auf HIV-Varianten und Hepatitis-B bzw. -
C-Viren wird routinemäßig mit Immunoassays oder
Nukleinsäure-basierten Techniken durchgeführt. Der
spezifische Nachweis von Pathogenen bedingt die
Bestimmung mehrerer genomischer Loci, um eine
davon abgeleitete Diagnose nach kurzen Analysezei-
ten zu ermöglichen.

[0027] Die Aktivitätsbestimmung verschiedener
Marker- und Kontrollgene erlaubt die Erstellung eines
Expressionsprofils. Dies kann beispielsweise ver-
wendet werden, um Onkogene, welche Zellteilung
und -differenzierung beeinflussen und daher in en-
ger Korrelation zu Krebserkrankungen stehen, zu
identifizieren oder Vorhersagen über die Wirksam-
keit bestimmter Medikamente abhängig vom Geno-
typ des Patienten zu treffen (Personalisierte Medizin).
Auch häufig vertretene Erbkrankheiten lassen sich
in der molekularbiologischen (Pränatal-)Diagnostik
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nachweisen, dazu zählen u. a. Zystische Fibrose
(Mukoviszidose), Phenylketonurie (Stoffwechselstö-
rung) und Thalassämie (Degradation der Erythrozy-
ten). Des Weiteren erlaubt die gemeinsame Detekti-
on von Entzündungsmarkern, wie Procalcitonin oder
Cytokine, einen Rückschluss auf den Schweregrad
einer Infektion.

[0028] Zahlreiche diagnostische Fragestellung erfor-
dern die Analyse mehrerer Zielmoleküle, genetischer
Loci oder anderer Marker sowie interner Kontrollen
bzw. Referenzen, so dass Methoden, die nur die
Bestimmung eines einzelnen Parameters pro Ana-
lyse erlauben, in der Regel wenig aussagekräftig
sind. Werden zur Erfassung mehrerer Parameter ver-
schiedene Einzelanalysen parallel durchgeführt, ist
das andererseits unökonomisch: Die Probenlösung
muss in mehrere homogene Reaktionsansätze auf-
geteilt werden, in denen unterschiedliche Zielmolekü-
le nachgewiesen werden. Ein Nachteil dabei ist, dass
durch das Aufteilen der Probenlösungen in „n“ Aliquo-
te die Stoffmenge in der Einzelreaktion um Faktor 1/
n reduziert wird, wobei sich die Sensitivität der Nach-
weisreaktion entsprechend erniedrigt.

[0029] Ein weiterer Nachteil st, dass die Analytik
von Proben mit niedriger Nukleinsäure- oder Prote-
in-Konzentration ohne einen Analyt-abhängigen vor-
geschalteten Aufkonzentrationsbzw. Amplifikations-
schritt aufgrund der niedrigen Sensitivität mancher
Detektionsverfahren nicht möglich ist. Bei der paral-
lelen, Mikroarray-basierten Analyse niedrig konzen-
trierter Nukleinsäuren stellt die Voramplifikation ei-
nerseits einen zusätzlichen Arbeitsschritt dar und
bringt ferner das Problem mit sich, dass abhängig von
der initialen Stoffmenge und Reaktionseffizienz keine
homogene Amplifikation stattfindet und quantitative
Aussagen nur eingeschränkt möglich sind. Als nach-
teilig ist außerdem das Transferieren von amplifizier-
ten Produkten zwischen verschiedenen Reaktionsge-
fäßen und Geräten anzusehen, da dies nicht nur mit
einem zusätzlichen Arbeitsschritt verbunden ist, son-
dern zusätzlich ein Kontaminationsrisiko darstellt.

[0030] Mikroarray-Analysen beruhen auf der direk-
ten Interaktion zwischen einem typischerweise ört-
lich aufgelösten, immobilisierten Fängermolekül (Bin-
dungspartner oder Sonde) auf einem planaren Sub-
strat und einem Zielmolekül, welches frei diffusiv in
der Flüssigphase vorliegt. Ein Nachteil dieser Metho-
den ist, dass sie mehrere Arbeitsschritte umfassen:
eine vorgeschaltete Amplifikation bzw. Anreicherung,
die Markierung der Zielmoleküle, um die Interaktion
der Zielmoleküle mit dem Fängermolekül nachzuwei-
sen, sowie mehrmalige Hybridisierungs- und Wasch-
schritte. Des Weiteren tritt bei der beschriebenen di-
rekten Abhängigkeit zwischen Fänger- und Zielmole-
kül das Problem auf, dass die Immobilisierung einer
anderen Sonde erforderlich ist, wenn sich eine neue
experimentelle Fragestellung ergibt, z.B. ein abwei-

chender Genotyp eines Virus nachgewiesen werden
soll.

[0031] Ein weiterer Nachteil ist, dass aufgrund des
aufwändigen Herstellungsprozesses und den hohen
Rüstkosten (Konfiguration des Arrays, Reinigung der
Prozessierungselemente) die Fertigung eines Se-
quenzlayouts nur in größeren Stückzahlen wirtschaft-
lich (Skaleneffekte) ist. Diese eingeschränkte Flexi-
bilität reduziert den Vorteil der hoch-parallelen und
automatisierbaren Prozessierungen. Nachweise mit
universellen Nukleinsäure-Mikroarrays, deren Son-
den unabhängig vom nachzuweisenden Zielmolekül
sind, können diesen Nachteil umgehen, allerdings ist
der Arbeitsaufwand dieser Methoden sehr hoch, wo-
durch sich diese nicht durchgesetzt haben. Weiterhin
ist neben den beschriebenen technischen Nachteilen
der universellen Mikroarrays bislang kein biochemi-
sches System aus dem Stand der Technik bekannt,
welches kombinierte Multiplex-Analysen in verschie-
denen Stoffklassen, wie zum Beispiel Nukleinsäuren
und Proteine, erlaubt, so dass für unterschiedliche
Nachweise verschiedene Verfahren oder Geräte ver-
wendet werden müssen.

[0032] Aufgabe der Erfindung war es demgemäß ein
System, ein Mittel oder ein Verfahren bereitzustellen,
dass die Detektion unterschiedlicher Biomoleküle er-
möglicht, wobei es universell einsetzbar ist und nicht
die Nachteile oder Mängel des Standes der Technik
aufweist.

[0033] Gelöst wird die Aufgabe durch die unabhängi-
gen Ansprüche. Vorteilhafte Ausführungsformen er-
geben sich aus den Unteransprüchen.

[0034] Es war völlig überraschend, dass eine Media-
tor-Sonde zur Bindung an ein Zielmolekül und/oder
ein Nachweismolekül bereitgestellt werden kann, die
nicht die Nachteile oder Mängel der im Stand der
Technik offenbarten Sonden oder Systeme aufweist,
wobei die Mediator-Sonde eine Sonden-Region und
eine Mediator-Region umfasst, wobei die Sonde ein
Oligonukleotid ist und die Sonden-Region am 3’-Ter-
minus und die Mediator-Region am 5’-Terminus des
Oligonukleotides angeordnet ist, wobei zwischen den
Regionen eine chemische, biologische und/oder phy-
sikalische Spaltstelle vorliegt und die Sonden-Region
eine Affinität zu dem Zielmolekül und die Mediator-
Region eine weitere Affinität zu dem Nachweismole-
kül aufweist.

[0035] In einem weiteren Aspekt betrifft die Erfin-
dung eine Mediator-Sonde zur Bindung an ein Ziel-
molekül und/oder ein Nachweismolekül umfassend
eine Sonden-Region und eine Mediator-Region, wo-
bei die Sonde ein Oligonukleotid ist und die Sonden-
Region am 3’-Terminus und die Mediator-Region am
5’-Terminus des Oligonukleotides angeordnet ist, wo-
bei zwischen den Regionen eine chemische, biologi-
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sche und/oder physikalische Spaltstelle vorliegt und
die Sonden-Region eine Affinität zu dem Zielmole-
kül und die Mediator-Region eine weitere Affinität zu
dem Nachweismolekül aufweist, wobei die Spaltung
der Mediator-Sonde insbesondere durch eine Ampli-
fikation des Zielmoleküls erfolgt. Die Mediator-Sonde
umfasst mindestens eine Region – Region 1-, wel-
che komplementär oder affin zum Zielmolekül ist, und
eine weitere Region – Region 2-, welche nicht-kom-
plementär oder nicht-affin zum Zielmolekül ist. Da-
bei können Region 1 und Region 2 vorteilhafterwei-
se sowohl funktionell als auch räumlich überlappend
sein. Die Mediator-Sonde kann in Anwesenheit des
Zielmoleküls und eines oder mehrerer Hilfsmolekü-
le struktur-spezifisch gespalten werden. Eine erfin-
dungsgemäße Signalentwicklung kann nur durch ei-
ne gespaltene Mediator-Sonde erfolgen.

[0036] Weiterhin ist eine Mediator-Sonde bevorzugt,
die eine Region – Region 1-, welche komplementär
oder affin zum Zielmolekül ist, und eine weitere Re-
gion – Region 2-, welche nicht-komplementär oder
nicht-affin zum Zielmolekül ist, und eine weitere Re-
gion – Region 3-, welche komplementär oder affin zur
besagten Region 2 ist, aufweist. Dabei können Regi-
on 1, Region 2 und/oder Region 3 sowohl funktionell
als auch räumlich überlappend sein. Eine direkte oder
indirekte Interaktion von Region 1 mit dem Zielmole-
kül erzeugt eine Veränderung von Region 2 oder Re-
gion 3 und verändert damit die Affinität oder Interak-
tion zwischen Region 2 und Region 3 bzw. der kom-
pletten Mediator-Sonde.

[0037] Es war völlig überraschend, dass ein Mittel
zur Verfügung gestellt wird, das universell einsetzbar
ist und insbesondere zur Minimierung der Kontami-
nationsfälle bei molekularbiologischen Nachweisme-
thoden beiträgt. Es wird mittels einer biochemischen
Reaktion eine Detektion verschiedener Moleküle, be-
vorzugt auf einem universellen Detektions-Chip mit
standardisierten Fängermolekülen erzielt. Dies wird
insbesondere dadurch ermöglicht, dass die direk-
te, physikalische Wechselwirkung zwischen Zielmo-
lekül und immobilisierten Nachweismolekül aufgeho-
ben wird. Eine Detektionssonde, die im Sinne der Er-
findung insbesondere als Mediator-Sonde bezeich-
net wird, fungiert als Übermittler (Informationsträger)
zwischen Ziel- und Nachweismolekül. Durch Interak-
tion mit dem Zielmolekül wird die Mediator-Sonde (in
Anwesenheit von weiteren Hilfsmolekülen) bevorzugt
gespalten und setzt ein aktiviertes Mediator-Molekül
frei, welches eine Nachweisreaktion initiiert.

[0038] Im Sinne der Erfindung beschreibt ein abasi-
sches Nukleotid insbesondere einen DNA-Baustein,
dessen Desoxyribose nicht an eine Base verknüpft
ist und somit nur ein Phosphat-Zucker-Rückgrat dar-
stellt. In DNA-Duplexen erfolgt an dieser Position
keine Wasserstoffbrückenbildung. Diese Modifikation

kann unter Verwendung von Tetrahydrofuran (THF)
synthetisiert werden.

[0039] Der Begriff Amplifikation bezeichnet insbe-
sondere eine Vervielfältigung (eines Nukleinsäure-
moleküls).

[0040] Aptamer beschreibt im Sinne der Erfindung
insbesondere ein Oligonukleotid, das mit Molekülen
aus anderen Stoffklassen (z.B. Proteinen) aufgrund
ihrer strukturellen Eigenschaften interagieren bzw. an
diese binden kann.

[0041] Ein Bead kennzeichnet bevorzugt Mikroku-
geln mit einem Durchmesser von insbesondere 5–
100 µm. Diese können ggf. auf der Oberfläche bzw.
im Inneren modifiziert bzw. funktionalisiert vorliegen.
Die Verwendung von Beads erlaubt die Bereitstellung
großer Oberflächen in einem definierten Reaktions-
volumen.

[0042] Fängermolekül bezeichnen im Sinne der Er-
findung insbesondere ein Molekül, welches mit ei-
nem anderen Molekül (typischerweise mit dem nach-
zuweisenden Zielmolekül) interagiert.

[0043] FRET kennzeichnet bevorzugt einen Fluores-
zenz-Resonanz-Energie-Transfer, insbesondere die
Energie-Übertragung von einem Donor- zu einem Ak-
zeptor-Molekül.

[0044] Der Begriff HDA kennzeichnet vorteilhafter-
weise eine Helikase-abhängige Amplifikation (Heli-
case Dependent Amplification, HDA), insbesonde-
re ein isothermers Nukleinsäure-Amplifikationsver-
fahren, welches typischerweise aus zwei enzymati-
schen Komponenten besteht. Eine Helikase dient zur
Trennung der DNA-Doppelstränge, wobei die DNA-
Polymerase zur Synthese der DNA verwendet wird.

[0045] Ein Hilfsmolekül bezeichnet insbesondere ein
Molekül, welches in Anwesenheit des Zielmoleküls
zur Zustandsänderung der Mediator-Sonde beiträgt.
Es können verschiedene Hilfsmoleküle aus einer
oder verschiedenen Stoffklassen verwendet wer-
den. Beispiele: Enzyme (Polymerasen), Nukleinsäu-
ren (Oligonukleotide). Es ist bevorzugt, dass die, an
das Zielmolekül gebundene Sonden-Region durch
ein Hilfsmolekül enzymatisch verlängert wird.

[0046] Der Begriff LDR steht bevorzugt für eine Li-
gationsdetektionsreaktion (Ligase Detection Reac-
tion). Nukleinsäureamplifikationsverfahren, bei dem
zwei oder mehr an einem Nukleinsäurestrang neben-
einander hybridisierte Oligonukleotide durch Ligation
miteinander verknüpft werden. Bei dieser Methode
dient das Produkt als Substrat für den nächsten Zy-
klus.
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[0047] Die Mediator-Sonde kennzeichnet insbeson-
dere ein Molekül, welches mindestens zwei funktio-
nelle Regionen besitzt, die mit dem Zielmolekül bzw.
dem Nachweismolekül interagieren können. Die Me-
diator-Sonde löst vorteilhafterweise bei Vorhanden-
sein eines Zielmoleküls – ggf. unter Interaktion mit
Hilfsmolekülen – eine Nachweisreaktion aus.

[0048] Ein Mikroarray bezeichnet bevorzugt eine
ortsaufgelöste, mindestens 1-dimensionale Anord-
nung von immobilisierten Fängermolekülen auf einer
geeigneten (typischerweise planaren) Festphase. Al-
ternative Methoden ermöglichen einen Festphasen-
gestützten Ansatz unter Verwendung von Beads, die
z.B. durch unterschiedliche Färbungen eine eindeuti-
ge Diskriminierung erlauben. An eine definierte Bead-
Klasse kann ein bestimmtes Fängermolekül immobi-
lisiert werden.

[0049] Eine Multiplex-Analyse beschreibt insbeson-
dere einen parallelen Nachweis mehrere Zielmolekü-
le in einem Reaktionsansatz.

[0050] Der Begriff Nachweismolekül kennzeichnet
im Sinne der Erfindung insbesondere ein Molekül, mit
dem das Zielmolekül direkt oder indirekt interagieren
kann und ggf. durch Prozessierung eine Nachweisre-
aktion (z.B. Änderung eines Fluoreszenzsignals) her-
vorrufen kann.

[0051] Ein Nachweishilfsmolekül beschreibt insbe-
sondere ein Molekül, welches vorteilhafterweise mit
Mediator und Nachweismolekül interagiert, wobei be-
vorzugt eine Nachweisreaktion ausgelöst wird. Es
können verschiedene Hilfsmoleküle aus einer oder
verschiedenen Stoffklassen verwendet werden.

[0052] Nested PCR bezeichnet bevorzugt eine ver-
schachtelte PCR (Nukleinsäureamplifikations-Vari-
ante), wobei zwei Primer-Paare verwendet werden.
Das äußere Primer-Paar dient zur Voramplifikation
der Zielsequenz, das innere Primer-Paar zur Haupt-
amplifikation. Das Verfahren erhöht die Spezifität des
Nachweises.

[0053] Der Begriff NOC-PCR beschreibt insbeson-
dere eine spezielle Ausführung der PCR, nämlich die
nested on-chip PCR, wobei neben den Primern in
Flüssigphase auch mindestens ein Primer auf einer
geeigneten Oberfläche immobilisiert ist, der innerhalb
des amplifizierten Bereichs bindet.

[0054] PCR kennzeichnet insbesondere die Polyme-
rase Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction).
Verfahren, bei welchem ein von Primermolekülen be-
grenzter Nukleinsäureabschnitt exponentiell amplifi-
ziert wird. Dabei wird der Reaktionsansatz zyklisch
erhitzt und abgekühlt.

[0055] Ein Primer beschreibt bevorzugt ein Oligonu-
kleotid, welches typischerweise komplementär zu ei-
nem Abschnitt der zu amplifizierenden Nukleinsäu-
re ist und diesen Abschnitt begrenzt. Typischerweise
werden zwei Primer, die ein Amplikon definieren, als
Forward Primer und Reverse Primer bezeichnet. Da
die Polymerisation vom 5’-Terminus in Richtung 3’-
Terminus durchgeführt wird, benötigt ein Primer ei-
nen 3’-OH-Terminus, an die Polymerase die weiteren
Nuklepotide kovalent verknüpft.

[0056] Der Begriff PTO steht bevorzugt für Phos-
phothioat, nämlich einer Verknüpfung zweier Nukleo-
tide, in deren Phosphodiesterbindung ein Sauerstoff-
atom durch ein Schwefelatom ausgetauscht wurde.
Durch diese Modifikation werden Nukleotidverbin-
dung weniger anfällig für enzymatische Nuklease-Ak-
tivität.

[0057] RCA kennzeichnet vorteilhafterweise ein iso-
thermes Nukleinsäureamplifikationsverfahren, wel-
ches lineare Konkatamere eines zirkulären DNA-Mo-
leküls generiert (Rolling Circle Amplification).

[0058] Reaktionseffizienz beschreibt bevorzugt die
Effizienz, mit der eine Amplifikationsreaktion durch-
geführt wurde. Unter idealen Bedingungen wird in je-
dem Zyklus das Substrat verdoppelt, wobei die Re-
aktionseffizienz 100% beträgt.

[0059] Der Begriff Reportersystem beschreibt ins-
besondere eine Kombination von mindestens zwei
Molekülen, welche die Detektion eines spezifischen
Zielmoleküls ermöglichen. Die Detektion erfolgt typi-
scherweise über Fluoreszenz, Lumineszenz, Phos-
phoreszenz und Chemilumineszenz, ist aber nicht
darauf beschränkt.

[0060] SDA beschreibt vorteilhafterweise eine Ein-
zelstrangverdrängungs-Reaktion, nämlich ein iso-
thermes Verfahren zur Amplifikation von Nukleinsäu-
ren (Strand Displacement Amplification).

[0061] Der Begriff SNP kennzeichnet bevorzugt ei-
ne Punktmutation (Single Nucleotide Polymorphism),
nämlich einen Nukleotidaustausch innerhalb einer
Nukleotidabfolge.

[0062] Sonde Molekül, welches typischerweise mit
dem Zielmolekül interagiert. Die Sonde kann immobi-
lisiert an einer Festphase oder in der flüssigen Phase
vorliegen.

[0063] Der Begriff STR steht bevorzugt für repetitive
Abschnitte (typischerweise 3 bis 5 Basenpaare) im
Genom (short tandem repeats).

[0064] Im Sinne der Erfindung bezeichnet TIRF be-
vorzugt totale innere Reflexionsfluoreszenz (Total In-
ternal Reflection Fluorescence).
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[0065] Universelle Arrays In der Regel Nukleinsäu-
re-Mikroarray, dessen Sondensequenzen unabhän-
gig vom Zielmolekül wählbar sind.

[0066] WGA steht vorzugsweise für die Amplifzie-
rung eines Genoms (Whole Genome Amplification)
mit Hilfe Primer zufälliger Sequenz typischerweise
unter isothermern Bedingungen.

[0067] Das Zielmolekül umfasst im Sinne der Erfin-
dung insbesondere ein Biomolekül, ausgewählt aus
der Gruppe umfassend DNA, RNA, Protein, Aptamer
und/oder ein Komplex aus Aptamer und assoziierter
DNA, RNA, Protein oder einer Kombination hieraus,
welches in einer Probenlösung nachgewiesen wer-
den soll und auch Teile des Moleküls (Erkennungs-
sequenzen, Epitope). Eine Kombination der Zielmo-
leküle kann im Sinne der Erfindung insbesondere
auch als Gemisch bezeichnet werden. Überraschen-
derweise können Moleküle verschiedener Stoffklas-
sen (z.B. Protein und DNA) einzeln oder parallel in ei-
nem Ansatz detektier werden, so dass ein universell
einsetzbares Mittel zur Verfügung steht.

[0068] Das Zielmolekül kann auch cDNA umfassen,
welche mittels Reverse-Transkription unter Verwen-
dung von ggf. mit 5‘-Sequenzüberhang modifizierten
Primern generiert werden kann. Auch ein Komplex
aus Aptamer und assoziiertem Zielmolekül oder ein
Interaktionsprodukt aus zwei oder mehreren Stoff-
klassen, wie zum Beispiel Nukleinsäuren und Prote-
ine können als Zielmolekül verwendet werden. Da-
bei lassen sich verschiedene Zielmoleküle in einem
Reaktionsansatz einzeln oder parallel nachweisen.
Es ist bevorzugt, dass die Mediator-Sonde aus ei-
nem Oligonukleotid oder einem entsprechenden De-
rivat besteht, das Zielmolekül eine Nukleinsäure, ein
entsprechendes Derivat oder ein Molekül umfassend
DNA, RNA, Protein, Aptamer und/oder ein Komplex
aus Aptamer und assoziierter DNA, RNA oder Protein
darstellt und das Nachweismolekül ein Oligonukleo-
tid oder davon abgeleitetes Derivat ist.

[0069] Die Mediator-Sonde ist bevorzugt ein lineares
Oligonukleotid und weist 1 bis 70, bevorzugt 15 bis
60, besonders bevorzugt 35 bis 45 Nukleotide auf.
Die Sonde ist in mindestens zwei funktionell verschie-
dene Regionen untergliedert (siehe hierzu Fig. 2).
Der 3’-terminale Bereich – Region 1 – ist affin bzw.
komplementär zu einem Bereich des Zielmoleküls.
Die Region 1 kann im Sinne der Erfindung insbe-
sondere als Sonden-Region oder Hybridisierungsse-
quenz bezeichnet werden. Der 5’-Terminus – Region
2 – ist nicht komplementär bzw. affin zum Zielmole-
kül, aber komplementär bzw. affin zu einem spezifi-
schen Nachweismolekül, welches bevorzugt immobi-
lisiert an einer Festphase vorliegt. Die Region 2 kann
im Sinne der Erfindung bevorzugt als Mediator-Re-
gion bezeichnet werden. Die Spezifität der Reakti-
on wird durch Region 1 der Mediator-Sonde erreicht,

welche mit dem Zielmolekül interagiert. Die Mediator-
Sonde weist eine potentielle Spaltstelle zwischen Re-
gion 1 und Region 2 auf.

[0070] Die Interaktion des Zielmoleküls mit der Me-
diator-Sonde führt bevorzugt zu einer direkten oder
indirekten Spaltung der Mediator-Sonde, wobei be-
vorzugt folgende Spaltfragmente erzeugt werden:

– ein Fragment aus Region 2 und ein Fragment
aus Region 1 oder
– Region 2 und ein Fragment aus Region 1 oder
– Region 2 und einen Bereich von Region 1 als
ein zusammenhängendes Fragment und ein Frag-
ment aus Region 1 oder
– ein Fragment aus Region 2, Region 3 bzw. ein
Fragment aus Region 3 und ein Fragment aus Re-
gion 1 oder
– Region 2 sowie Region 3 bzw. ein Fragment aus
Region 3 und ein Fragment aus Region 1 oder
– Region 2 und einen Bereich von Region 1 als ein
zusammenhängendes Fragment sowie Region 3
bzw. ein Fragment aus Region 3 und ein Fragment
aus Region 1.

[0071] Es war überraschend, dass Zielmoleküle
(Analyten), insbesondere Biomolekülen wie Nukle-
insäuren oder Proteinen, durch direkte oder indi-
rekte Interaktion mit einem speziellen, signalüber-
tragenden Molekül (Mediator-Sonde) nachgewiesen
werden können. Bei der Interaktion des Zielmole-
küls mit der Mediator-Sonde wird in einer direkten
oder indirekten Aktivierungsreaktion die Mediator-
Sonde in Sonden-Fragment und Mediator gespalten.
Der aktivierte Mediator löst eine direkte oder indi-
rekte Nachweisreaktion aus, in der ein oder mehre-
re Nachweismoleküle verändert werden. Die Anwe-
senheit des Zielmoleküls löst vorteilhafterweise ei-
ne Aktivierungsreaktion der Mediator-Sonde aus. Die
Aktivierungsreaktion, welche die Mediator-Sonde in
den Mediator überführt, kann bevorzugt enzymati-
scher, katalytischer oder physikalischer Natur sein,
ferner kann sie bevorzugt parallel zur Amplifikation
des Zielmoleküls erfolgen. Bei direkten Interaktionen
zwischen Zielmolekül und Mediator-Sonde erzeugt
die Anwesenheit des Zielmoleküls aus der Mediator-
Sonde den Mediator. Bei indirekten Interaktionen in-
duziert das Zielmolekül, insbesondere eine Nuklein-
säure, eine Wechselwirkung mit der Mediator-Son-
de und einem Hilfsmolekül, insbesondere einem Oli-
gonukleotid, welches strukturell nicht mit der Media-
tor-Sonde interagiert. Das beschriebene Hilfsmole-
kül fungiert als Primer und wird dabei durch ein an-
dersartiges Hilfsmolekül, insbesondere eine geeigne-
te Polymerase, verlängert, worauf die Mediator-Son-
de nach struktureller Interaktion mit der Polymera-
se in Mediator und Sonden-Fragment gespaltet wird.
Der Mediator entsteht aus der Mediator-Sonde so-
mit in Anwesenheit des Zielmoleküls. Die Hilfsmo-
leküle sind vorzugsweise ausgewählt aus der Grup-
pe umfassen Katalysatoren, Proteine, Nukleinsäu-
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ren, Naturstoffe, Enzyme, Enzym-Systeme, Zell-Ly-
sate, Zell-Bestandteile, daraus abgeleitete Deriva-
te oder synthetische Moleküle oder eine Mischung
hieraus. Die Nachweishilfsmoleküle sind bevorzugt
aus verschiedenen Stoffklassen, wie Katalysatoren,
Proteinen, Nukleinsäuren, Naturstoffen, Enzymen,
Enzym-Systemen, Zell-Lysaten, Zell-Bestandteilen,
daraus abgeleitete Derivaten oder synthetischen Mo-
lekülen oder einer Mischung aus verschiedenen Mo-
lekülen dieser Stoffklassen ausgewählt. Es ist bevor-
zugt, dass die Hilfsmoleküle, Moleküle aus einem Nu-
kleinsäureamplifikationssystem und/oder einem Re-
striktionsenzymsystem umfassen. Ferner ist bevor-
zugt, dass das Nachweishilfsmolekül strukturspezi-
fisch spaltet. Die Region 1 der Mediator-Sonde kann
bevorzugt mit dem Zielmolekül durch Basenpaarung
interagieren und ein Hilfsmolekül Region 2 von Regi-
on 1 bzw. Fragmente von Region 1 oder Region 2 ab-
spalten, wobei Region 2 mit einem Nachweismolekül
durch Basenpaarung interagiert und ein Nachweis-
hilfsmolekül Bestandteile des Nachweismoleküls ab-
spaltet, wobei diese Abspaltungsreaktion als indirek-
ter Nachweis für das Zielmolekül dient. Der abgespal-
tene Bestandteil des Nachweismoleküls kann vor-
zugsweise einen Fluoreszenzdonor oder einen Fluo-
reszenzakzeptor darstellen.

[0072] Es kann jedoch auch bevorzugt sein, dass
das Nachweishilfsmolekül sequenzspezifisch spaltet.
Hierbei sind die Hilfsmoleküle ein Nukleinsäuream-
plifikationssystem und das Nachweishilfsmolekül ein
Restriktionsenzymsystem oder eine Mischung aus
einem Nukleinsäureamplifikationssystem und einem
Restriktionsenzymsystem. Das Nachweismolekül ist
ein Oligonukleotid oder ein Derivat und enthält die
entsprechende Erkennungssequenz für das Restrikti-
onsenzymsystem. Hierbei bindet der Mediator an das
Nachweismolekül an den komplementären Abschnitt
und wird durch das Nukleinsäureamplifikationssys-
tem verlängert. Der generierte Sequenzduplex ent-
hält somit mindestens ein Erkennungssequenzmo-
tiv des Restriktionsenzymsystems, welches diesen in
mindestens zwei Teile spaltet. Nach der Spaltung des
Sequenzduplex kann bevorzugt ein Signal, zum Bei-
spiel die Änderung der Fluoreszenz oder der Mas-
se, detektiert werden. Es kann jedoch auch vorteilhaft
sein, wenn nach Spaltung des Sequenzduplex min-
destens ein Spaltfragment eine Amplifikationsreakti-
on mit vorliegenden komplementären oder teilkom-
plementären Nukleinsäuresequenzen initiieren kann,
wobei besagte Nukleinsäuresequenzen frei in Lö-
sung oder an einer Festphase immobilisiert vorliegen
können.

[0073] In einer bevorzugten Ausführungsform kann
die Amplifikation durch Inkorporation von Fluores-
zenz- oder anderweitig markierter Nukleotide oder
durch Anlagerung sequenzspezifischer, fluorogener
oder chromogener Sonden oder durch Anlagerung ei-
nes sequenzunspezifischen Fluoreszenzfarbstoffes

detektiert werden. Die Amplifikationsprodukte kön-
nen vorteilhafterweise direkt oder indirekt nachgewie-
sen werden, wobei die Detektion als indirekter Nach-
weis für das Zielmolekül dient.

[0074] Der freigesetzte Mediator kann bevorzugt in
Anwesenheit einer geeigneten Nukleinsäure durch
eines oder mehrerer verschiedener Enzyme, wie zum
Beispiel Polymerasen, eine enzymatisch-katalysier-
te Amplifikations- oder Polymerisationsreaktion initi-
ieren. Dabei kann die geeignete Nukleinsäure einzel-
oder doppelsträngig vorliegen und in der Nachweis-
reaktion zusätzlich ein gegenläufiger Primer (Rever-
se Primer) verwendet werden.

[0075] Die Anwesenheit des Mediators löst bevor-
zugt eine Nachweisreaktion aus. Die Kopplung zwi-
schen Zielmolekül und Nachweisreaktion hängt dabei
nur von den Eigenschaften des Mediators bzw. der
Mediator-Sonde ab und erlaubt somit eine freie Kopp-
lung zwischen einem beliebigen Zielmolekül und ei-
ner beliebigen Nachweisreaktion bzw. Nachweismo-
lekül. Bei einer direkten Nachweisreaktion des Me-
diators verändert der Mediator direkt das Nachweis-
molekül. Bei einer indirekten Nachweisreaktion indu-
ziert der Mediator durch Interaktion mit Nachweis-
hilfsmolekülen, insbesondere einer Polymerase, wel-
che den Mediator verlängert, die Veränderung des
Nachweismoleküls. Vorteilhafterweise verursacht der
Mediator während der Nachweisreaktion eine Ver-
änderung des Nachweismoleküls und erfährt durch
geeignete Nachweishilfsmoleküle selbst eine Ände-
rung, womit ein Mediator, der in der Nachweisreak-
tion verändert wurde, von einem Mediator, der un-
mittelbar aus einer Mediator-Sonden-Spaltung her-
vorgegangen ist, eindeutig unterschieden werden
kann. Die genannten Nachweismoleküle wechselwir-
ken nicht physikalisch mit den genannten Zielmolekü-
len. Eine Kopplung zwischen Zielmolekül und Nach-
weismolekül erfolgt indirekt über die entsprechenden
Mediator-Sonden. Durch die Verwendung der Media-
tor-Sonde erfolgt eine freie Zuordenbarkeit eines Ziel-
moleküls zu einem beliebigen Nachweismolekül. Die
Nachweismoleküle können an einer Festphase im-
mobilisiert vorliegen und einen universellen Detekti-
onsmikroarray darstellen, welcher für verschiedenar-
tige Nachweise verwendet werden kann.

[0076] Findet eine Interaktion zwischen Zielmolekül
und Mediator-Sonde statt, erfolgt in Anwesenheit von
weiteren Molekülen und Hilfsmolekülen eine enzy-
matisch-prozessierte Spaltung der Mediator-Sonde,
wobei ein Mediator-Molekül freigesetzt und die Hy-
bridisierungssequenz fragmentiert wird (Fig. 3). Der
Mediator weist durch dieses Spaltungsereignis einen
3’-OH-Teminus auf, welcher für die anschließende
Nachweisreaktion erforderlich ist. Daher dient der ab-
gespaltene Mediator als Informationsträger für die
Anwesenheit des Zielmoleküls im Reaktionsmedium.
In Gegenwart von Nachweishilfsmolekülen kann der
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Mediator in einem weiteren Schritt an einem spe-
zifischen Nachweismolekül eine Signal-generieren-
de Reaktion auslösen, deren Detektion als indirek-
ter Nachweis für das Zielmolekül dient. Um die Sen-
sitivität des Nachweises zu erhöhen, kann die Spal-
tung der Mediator- Sonde bevorzugt an eine par-
allel erfolgende Amplifizierung des Zielmoleküls ge-
koppelt werden. Die unerwünschte, enzymatischka-
talysierte Sequenzverlängerung der ungespaltenen
Mediator-Sonde wird bevorzugt dadurch verhindert,
dass die Mediator-Sonde am 3’-Terminus der Son-
den-Region eine chemische Schutzgruppe aufweist.
Die chemische Schutzgruppe kann ausgewählt sein
aus der Gruppe umfassend Phosphatgruppe, Biotin,
invertiertes Nukleotid, Nukleotide, die nicht komple-
mentär zur Zielsequenz sind. Dem Fachmann sind
weitere chemische Schutzgruppen bekannt, die eine
Verlängerung einen Oligonukleotides, insbesondere
des 3‘-Terminus verhindern können. Eine Detektion
des Mediators erfolgt mit Hilfe einer Nachweisreakti-
on. Der Reaktionsmechanismus (siehe Fig. 4) kann
parallel zu der beschriebenen Amplifikation des Ziel-
moleküls erfolgen.

[0077] In einer bevorzugten Ausführungsform betrifft
die Erfindung ein System umfassend eine Mediator-
Sonde und ein Nachweismolekül, wobei das Nach-
weismolekül ein Oligonukleotid ist und mindestens
folgende Regionen aufweist:

a. eine Region an einem 5’-Terminus des Nach-
weismoleküls, die einen Fluoreszenzakzeptor
oder einen -donor und/oder eine chemische Grup-
pe zur Bindung an eine Festphase und/oder eine
chemische Schutzgruppe aufweist,
b. eine weitere Region, die mit der Mediator-Regi-
on interagiert,
c. eine dritte Region, die einen Fluoreszenzdonor
oder einen -akzeptor aufweist und
d. eine vierte Region an einem 3’-Terminus des
Nachweismoleküls, die eine chemische Gruppe
zur Bindung an eine Festphase und/oder eine
chemische Schutzgruppe aufweist.

[0078] Beispielhaft sind mögliche chemische Grup-
pen zur Immobilisierung eines Oligonukleotids aufge-
listet. Die chemische Gruppe ist abhängig von der
verwendenden Oberflächenchemie und evtl. benö-
tigten Kopplungsmolekülen: -OH (Hydroxyl), -NH2
(Amino), -Ph (Phosphat), -Acrydite oder -Silan. Dem
Fachmann sind Methoden bekannt, um Oligonukleo-
tide an einer Oberfläche zu immobilisieren. Um insbe-
sondere eine putative Immobilisierung des 5‘-Termi-
nus zu ermöglichen, weist das Nachweismolekül eine
chemische Gruppe und/oder eine chemische Schutz-
gruppe auf.

[0079] Das Nachweismolekül ist bevorzugt ein ein-
zelsträngiges Nukleinsäuremolekül oder ein Nuklein-
säurederivat. Das Nachweismolekül ist vorzugswei-
se eine Nukleinsäure und verfügt über eine oder

mehrere gleichartige oder verschiedene Modifikatio-
nen (beispielsweise abasische Nukleotide und/oder
Phosphothioate und/oder funktionelle Gruppen wie
Fluoreszenzfarbstoffe). Vorteilhafterweise erfolgt ei-
ne Änderung des Nachweismoleküls durch direk-
te oder indirekte Interaktion mit dem Mediator und
kann eine oder mehrere Änderungen der Fluores-
zenz, Phosphoreszenz, Masse, Absorption, Streu-
ung des Lichts, elektrischen Leitfähigkeit, enzymati-
schen Aktivität oder der Affinität betreffen und da-
durch physikalisch erfassbar werden. In Anwesenheit
des Mediators kann das Nachweismolekül bevorzugt
eine chemische Modifizierung, wie z.B. Phosphory-
lierung, Dephosphorylierung, Amidierung, Anbindung
oder Abspaltung einer chemischen Gruppe, Fluores-
zenz-, Phosphoreszenz- oder Lumineszenzänderung
erfahren.

[0080] Ein Nachweismolekül besteht in einer be-
vorzugten Ausführungsform aus einem Oligonukleo-
tid, welches in sechs Regionen unterteilt ist (siehe
Fig. 4). Region 1 umfasst den 5’-Terminus des Nach-
weismoleküls, welcher in einer bevorzugten Ausfüh-
rungsform aus einem Sequenzabschnitt und einem
Fluoreszenzakzeptor Q besteht. Region 3 ist eine re-
vers-komplementäre Sequenzabfolge von Region 1
und wird durch Region 2 davon abgetrennt. Region
4 trennt Region 3 und Region 5, welche spezifisch
mit einem Mediator-Molekül interagieren kann. Regi-
on 6 umfasst den 3’-terminalen Sequenzbereich, wel-
cher bevorzugt über eine chemische Modifikation ver-
fügt und somit eine gerichtete Immobilisierung des
Oligonukleotids ermöglicht. Ein Fluoreszenzdonor F
ist in dem Fachmann bekannter Weise an einen Be-
reich der Region 2 bis Region 6, beispielsweise Re-
gion 4, assoziiert. Es ist bevorzugt, dass das Nach-
weismolekül eine Haarnadel-Struktur aufweist. Regi-
on 1 und Region 3 des Nachweismoleküls bilden un-
ter Reaktionsbedingungen eine definierte Sekundär-
struktur (im Sinne der Erfindung als Haarnadel-Struk-
tur bezeichnet), bei welcher der 5’-Terminus mit ei-
nem internen Sequenzabschnitt hybridisiert. Bevor-
zugt ist, dass die Haarnadel-Struktur ausgebildet ist,
indem der 5’-Terminus des Nachweismoleküls mit ei-
nem internen Sequenzabschnitt komplementär hy-
bridisiert und der 3’-Terminus des Nachweismole-
küls einen ungepaarten Sequenzabschnitt umfasst.
Nach Anlagerung des Mediators an einen Sequenz-
bereich des ungepaarten 3’-Sequenzabschnitt wird
der Mediator durch eine Polymerase verlängert, wo-
bei Nukleotide des 5’-Terminus der Haarnadelstruk-
tur des Nachweismoleküls aufgrund der Nuklease-
Aktivität der Polymerase entfernt werden. Nach Aus-
bildung dieser Struktur interagieren Fluoreszenzdo-
nor F und Fluoreszenzakzeptor Q miteinander, wo-
bei das Fluoreszenzsignal von F unterdrückt wird
(Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer, FRET). Es
ist bevorzugt, dass die Mediator-Sonde und/oder
das Nachweismolekül fluoreszenzmarkierte Nukleo-
tide aufweisen. Insbesondere ist es bevorzugt, dass
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das Nachweismolekül mindestens eine Fluoreszenz-
Modifikationen am 5’-Terminus und/oder innerhalb
der Haarnadelstruktur aufweist. Das Nachweismole-
kül weist eine oder mehrere Fluoreszenz-Modifikatio-
nen auf, die zu einem Fluoreszenz-Resonanz-Ener-
gie-Transfer befähigt sind und die nach der Abspal-
tung räumlich voneinander getrennt werden können,
woraus eine Änderung des Fluoreszenzsignals de-
tektiert werden kann.

[0081] Es können vorteilhafterweise sequenzspe-
zifische oder -unspezifische, fluorogene und/oder
chromogene Sonden oder Fluoreszenzfarbstoffe mit
mindestens einer Region der Mediator-Sonde und/
oder dem Nachweismolekül interagieren. Weiter-
hin kann vorteilhaft sein, wenn das Nachweismole-
kül über mindestens eine Fluoreszenz-Modifikatio-
nen am 5’-terminalen Bereich und/oder innerhalb
der Haarnadelstruktur verfügt und nach der Reakti-
on mit der Mediator-Region mittels eines Hilfsmole-
küls von dem Nachweismolekül die Fluoreszenz-Mo-
difikationen abgespalten und/oder der 5’-Terminus
der Haarnadelstruktur des Nachweismoleküls ent-
fernt wird und eine Änderung des Fluoreszenzsignals
am Nachweismolekül detektiert wird.

[0082] Das Nachweismolekül kann außerdem in ei-
ner bevorzugten Ausführungsform über eine oder
mehrere Fluoreszenz-Modifikationen am 5’-termina-
len Bereich und/oder innerhalb der Haarnadelstruk-
tur verfügen, wobei nach der Prozessierung des hy-
bridisierten Mediators mithilfe eines geeigneten En-
zyms von diesem Nachweismolekül die 5’-termina-
len Nukleotide abgespalten und eine Änderung des
Fluoreszenzsignals am Nachweismolekül detektiert
werden kann. Der freigesetzte Mediator interagiert
vorzugsweise mit mindestens einem frei in der Lö-
sung vorliegenden oder an einer Festphase immo-
bilisierten Nachweismolekülkomplex, wobei aus zwei
oder mehreren gleichartigen oder verschiedenen Mo-
lekülen wie z.B. Peptid, Nukleinsäure, ein von den
genannten Gruppen abgeleitetes Derivat oder an-
deres Molekül, erfolgen kann. Der Nachweismole-
külkomplex kann über eine bis mehrere verschiede-
ne oder gleichartige chemische Modifizierungen ver-
fügen und nach der Interaktion mit dem Mediator
ein detektierbares Signal generieren. Es ist bevor-
zugt, dass durch eine indirekte oder direkte Interakti-
on der Mediator-Region mit der zweiten Region des
Nachweismoleküls eine physikalisch oder chemisch
messbare Veränderung des Nachweismoleküls er-
folgt. Diese Region kann erst nach der Spaltung der
Mediator-Sonde ein Signal auslösen. Die Region 2
der Mediator-Sonde löst bevorzugt -soweit sie noch
assoziiert an die Mediator-Sonde vorliegt- kein Si-
gnal aus, weder direkt (z.B. Hybridisierung) noch indi-
rekt (z.B. Prozessierung durch Polymerase), da sonst
eine Zielmolekülunabhängige Signalentstehung er-
folgt. Diese messbare Veränderung kann auch durch
die Hilfsmoleküle (z. B. Polymerase) hervorgehen.

[0083] In einem weiteren Aspekt betrifft die Erfin-
dung ein Verfahren zum Nachweis von mindestens
einem Zielmolekül, umfassend ein System, umfas-
send folgende Schritte:

a. komplementäre Bindung der Sonden-Region
der Mediator-Sonde an eine Sequenz des Zielmo-
leküls oder eines Aptamers. Ein Aptamer ist im
Sinne der Erfindung eine einzelsträngige Nuklein-
säure, welche eine erhöhte Bindungsaffinität für
andere Moleküle, z.B. Proteine, zeigt. Ein bevor-
zugtes Aptamer besitzt zusätzlich terminale Re-
gionen „Region 1“ und „Region 2“, die miteinander
interagieren können (im Sinne der Erfindung als
geschlossene Form bezeichnet). Davon begrenzt
sind zwei Regionen, wobei „Region 3“ die Affinität
für das Zielmolekül besitzt und die „Region 4“ eine
Bindesequenz für ein Primermolekül und eine Me-
diator-Sonde darstellt. „Region 4“ erlaubt nur ei-
ne Bindung des Primers und der Mediator-Sonde,
sofern „Region 3“ mit dem Zielmolekül interagiert
bzw. assoziiert ist.
b. Spaltung der Mediator-Sonde an der Spaltstelle
zwischen der Sonden-Region am 5’-Terminus und
der Mediator-Region am 3’-Terminus durch Hilfs-
moleküle, und
c. komplementäre Bindung der abgespaltenen
Mediator-Region der Mediator-Sonde an die zwei-
te Region des Nachweismoleküls.

[0084] Es war überraschend, dass die Spaltung
der Mediator-Sonde eine Veränderung der physikali-
schen und/oder chemischen Eigenschaften mindes-
tens einer Region der Mediator-Sonde bewirkt, aus-
gewählt aus der Gruppe umfassend:

a. molekulare Masse (nach Spaltung der Sonde
unterscheiden sich die Spaltfragmente von der
Mediator-Sonde),
b. enzymatische Aktivität (Die Sonde ändert vor-
teilhafterweise ihre Eigenschaft eine Nachweisre-
aktion initiieren zu können – Vorhandensein eines
freien 3‘ Endes),
c. Bindungseigenschaften umfassend Affinität
oder Avidität,
d. chemische Reaktivität (Nach Spaltung der Me-
diator-Sonde besitzt das Spaltfragment, welches
die Region 2 der Mediator-Sonde enthält, eine
Hydroxyl-Gruppe am 3‘-Ende, welches durch ein
Hilfsmolekül (z. B. Polymerase) verlängert werden
kann. Dies ist für die ungespaltene Sonde nicht
möglich),
e. Vorhandensein chemischer Gruppen,
f. elektrischer Eigenschaft umfassend Leitfähig-
keit, Polarisierbarkeit oder Ladung und/oder
g. optischer Eigenschaft umfassend Absorption
und Emission von Licht (Sofern die Mediator-
Sonde mit mindestens einem Fluoreszenzfarb-
stoff markiert ist, kann bevorzugt nach der Spal-
tung ein verändertes Fluoreszenzsignal detektiert
werden).
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[0085] Die Mediator-Region, die im Sinne der Erfin-
dung insbesondere als Mediator bezeichnet werden
kann, liegt nach der Spaltung vorteilhafterweise diffu-
siv in der Reaktionslösung vor und kann mit der Me-
diator-Hybridisierungssequenz (Region 5) des Nach-
weismoleküls interagieren (siehe Fig. 5i) + ii)). Das
Nachweismolekül kann bevorzugt an eine Festphase
gebunden oder frei in einer Lösung vorliegen. Hier-
durch kann ein universeller Detektionsarray bereit-
gestellt werden. Durch ein geeignetes Hilfsmolekül
(z.B. ein Enzym, insbesondere eine Polymerase) er-
folgt eine Elongation des Mediators, wobei Region
1 des Nachweismoleküls sequentiell abgebaut wird.
Dabei wird das Nachweismolekül bevorzugt durch
Abspaltung des 5’-Terminus und den damit assozi-
ierten Fluoreszenzakzeptors Q, verändert und das
zuvor unterdrückte Fluoreszenzsignal des Fluores-
zenzdonors F wiederhergestellt (siehe Fig. 5iii) + iv)).
Wird durch die Abspaltung die Interaktion von Region
1 und Region 3 unterbunden, wird die Ausbildung der
Sekundärstruktur aufgehoben. In diesem Fall kann
der Mediator durch das beschriebene Hilfsmolekül
unter bestimmten Bedingungen bis zum neu entste-
henden 5’-Terminus des Nachweismoleküls komple-
mentär verlängert werden (siehe Fig. 5v) + vi)). Durch
diese vollständige Elongation besitzt der verlängerte
Mediator einen Sequenzabschnitt, der komplementär
zu Region 1 und Region 2 des Nachweismoleküls ist.

[0086] In einer bevorzugten Ausführung erfolgt die
serielle Interaktion des Mediators mit mehreren
gleichartigen Nachweismolekülen, womit eine Si-
gnalverstärkung erfolgt. Dies erhöht die Sensitivität
der Nachweisreaktion. Bei dieser Ausführung wer-
den vorteilhafterweise modifizierte Nukleotide für die
Synthese des Nachweismoleküls verwendet, die nur
einen begrenzten 5’-Terminusabbau während der
Nachweisreaktion erlauben. Dies kann durch den
Einbau einer oder mehrerer Phosphothioat-Modifika-
tionen (PTO) beispielsweise am vorletzten Nukleo-
tid des 5’-Terminus während der Synthese des Mo-
leküls erfolgen. Die Position der PTO-Modifikation
befindet sich bevorzugt in Region 1, besonders be-
vorzugt zwischen Fluoreszenzdonor F und Fluores-
zenzakzeptor Q. Eine Darstellung bevorzugter Po-
sitionen modifizierter Nukleotide ist in Fig. 6 dar-
gestellt. Bevorzugte Nachweishilfsmoleküle können
PTO-Verbindungen nicht oder nur mit geringer Effizi-
enz spalten, worauf der 5’-Terminus (Region 1) nicht
über dieses Nukleotid hinaus abgebaut wird. Folglich
wird auch der Mediator nicht weiter verlängert. Durch
geeignetes Einstellen der Reaktionsbedingung kön-
nen das Nachweishilfsmolekül und der Mediator vom
Nachweismolekül dissoziieren und für die Aktivierung
eines weiteren Nachweismoleküls wieder zur Verfü-
gung stehen.

[0087] In einer weiteren bevorzugten Ausführung,
die mit der oben beschriebenen PTO-Modifikation
kompatibel, aber nicht auf eine kombinierte Anwen-

dung beschränkt ist, wird in Region 3 ein abasi-
sches Nukleotid (Tetrahydrofuran-Modifkation, THF)
eingebaut, welches keine Wasserstoffbrücken mit ei-
nem komplementären Nukleotid ausbilden kann. Da-
durch wird die Verlängerungsreaktion des Mediators
an der gegenüberliegenden Position des abasischen
Nukleotids unterbunden, worauf das Nachweishilfs-
molekül und der verlängerte Mediator vom Nach-
weismolekül dissoziieren (siehe Fig. 7). Die Verwen-
dung einer der bevorzugten Modifikationen ermög-
licht die serielle Interaktion eines Mediator-Moleküls
mit mehreren Nachweismolekülen, was im Sinne der
Erfindung insbesondere als Mediator-Wiederverwen-
dung bezeichnet werden kann. Der Mediator wird
bei der ersten Interaktion mit einem Nachweismole-
kül und erfolgter Prozessierung mittels eines Nach-
weishilfsmoleküls verlängert und kann auch in die-
sem verlängerten Zustand mit weiteren Nachweismo-
lekülen interagieren und eine Degradation des 5’-Ter-
minus – und somit auch des Fluoreszenzakzeptors Q
– mit Hilfe eines geeigneten Nachweishilfsmoleküls
(z.B. Polymerase mit 5’-Nukleaseaktivität) ermögli-
chen. Dieser Reaktionsmechanismus erlaubt eine Si-
gnalamplifikation, da unabhängig von einer Zielmo-
lekülamplifikation ein Signal generiert und verstärkt
wird. Wird das Zielmolekül mithilfe geeigneter Hilfs-
moleküle amplifiziert und dieser Vorgang an eine Me-
diator-Sonden-Spaltung gekoppelt, tritt eine Media-
tor-Akkumulation auf, die eine Zielmolekül-Amplifika-
tion mit einer Signalverstärkung kombiniert und die
Nachweisgrenze der Detektionsreaktion um mehre-
re Größenordnungen verringert. Dies war völlig über-
raschend und ist nicht im Stand der Technik be-
schrieben. Außerdem stellt es eine Abkehr vom tech-
nisch Üblichen dar. Die Reaktionsbedingungen kön-
nen vorteilhafterweise nach Ablauf dieses Prozes-
ses, z.B. durch Erhöhen der Reaktionstemperatur,
geändert werden, so dass das Enzym, z. B. die Po-
lymerase und der verlängerte Mediator vom Nach-
weismolekül dissoziiert. Dem Fachmann ist bekannt,
dass die Reaktionsbedingungen zyklisch verändert
werden können, so dass ein Mediator-Molekül in ei-
ner besonders bevorzugten Ausgestaltung der Erfin-
dung mit mehreren gleichartigen Nachweismolekülen
interagieren kann. Dadurch entsteht überraschender-
weise eine Signalamplifizierung, welche die Sensiti-
vität der Reaktion deutlich erhöht.

[0088] Die Nachweisreaktion ist bevorzugt derartig
ausgelegt, dass im Gegensatz zum Mediator die un-
gespaltene Mediator-Sonde keine Signal-generieren-
de Reaktion auslöst und somit keine falsch-positiven
Ergebnisse erzeugt werden. Der Mediator, welcher
aus der Mediator-Sonden-Spaltung hervorgeht, be-
sitzt einen 3’-OH-Terminus, der für eine Polymera-
severmittelte Verlängerungsreaktion besonders vor-
teilhaft ist. Tritt diese Spaltung nicht auf, ist eine
Mediator-Elongation nicht möglich, da die Mediator-
Sequenz kovalent mit der Hybridisierungssequenz
der Mediator-Sonde verknüpft ist (siehe Fig. 8). Zu-
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sätzlich kann eine unspezifische Verlängerung des
3’-Terminus der Mediator-Sonde beispielsweise mit
einer Phosphatgruppe oder anderen chemischen
Gruppen verhindert werden.

[0089] Durch das Interaktionsereignis des Media-
tors mit dem Nachweismolekül entsteht bevorzugt ein
lokales, detektierbares (Fluoreszenz-)Signal. Wer-
den ausreichend viele Nachweismoleküle durch die
bevorzugte Mediatorverlängerung mit resultierender
Abspaltung des 5’-Terminus aktiviert, wird das Si-
gnal verstärkt und kann mittels geeigneter (insbeson-
dere optischer) Detektionsvorrichtungen nachgewie-
sen werden. Dies ermöglicht die Detektion in Anwe-
senheit des Reaktionsgemisches und bedarf keiner
Prozessierungsschritte. Damit besitzt die bevorzug-
te Ausführungsform die vorteilhafte Eigenschaft, in-
nerhalb eines geeigneten Reaktionsraumes eine De-
tektion zu erlauben, ohne dieses nach durchgeführ-
ter Reaktion öffnen zu müssen. Dies vermeidet die
im Stand der Technik beschriebenen Probleme von
Mikroarray-Analysen durch Hybridisierungs-, Färbe-,
und/oder Waschschritten, welche zusätzlichen Ar-
beitsaufwand und hohes Kontaminationsrisiko dar-
stellen. Demnach kann die bevorzugte Ausführungs-
form als Abkehr vom technischen Üblichen bezeich-
net werden, da sie ein neues technisches Feld eröff-
net und ein im Stand der Technik lang bestehendes
Problem löst.

[0090] Ergänzend zu den beschriebenen Vorteilen
ermöglicht die bevorzugte Ausführungsform das Aus-
lesen der entstehenden Signale zu beliebigen Zeit-
punkten der Reaktion. Somit kann eine Echtzeit-
überwachung der Reaktion erfolgen, welche z.B. für
die Quantifizierung von Nukleinsäureamplifikationen
oder Ermittlung der Bindekinetik von Protein-Interak-
tionen benötigt wird. Damit hebt sich die bevorzug-
te Ausführungsform vom Stand der Technik ab, in
dem typischerweise nur Endpunkt-Bestimmungen er-
folgen und daher eine Signaldetektion zu beliebigen
Zeitpunkten nicht durchführbar ist.

[0091] Multiplex-Analysen bedingen die Detektion
mehrerer verschiedener Analyte in einem Reakti-
onsgemisch. Für die Erhöhung des Multiplexgrads
der bevorzugten Reaktion ist die Verwendung von
„n“ verschiedenartiger Mediator-Sonden für „n“ unter-
schiedliche Zielmoleküle bevorzugt. Jedem zu detek-
tierenden Zielmolekül kann in einer bevorzugten Aus-
führungsform eine Mediator-Sonde zugeordnet wer-
den, deren Region 1 spezifisch mit dem Zielmole-
kül interagiert. Die Region 2 der jeweiligen Mediator-
Sonde, welche nach erfolgter Spaltung den Media-
tor darstellt, ist nicht affin bzw. komplementär zum
Zielmolekül, stellt aber einen spezifischen Interakti-
onspartner für ein definiertes Nachweismolekül dar.
Dadurch ist jedem Zielmolekül indirekt ein Nach-
weismolekül zugewiesen, dessen Zuordnung durch
die Mediator-Sonde erfolgt. Die Detektion verschie-

dener Zielmoleküle bedingt verschiedenartige Nach-
weismoleküle. Aufgrund des bevorzugten Aufbaus
ist es ausreichend, wenn sich diese Moleküle aus-
schließlich in Region 5 unterscheiden. Aufgrund be-
liebiger Sequenzabfolgen innerhalb dieser Region ist
der Parallelitätsgrad nahezu beliebig hoch und so-
mit ein Detektionsverfahren für eine Multiparameter-
Analyse gegeben. Es ist somit bevorzugt, das Sys-
tem als Detektionsverfahren für eine Multiparameter-
Analyse zu verwenden. Das System kann bevorzugt
zur Detektion von einem oder mehreren gleicharti-
gen oder verschiedenen Biomolekülen in einem Ge-
misch verwendet werden. Außerdem kann das Sys-
tem vorteilhafterweise zur Amplifikation von mindes-
tens einem oder insbesondere mehreren Zielmolekü-
len verwendet werden, wobei es sich vorteilhafterwei-
se um nicht identische Zielmoleküle handelt. Es kann
weiterhin bevorzugt sein, das System unter Verwen-
dung der Aktivität eines Restriktionsenzyms zu ver-
wenden, wobei das Nachweismolekül über eine che-
mische Schutzgruppe am 3‘-terminalen Bereich ver-
fügt, die nach der Reaktion mit der Mediator-Region
mittels eines Hilfsmoleküls von dem Nachweismole-
kül abgespalten wird und eine 3‘-terminale OH-Grup-
pe generiert wird.

[0092] Da Region 1 und Region 2 der Mediator-Son-
de bevorzugt unabhängig voneinander frei kombiniert
werden können, kann ein Nachweismolekül auch mit
einem anderen Zielmolekül korreliert werden, indem
die passende Region 2 (Mediator) mit einer belie-
bigen Region 1 der Mediator-Sonde verknüpft und
synthetisiert wird. Das erfindungsgemäße Verfahren
erlaubt daher die Zielmolekül-unabhängige Gestal-
tung des Nachweismoleküls. Somit können mit ei-
nem standardisierten Satz von Nachweismolekülen
unterschiedliche Zielmoleküle in einer Probe nachge-
wiesen werden, wodurch die Reaktion kostengüns-
tig durch Anpassen der Mediator-Sonde und Verwen-
dung geeigneter Hilfsmoleküle (z.B. Primer oder Ap-
tamere) an das jeweilige Zielmolekül adaptiert wer-
den kann. Durch diese vorteilhafte Eigenschaft wird
das im Stand der Technik beschriebene Problem der
typischerweise direkten Korrelation zwischen Zielmo-
lekül und immobilisierten Fängermolekül gelöst.

[0093] In einer erfindungsgemäßen Problemlösung
wird die Mediator-Sonde mit der zu untersuchenden
Probe zu den in einer Einweg-Reaktionskartusche
immobilisierten Nachweismolekülen appliziert, in ge-
eigneter Weise prozessiert und detektiert. Die Reakti-
onskartusche kann anschließend kontaminationsfrei
entsorgt werden. Des Weiteren kann ein Amplifikati-
onsschritt im Reaktionsgefäß vorgeschaltet bzw. par-
allel zur Detektion durchgeführt werden, womit ggf.
eine spezifische Anreicherung des Zielmoleküls er-
folgen kann. Dadurch wird das Transferieren von Re-
aktionsansätzen mit hoher Zielmolekül-Konzentrati-
on (z.B. post PCR-Ansätze) aus einem Amplifikati-
ons- in einen Detektionsbereich und den damit ent-
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stehenden Arbeitsschritten und Kontaminationsrisi-
ken überflüssig.

[0094] Die Erfindung betrifft ferner ein Prozessie-
rungsgerät und ein mikrofluidische Reaktionskartu-
sche zur Verwendung des Verfahrens oder des Sys-
tems. Die Kartusche weist mindestens eine Reakti-
onskammer auf, in der insbesondere ein universelles
Detektionsarray vorliegt, welches vorzugsweise aus
einer örtlich aufgelösten Anordnung eines oder meh-
reren Nachweismolekülen besteht.

[0095] Das Prozessierungsgerät unterzieht bevor-
zugt die Kartusche und Reaktionsflüssigkeit bei einer
konstanten Temperatur bzw. einem definierten Tem-
peraturverlauf (Heizen und/oder Kühlen). Das Pro-
zessierungsgerät kann die Änderung des Nachweis-
moleküls durch ein bevorzugtes System oder Verfah-
ren detektieren. Hierfür kann beispielsweise ein Fluo-
reszenzsignal verwendet werden. Zusätzlich kann
das Gerät mittels aktiver oder passiver Elemente ei-
nen Flüssigkeitstransport innerhalb der Reaktions-
kartusche ermöglichen. Die oben dargelegten Aus-
führungen sind auf die Mediator-Sonde, das System
und das Verfahren zu beziehen.

[0096] Vorteile der Erfindung umfassen:
– Entwicklung einer neuartigen Flüssigphasenre-
aktion, die die Abhängigkeit von Ziel- und Nach-
weismolekül entkoppelt und in Verbindung mit ei-
nem standardisierten Mikroarrays nahezu jedes
beliebige Zielmolekül detektiert.
– Kombination aus neuartiger Flüssigphasenreak-
tion und universellem Mikroarray erlaubt den par-
allelen Nachweis verschiedener Zielmoleküle.
– Ein vom Zielmolekül unabhängiger, standardi-
sierter Mikroarray kann für verschiedenste Multi-
analyt-Analysen verwendet werden, da die spezi-
fische Flüssigphasenreaktion schnell und kosten-
günstig an das Zielmolekül anpasst werden kann.
– Durch die Herstellung eines standardisierten Mi-
kroarrays können verschiedene Experimente mit
einer Reaktionskartusche ohne Vor- bzw. Nach-
prozessierungsschritte durchgeführt werden, wo-
durch Kosten eingespart und hohe Stückzahlen
produziert werden können (Skaleneffekte). Somit
lassen sich mit einer Charge der standardisierten
Reaktionskartusche verschiedene Nachweisreak-
tionen (z.B. im Bereich der Routineuntersuchun-
gen) durchführen.
– Abhängig von den Reaktionsbedingungen er-
möglicht eine Multianalyt-Analyse die parallele
Detektion verschiedener Moleküle und Molekül-
klassen, wie zum Beispiel Proteine und Nukle-
insäuren in einem Arbeitsschritt, womit ein kom-
biniertes DNA-RNA-Protein-Profil einer Probe er-
stellt werden kann.
– Mit einem standardisierten Array-Layout und Ad-
aptierung der Mediator-Sonden kann kostengüns-
tig eine Vielzahl an verschiedenen Zielmolekülen

detektiert werden, die den Multiplexing-Grad ei-
ner im Stand der Technik beschriebenen PCR-
Reaktion potentiell um Größenordnungen über-
steigt. Der Multiplex-Grad dieses Verfahrens wird
in der Praxis nicht ausgeschöpft werden. Ein Me-
diator, beispielsweise bestehend aus einem Nu-
kleinsäuremolekül mit einer Länge von 20 Nukleo-
tiden kann rechnerisch 4^20 (~ 1·10^12) mögliche
verschiedene Nukleotidabfolgen annehmen.
– Die Erfindung erlaubt den Nachweis verschie-
dener Zielmoleküle in einem geschlossenen Re-
aktionsgefäß, welches nach Prozessierung ohne
Kontaminationsrisiko entsorgt werden kann.
– Die Mediator-Sonde besteht aus einem Oligonu-
kleotid, welches ohne technisch komplexe Modi-
fikationen wie zum Beispiel Fluoreszenzdonoren
und/oder -akzeptoren kostengünstig synthetisiert
werden kann.
– Durch Spaltung der Mediator-Sonde wird ein
Mediator freigesetzt, welcher außer dem immobili-
sierten Nachweismolekül keinen Interaktionspart-
ner besitzt. Im Vergleich zu konventionellen Nu-
kleinsäure-basierten Ansätzen besteht somit kein
Bedarf, wie im Falle von asymmetrischer PCR
oder LATE-PCR, durch zusätzliche Optimierung
der Primerverhältnise ein Wiederanlagern (Re-an-
nealing) des nachzuweisenden Stranges zu ver-
hindern. Durch eine Länge von typischerweise 20
bis 25 Nukleotiden besitzt der Mediator eine hö-
here Diffusionskonstante als durch Amplifikations-
mechanismen generierte Nukleinsäurefragmente,
welche z.B. für eine Hybridisierungsreaktion ge-
neriert werden.
– In einer besonders vorteilhaften Ausführung
kann eine Nukleinsäure-basierte Amplifikation
das Zielmolekül direkt bzw. ein Nachweishilfsmo-
lekül (z.B. Aptamer) indirekt amplifizieren, womit
die Sensitivität erhöht wird. Dabei lassen sich
Amplifikations- und Nachweisreaktion kombinie-
ren und parallel durchführen. Damit hebt sich die
Erfindung deutlich von der im Stand der Tech-
nik beschriebenen Invader®-Reaktion ab, bei wel-
cher die Detektion mit linearer Signalamplifikation
bzw. eine konsekutive Amplifikation und Detektion
durchgeführt wird.
– Die Kosten für die Durchführung eines Experi-
ments können reduziert werden, da in einer mög-
lichen Ausführungsform die Applizierung der zu
untersuchenden Probe und der benötigten Re-
agenzien in eine Einweg-Kartusche automatisiert
durchgeführt werden kann. Somit entfällt die Not-
wendigkeit geschultes Personal für diese Arbeiten
einzusetzen.
– Die Detektion der Nachweismoleküle kann un-
ter Verwendung geeigneter Vorrichtungen in Echt-
zeit- bzw. Endpunkt-Messung ermittelt werden.
In beiden Fällen benötigt die erfindungsgemäße
Ausführung keine Nachprozessierung, wie z.B.
Wasch- oder Inkubationsschritte.
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– In einer besonders bevorzugten Ausführung
kann ein Mediator in jedem Reaktionszyklus bzw.
zeitlichen Abschnitt der Reaktion mit mehreren
identischen spezifischen Nachweismolekülen in-
teragieren und eine Signalgenerierende Nach-
weisreaktion auslösen. Da ein akkumulativer Ef-
fekt durch Amplifizierung des Zielmoleküls erfolgt,
wird die Sensitivität der Reaktion deutlich.
– Die hergestellten universellen Mikroarrays kön-
nen unter definierten Lagerbedingungen über län-
gere Zeit aufbewahrt werden, was v.a. gegenüber
Protein-Arrays ein deutlicher Vorteil ist. Dadurch
ist eine Bevorratung unabhängig von geplanten
Experimenten unkritisch.

[0097] Im Folgenden soll die Erfindung sowie der
Stand der Technik anhand von Figuren und Ausfüh-
rungsbeispielen erläutert werden, ohne jedoch hier-
auf beschränkt zu sein. Es zeigen:

[0098] Fig. 1(A–D) Verschiedene Festphasen-ba-
sierte Detektionsverfahren nach invasiver Spaltung
einer immobilisierten Sonde

[0099] Fig. 2 Bevorzugten Aufbau einer Mediator-
Sonde

[0100] Fig. 3A, B Bevorzugte Interaktion der Media-
tor-Sonde mit dem Zielmolekül und Mediator-Son-
den-Spaltung

[0101] Fig. 4A, B Darstellung eines bevorzugten
Nachweismoleküls

[0102] Fig. 5i).vi) Schematische Darstellung einer
bevorzugten enzymatischen Mediatorverlängerung

[0103] Fig. 6 Schematische Darstellung bevorzug-
ter Position chemischer Modifikation innerhalb des
Nachweismoleküls

[0104] Fig. 7 Bevorzugte Detektion des Mediators
mit Hilfe eines immobilisierten Nachweismoleküls

[0105] Fig. 8 Bevorzugte Interaktion von Mediator-
Sonde und Nachweismolekül

[0106] Fig. 9 Schematische Darstellung der bevor-
zugten Anwendungsbereiche der Mediator-Sonden-
Technologie

[0107] Fig. 10 Normalisierter Fluoreszenz-Plot ei-
ner PCR unter Verwendung einer bevorzugten Me-
diator-Sonden und im Reaktionsgefäß immobilisierter
Nachweismoleküle

[0108] Fig. 1(A–D) zeigt verschiedene Festphasen-
basierte Detektionsverfahren nach invasiver Spal-
tung einer immobilisierten Sonde. (A) Direkte, Fluo-
reszenz-basierte invasive Spaltungsdetektion. Mög-

lichkeit 1: Die Sonde liegt immobilisiert an der
Substratoberfläche vor. Das Invader-Oligonukleotid
(upstream oligonucleotide) und die Zielsequenz (tar-
get) werden zu der Reaktionslösung hinzugegeben
(siehe Abb. 1). Möglichkeit 2: Die Sonde und das In-
vader-Oligonukleotid sind auf der Oberfläche immo-
bilisiert. Die Zielsequenz wird zu dem Reaktionsmix
hinzugegeben (siehe Abb. 2). In beiden Fällen er-
folgt eine Spaltung des Sondenmoleküls, woraus die
Änderung eines Fluoreszenzsignals resultiert. Quel-
le: (Lu, M.C. et al, 2002, A surface invasive cleavage
assay for highly parallel SNP analysis, Hum. Mutat.,
19, 416–422.).

[0109] (B) Indirekte Spaltungsdetektion. Eine
Dabcyl-modifizierte Sonde liegt immobilisiert an einer
Festphase vor. Nach erfolgter invasiver Spaltung er-
folgt die Ligation eines Biotin-markierten Linkers, an
welchen Streptavidin-beschichtete Goldpartikel ge-
bunden werden. Quelle: (Nie, B. et al, 2006, Quanti-
tative detection of individual cleaved DNA molecules
on surfaces using gold nanoparticles and scanning
electron microscope imaging, Anal. Chem., 78, 1528–
1534.).

[0110] (C) Indirekte Spaltungsdetektion durch an-
schließende Rolling Circle Amplification. Nach inva-
siver Spaltung einer immobilisierten, 5’-markierten
Sonde erfolgt ein Ligationsschritt mit anschließender
Rolling Ciricle Amplification. Es werden zwei unter-
schiedliche Strategien dargestellt, bei welchen nur
die Sonde (a) bzw. die Sonde und das Invader-Oligo-
nukleotid (b) immobilisiert vorliegen. Quelle: (Chen,
Y. et al, 2004, Surface amplification of invasive clea-
vage products, J. Amer. Chem. Soc., 126, 3016–
3017.).

[0111] (D) Indirekte, Fluoreszenz-basierte Spal-
tungsdetektion. An eine Fluoreszenz-markierte Son-
de wird eine markierte Detektionssonde hybridisiert
und das Fluoreszenzsignal detektiert. Nach erfolgten
Waschschritten und durchgeführter invasiven Spal-
tung erfolgt ein weiterer Hybridisierungsschritt mit der
beschriebenen Detektionssonde. Die anschließende
Fluoreszenzmessung erlaubt einen Rückschluss auf
die Anwesenheit der Zielsequenz im Reaktionsan-
satz. Quelle: (Lockett, M.R. et al, 2007, Molecular be-
acon-style hybridization assay for quantitative ana-
lysis of surface invasive cleavage reactions, Anal.
Chem., 79, 6031–6036.).

[0112] Fig. 2 zeigt einen bevorzugten Aufbau einer
Mediator-Sonde. Die Mediator-Sonde besteht insbe-
sondere aus einem Oligonukleotid und ist in zwei
funktionelle Regionen unterteilt. Region 1 ist affin
bzw. komplementär zum Zielmolekül, Region 2 inter-
agiert ausschließlich mit einem spezifischen Nach-
weismolekül. Zwischen den Regionen befindet sich
eine potentielle Spaltstelle.
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[0113] Fig. 3 zeigt eine bevorzugte Interaktion der
Mediator-Sonde mit dem Zielmolekül und Mediator-
Sonden-Spaltung. Die Mediator-Sonde, Hilfsmolekül
1 (hier: Primer) und Hilfsmolekül 2 (hier: Enzym mit
Polymerisations- und Nuklease-Aktivität (Polymera-
se)) interagieren mit dem Zielmolekül (hier: Nuklein-
säuresequenz) (A). Unter geeigneten Reaktionsbe-
dingungen wird der Primer durch die Polymerase ver-
längert und die Mediator-Sonde gespalten, wobei ein
Mediator-Molekül freigesetzt wird. (B).

[0114] Fig. 4A, B zeigt eine Darstellung eines bevor-
zugten Nachweismoleküls. Lineare Darstellung (A).
Darstellung eines 3’-immobilisierten Nachweismole-
küls unter Ausbildung der Sekundärstruktur (B). Die
revers-komplementären Sequenzabschnitte, durch
deren Interaktion die Sekundärstruktur des Nach-
weismoleküls entsteht, sind als schwarze Bereiche,
die Mediator-Hybridisierungssequenz als diagonal-
gestreifter Bereich dargestellt.

[0115] Fig. 5i)–vi) stellt eine schematische Darstel-
lung einer bevorzugten enzymatischen Mediatorver-
längerung dar. i) Ein Nachweismolekül liegt immobili-
siert an einer Festphase vor und nimmt unter Reakti-
onsbedingungen eine definierte Sekundärstruktur an.
Zwei geeignete Fluoreszenz-Modifikationen F und Q
interagieren miteinander, wobei das Fluoreszenzsi-
gnal von F unterdrückt wird. ii) Der Mediator kann mit
dem Nachweismolekül an definierter Position (Media-
tor-Hybridisierungssequenz, Region 5) interagieren
iii)–iv) und wird dabei von einem Nachweishilfsmole-
kül (hier: Polymerase) enzymatisch verlängert. Dabei
wird das Fluoreszenzakzeptormolekül Q vom Nach-
weismolekül abgespalten, womit die Fluoreszenzin-
tensität des Fluoreszenzfarbstoffes F wiederherge-
stellt wird. vi) Nach Abspaltung von Region 1 nimmt
das Nachweismolekül eine lineare Konformation an,
wodurch eine weitere Verlängerung des Mediators
erfolgen kann.

[0116] Fig. 6 zeigt eine schematische Darstellung
bevorzugter Position chemischer Modifikation inner-
halb des Nachweismoleküls. An geeigneten Se-
quenzpositionen innerhalb der Region 1 und/oder
Region 2 sind modifizierte Nukleotide eingebaut, wel-
che eine potentielle Mediator-Elongation an definier-
ter Position terminieren.

[0117] Fig. 7 stellt eine bevorzugte Detektion des
Mediators mit Hilfe eines immobilisierten Nachweis-
moleküls dar. i) Ein Nachweismolekül liegt immobi-
lisiert an einer Festphase vor und nimmt unter Re-
aktionsbedingungen eine definierte Sekundärstruk-
tur an. Zwei geeignete Fluoreszenz-Modifikationen F
und Q interagieren miteinander, wobei das Fluores-
zenzsignal von F unterdrückt wird. Der 3’-termina-
le Sequenzbereich liegt ungepaart vor und dient als
potentielle Mediator-Hybridisierungssequenz (diago-
nal gestreifter Bereich). ii) An dieser definierten Po-

sition kann der Mediator mit dem Nachweismolekül
interagieren iii, iv) und wird dabei von einem Nach-
weishilfsmolekül (hier: Polymerase) enzymatisch ver-
längert. v) Dabei wird das Fluoreszenzakzeptormo-
lekül Q vom Nachweismolekül abgespalten, womit
die Fluoreszenzintensität des Fluoreszenzfarbstoffes
F wiederhergestellt wird. Nach einer geeigneter Dau-
er werden die Reaktionsbedingungen durch Erhitzen
der Reaktionslösung geändert, so dass die Polyme-
rase und der verlängerte Mediator vom Nachweismo-
lekül abdissoziiert.

[0118] Fig. 8 zeigt eine bevorzugte Interaktion von
Mediator-Sonde und Nachweismolekül. Falls die un-
gespaltene Mediator-Sonde mit dem Nachweismole-
kül interagiert, erfolgt selbst in Anwesenheit geeigne-
ter Nachweishilfsmoleküle keine enzymatische Ver-
längerungsreaktion, da diese einen 3’-OH-Terminus
der Mediator-Sequenz benötigt. Somit wird die Gene-
rierung falsch-positiver Signale verhindert. Zusätzlich
kann eine 3’-terminale Modifizierung vorhanden sein,
um eine unspezifische Elongation zu unterbinden.

[0119] Fig. 9 stellt eine schematische Darstellung
der bevorzugten Anwendungsbereiche der Media-
tor-Sonden-Technologie dar. Die Mediator-Sonden-
Technologie kann DNA, in cDNA umgeschriebene
RNA oder an Protein-assoziierte Aptamere detektie-
ren. Die Prozessierung der Medaitor-Sonde kann ggf.
an einen Amplifikationsschritt (A) des Zielmoleküls in-
tegriert werden. Dargestellt ist die Detektion mittels
eines immobilisierten, Mediator-spezifischen Nach-
weismoleküls. Durch Interaktion mit einem Hilfsmole-
kül (hier: Polymerase) wird durch eine Mediator-ver-
mittelte Reaktion eine Zustandsänderung des Nach-
weismoleküls generiert (hier: Fluoreszenzänderung).

[0120] Fig. 10 zeigt einen normalisierten Fluores-
zenz-Plot einer PCR unter Verwendung einer be-
vorzugten Mediator-Sonden und im Reaktionsgefäß
immobilisierter Nachweismoleküle. Die Reagenzien,
welche u.a. Zielsequenz-spezifische Primer sowie
die Mediator-Sonde und verschiedene Staphylococ-
cus aureus-Genomäquivalente beinhalten, werden in
ein geeignetes Reaktionsgefäß mit immobilisierten
Nachweismolekülen pipettiert und mit einer geeig-
neten Versiegelungsfolie verschlossen. Die Reakti-
on wurde in einem Thermocycler durchgeführt, wo-
bei die Messung der Fluoreszenz zu den angegebe-
nen Zyklen in einem gesonderten Gerät vorgenom-
men wurde. In jedem PCR-Zyklus wird der zu am-
plifizierende Sequenzabschnitt verdoppelt, wobei bei
jeder Duplikation ein Mediator aus der Spaltung ei-
ner Mediator-Sonde hervorgeht. Der freigesetzte Me-
diator interagiert mit dem Nachweismolekül in geeig-
neter Weise, wobei ein detektierbares Fluoreszenz-
signal entsteht. Der Plot zeigt eine Korrelation der
DNA-Menge und dem Fluoreszenzverlauf. Die Fluo-
reszenzintensitäten wurden auf den Wert von Zyklus
1 normiert (Der Messwert von Zyklus 37 wurde durch
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Kondensat an der Deckelfolie verfälscht und daher
nicht berücksichtigt).

Ausführungsbeispiel i)

[0121] Die Ausführungsbeispiele sind außerdem
schematisch in Fig. 9 dargestellt. Eine einfache De-
monstration eines bevorzugten Nukleinsäurenach-
weises kann wie folgt durchgeführt werden: Zum
Nachweis bakterieller DNA in einer zu untersuchen-
den Probe wird ein Nachweismolekül in einem geeig-
netem Reaktionsgefäß immobilisiert. Anschließend
werden die Probe und die benötigten Reagenzien
dem Reaktionsgefäß zugegeben und das Gemisch
nach einer initialen Temperaturhalteschritt bei 95 °C
zyklisch erhitzt und abgekühlt. Während diesem Pro-
zess wird an definierten Zeitpunkten des Zyklus’ die
Fluoreszenz im Reaktionsgefäß detektiert. Im Fol-
genden wird das Ausführungsbeispiel im Detail be-
schrieben:

[0122] In „NucleoLink-Strips“ (NUNC, Langensel-
bold, Deutschland, Cat.-No. 248650) werden 25 µL
einer 100 nM Lösung eines Nachweismoleküls der
Sequenz 5’-DABCYL-CCGCAG*A*A*GATGAGATC
(dT-FAM)
GCGGTGTTGGTCGTAGAGCCCAGAA-
CGATTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT-[C6NH2]-3’ (* =
Phosphothioat) (IBA, Göttingen, Deutschland) in
Kopplungspuffer (10 mM 1-Methyl-Imidazole (1-
MeIm) (pH 7,0) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutsch-
land) und 10 mM 1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopro-
pyl)-Carbodiimide (EDC) (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland)) pipettiert, mit ViewSEALTM-Deckelfo-
lie (Greiner-BioOne, Frickenhausen, Germany, Cat.-
No.676070) verschlossen und über Nacht bei 50°C
inkubiert. Der Überstand wird verworfen und die Mi-
kroreaktionsgefäße werden anschließend mit 100 µL
Waschpuffer (100 mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM Na-
Cl, 0.1% Tween 20 (Carl Roth, Karlsruhe, Deutsch-
land)) gewaschen und mit 25 µL einer 1 M Glycin-
Lösung (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) in Kopp-
lungspuffer 1 Stunde bei 50 °C inkubiert und erneut
gewaschen.

[0123] Die Reaktionsgefäße werden mit 25
µL PCR-Reaktionsmix (1x Finnzymes DyNa-
mo Flash Probe (Finnzymes, Cat.-No. F-455),
Primer-Moleküle der Sequenzen 5’-GAGGTAG-
GAAACTCTGGATCAGGTAT-3’ (300 nM) (bio-
mers.net, Ulm, Deutschland), 5’-TCTATTGAAAAA-
CACTCCTATTGGAAGA-3’ (300 nM) (biomers.net,
Ulm, Deutschland), eine Mediator-Sonde der Se-
quenz 5’-TCTGGGCTCTACGACCAACAGGTATT-
CACAGTGGTAAAGGCGGACAACAAGAGCCCAG

[0124] A-[Phosphat]-3’ (200 nM) (biomers.net, Ulm,
Deutschland)) sowie unterschiedlichen Konzentra-
tionen einer Staphylococcus aureus DNA, die den
Lokus Exfoliatin-Toxin B (NCBI Accession-Number

M17348) enthält, befüllt. Je DNA-Konzentration wer-
den vier Mikroreaktionsgefäße verwendet. Die Re-
aktionsgefäße werden mit ViewSEALTM-Deckelfolie
verschlossen und in einen GeneAmp® 9700 Ther-
mocycler (Perkin-Elmer, Massachusetts) überführt.
Nach einer Inkubationsphase (7 min bei 95 °C) wird
das zyklische Temperaturprotokoll (30 s bei 95 °C,
3 min bei 58 °C) durchgeführt und die Reaktionsge-
fäße nach definierten Zyklen aus dem Thermocycler
entnommen und mit Hilfe des Mikrotiterplatten-Lese-
geäts Victor2 1420 Multilabel Counter (Perkin-Elmer,
Massachusetts) das Fluorescein-Signal gemessen.
Anschließend werden die Reaktionsgefäße wieder in
den Thermocycler überführt. Die Fluoreszenzwerte
der einzelnen Mikroreaktionsgefäße werden auf den
jeweiligen Wert des ersten Zyklus normalisiert, so
dass für jedes Reaktionsgefäß ein Amplifikationsfak-
tor in Abhängigkeit des Prozessierungszyklus erstellt
werden kann (siehe Fig. 10).

Ausführungsbeispiel ii)

[0125] Eine Ausführung wie in Ausführungsbeispiel
i) beschrieben, wobei als Nukleinsäurevorlage RNA
verwendet wird, welche mittels Reverse-Transkrip-
tion oder durch ein anderes geeignetes enzymati-
sches System in cDNA umgeschrieben wird. Dabei
wird dieser Schritt in einem gesonderten Reaktions-
gefäß durchgeführt und ein Aliquot zu einer Nach-
weisreaktion gemäß Ausführungsbeispiel i) hinzuge-
geben. Alternativ kann die Reverse Transkription und
anschließende Amplifikation gemäß Ausführungsbei-
spiel i) findet im selben Reaktionsgefäß stattfinden.
Als Versuchsziel steht die Expressionsanalyse eines
oder mehrerer Gene im Vordergrund.

Ausführungsbeispiel iii)

[0126] Der parallele Nachweis von DNA und RNA
in einer Probe kann durch Kombination geeigne-
ter Enzymsysteme durchgeführt werden. Dabei wird
die nachzuweisende RNA mit Hilfe von Primern mit
definiertem 5’-Sequenzüberhang amplifiziert (Siehe
Fig. 9). Die für diesen Nachweis verwendete Media-
tor-Sonde ist derartig ausgelegt, dass sie teilweise an
den Sequenzüberhang, den Primer sowie einen Ab-
schnitt des verlängerten Primers bindet. Durch die-
sen definierten Lokus ist sichergestellt, dass nur aus
RNA generierte cDNA durch eine spezifische Media-
tor-Sonde detektiert wird, jedoch nicht der genomi-
sche Lokus, von dem die RNA transkribiert wurde.
Zur Detektion von genomischer DNA im Reaktions-
ansatz werden Mediator-Sonden verwendet, die aus-
schließlich komplementär zu dieser Sequenz sind. In
der ggf. durchgeführten Amplifikationsreaktion wird
die generierte cDNA und spezifische Abschnitte der
genomischen DNA amplifiziert, wobei lokus-spezifi-
sche Mediator-Sonden gespalten und der Mediator
durch geeignete Nachweisverfahren an einem örtlich
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aufgelösten immobilisierten Nachweismolekül detek-
tiert werden kann.

Ausführungsbeispiel iv)

[0127] In ein geeignetes Reaktionsgefäß werden
Reagenzien, welche Zielmolekül-spezifische Ap-
tamere umfassen und die zu untersuchende Probe
gegeben, wobei die Nachweismoleküle örtlich aufge-
löst immobilisiert vorliegen (siehe Fig. 9). Das nach-
zuweisende Zielmolekül kann beispielsweise ein Pro-
tein oder Peptid sein ist aber nicht darauf beschränkt.
Ein Aptamer bindet an das Zielmolekül und verän-
dert seine Struktur, so dass sich nach erfolgter In-
teraktion eine Aptamer-spezifische Mediator-Sonde
und Primer anlagern können. Durch Prozessierung
mit einem geeigneten Enzymsystem kann der ange-
lagerte Primer verlängert werden, wobei eine Spal-
tung der Mediator-Sonde erfolgt. Der freigesetzte Me-
diator kann mit Hilfe eines spezifischen Nachweis-
moleküls detektiert werden. Der enzymatische Ampli-
fikationsprozess kann isotherme Verfahren beinhal-
ten, ist aber nicht darauf beschränkt.

Ausführungsbeispiel v)

[0128] In einer besonderen Ausführungsvariante
werden DNA, RNA und Peptide bzw. Proteine oder
eine andere Kombination der genannten Stoffklassen
durch die beschriebenen Verfahren i)-iv) in einem An-
satz parallel detektiert. Das Verfahren beinhaltet iso-
therme Amplifiaktionsverfahren, ist aber nicht auf die-
se beschränkt. Diese Ausführung wird in Fig. 9 illus-
triert.

Ausführungsbeispiel vi)

[0129] Unabhängig von der Art des Nachweises
kann das Reaktionsgefäß beispielsweise das eta-
blierte und weit verbreitete Mikrotiterplattenformat
(96-well plate) besitzen, womit handelsübliche Tem-
perierungs- und Auslesegeräte, bzw. Geräte, die bei-
de Funktionen kombinieren, verwendet werden kön-
nen. In allen Fällen sind die Nachweismoleküle ört-
lich aufgelöst immobilisiert (Array). Als mögliches Re-
aktionsgefäß kann auch eine Flusszelle betrachtet
werden, die nach durchgeführter Analyse ggf. gerei-
nigt und wiederverwendet werden kann. In einer be-
sonderen Ausführungsform kann das Reaktionsge-
fäß eine Kartusche darstellen, in welcher die Nach-
weismoleküle immobilsiert vorliegen. Der Reaktions-
raum kann auch durch die Verwendung eines modi-
fizierten Mikroskop-Objektträger und eines geeigne-
ten Rahmens definiert werden. Diese Ausführung hat
die vorteilhafte Eigenschaft, dass die Immobilisierung
der Nachweismoleküle auf geeigneten Materialien im
Stand der Technik beschrieben ist und passende Kle-
berahmen (Peqlab in-situ Kleberahmen, Peqlab Bio-
technologie, Erlangen, Deutschland) sowie tempe-
rierbare Prozessierungsgeräte (Peqlab PeqStar in-

situ, Peqlab Biotechnologie, Erlangen, Deutschland)
und Auslesegeräte (BioAnalyzer, LaVision BioTec
GmbH, Bielefeld, Deutschland) kommerziell erhält-
lich sind. Das Format der Kartusche ist nicht fest-
gelegt und kann ggf. nach den Wünschen des Be-
nutzers erstellt sein. Die Kartusche kann mit Hilfe
von integrierten Prismen einen eingekoppelten Licht-
strahl zur Anregung oberflächennaher Fluorophore
mittels TIRF durch einen Auslesebereich leiten. Fer-
ner kann diese Kartusche in Kombination mit einem
Gerät verwendet werden, welches über eine Tem-
perierungsvorrichtung und optischen Komponenten
zur Anregung und Detektion von Fluoreszenzsigna-
len verfügt. Die Kartusche kann ggf. über mikroflui-
dische Strukturen, zum Beispiel Einfüll- und Belüf-
tungsöffnungen, Konnektierungen für aktive Elemen-
te, Misch-, Mess- und Aliquotierungskammern, -ka-
näle oder -strukturen, oder Strukturen, die für anders-
weiteige Zwecke verwendet werden können, verfü-
gen. Das System kann über Pumpen oder andere
Aktoren verfügen, mit deren Hilfe die Flüssigkeit pro-
zessiert werden kann. Zusätzlich können weitere Re-
agenzien vorgelagert sein.
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Patentansprüche

1.   Mediator-Sonde zur Bindung an ein Zielmole-
kül und/oder ein Nachweismolekül umfassend eine
Sonden-Region und eine Mediator-Region, dadurch
gekennzeichnet, dass die Sonde ein Oligonukleotid
ist und die Sonden-Region am 3’-Terminus und die
Mediator-Region am 5’-Terminus des Oligonukleoti-
des angeordnet ist, wobei zwischen den Regionen
eine chemische, biologische und/oder physikalische
Spaltstelle vorliegt und die Sonden-Region eine Af-
finität zu dem Zielmolekül und die Mediator-Region
eine weitere Affinität zu dem Nachweismolekül auf-
weist.

2.   Mediator-Sonde zur Bindung an ein Zielmole-
kül und/oder ein Nachweismolekül umfassend eine
Sonden-Region und eine Mediator-Region, dadurch
gekennzeichnet, dass die Sonde ein Oligonukleotid
ist und die Sonden-Region am 3’-Terminus und die
Mediator-Region am 5’-Terminus des Oligonukleoti-
des angeordnet ist, wobei zwischen den Regionen
eine chemische, biologische und/oder physikalische
Spaltstelle vorliegt und die Sonden-Region eine Af-
finität zu dem Zielmolekül und die Mediator-Region
eine weitere Affinität zu dem Nachweismolekül auf-
weist, wobei die Spaltung der Mediator-Sonde insbe-
sondere durch eine Amplifikation des Zielmoleküls er-
folgt.

3.   Mediator-Sonde nach Anspruch 1 oder 2, da-
durch gekennzeichnet, dass die Sonde 1 bis 70, be-
vorzugt 15 bis 60, besonders bevorzugt 35 bis 45 Nu-
kleotide aufweist.

4.    Mediator-Sonde nach einem oder mehreren
der vorherigen Ansprüche, dadurch gekennzeichnet,
dass das Zielmolekül ein Biomolekül ist, ausgewählt
aus der Gruppe umfassend DNA, RNA, Protein, Ap-
tamer und/oder ein Komplex aus Aptamer und asso-
ziierter DNA, RNA, Protein oder einer Kombination
hieraus....

5.    Mediator-Sonde nach einem oder mehreren
der vorherigen Ansprüche, dadurch gekennzeichnet,
dass die Sonden-Region und die Mediator-Region
funktionell und/oder räumlich überlappen.

6.    Mediator-Sonde nach einem oder mehreren
der vorherigen Ansprüche, dadurch gekennzeichnet,
dass die Mediator-Sonde am 3’-Terminus der Son-
den-Region eine chemische Schutzgruppe aufweist.

7.  System umfassend eine Mediator-Sonde nach
einem oder mehreren der vorherigen Ansprüche und
ein Nachweismolekül, wobei das Nachweismolekül
ein Oligonukleotid ist und mindestens folgende Re-
gionen aufweist:
a. eine Region an einem 5’-Terminus des Nachweis-
moleküls, die einen Fluoreszenzakzeptor oder einen

-donor und/oder eine chemische Gruppe zur Bindung
an eine Festphase und/oder eine chemische Schutz-
gruppe aufweist,
b. eine weitere Region, die mit der Mediator-Region
interagiert,
c. eine dritte Region, die einen Fluoreszenzdonor
oder einen -akzeptor aufweist und
d. eine vierte Region an einem 3’-Terminus des
Nachweismoleküls, die eine chemische Gruppe zur
Bindung an eine Festphase und/oder eine chemische
Schutzgruppe aufweist.

8.  System nach Anspruch 7, dadurch gekennzeich-
net, dass das Nachweismolekül an eine Festphase
gebunden oder frei in einer Lösung vorliegt.

9.  System nach einem oder mehreren der vorhe-
rigen Ansprüche, dadurch gekennzeichnet, dass die
Mediator-Sonde und/oder das Nachweismolekül fluo-
reszenzmarkierte Nukleotide aufweisen.

10.  System nach einem oder mehreren der vorhe-
rigen Ansprüche, dadurch gekennzeichnet, dass das
Nachweismolekül ein einzelsträngiges Nukleinsäure-
molekül oder Nukleinsäurederivat ist.

11.  System nach einem oder mehreren der vorhe-
rigen Ansprüche, dadurch gekennzeichnet, dass das
Nachweismolekül eine Haarnadel-Struktur aufweist.

12.  System nach einem oder mehreren der vorhe-
rigen Ansprüche, dadurch gekennzeichnet, dass die
Haarnadel-Struktur ausgebildet ist, indem der 5’-Ter-
minus des Nachweismoleküls mit einem internen Se-
quenzabschnitt komplementär hybridisiert und der 3’-
Terminus des Nachweismoleküls einen ungepaarten
Sequenzabschnitt umfasst.

13.  System nach einem oder mehreren der vorhe-
rigen Ansprüche, dadurch gekennzeichnet, dass das
Nachweismolekül mindestens eine Fluoreszenz-Mo-
difikationen am 5’-Terminus und/oder innerhalb der
Haarnadelstruktur aufweist.

14.  Verfahren zum Nachweis von mindestens ei-
nem Zielmolekül, umfassend ein System nach einem
oder mehreren der vorherigen Ansprüche umfassend
folgende Schritte:
a. komplementäre Bindung der Sonden-Region der
Mediator-Sonde an eine Sequenz des Zielmoleküls
oder eines Aptamers, b. Spaltung der Mediator-Son-
de an der Spaltstelle zwischen der Sonden-Region
am 5’-Terminus und der Mediator-Region am 3’-Ter-
minus durch Hilfsmoleküle, und
c. komplementäre Bindung der abgespaltenen Me-
diator-Region der Mediator-Sonde an die zweite Re-
gion des Nachweismoleküls.

15.  Verfahren nach einem oder mehreren der vor-
herigen Ansprüche,
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dadurch gekennzeichnet, dass
die Spaltung der Mediator-Sonde eine Verände-
rung der physikalischen und/oder chemischen Eigen-
schaften mindestens einer Region der Mediator-Son-
de bewirkt, ausgewählt aus der Gruppe umfassend:
a. molekulare Masse,
b. enzymatische Aktivität,
c. Bindungseigenschaften umfassend Affinität oder
Avidität,
d. chemische Reaktivität,
e. Vorhandensein chemischer Gruppen,
f. elektrischer Eigenschaft umfassend Leitfähigkeit,
Polarisierbarkeit oder Ladung und/oder
g. optischer Eigenschaft umfassend Absorption und
Emission von Licht.

16.  Verfahren nach einem oder mehreren der vor-
herigen Ansprüche, dadurch gekennzeichnet, dass
die, an die zweite Region des Nachweismoleküls ge-
bundene Mediator-Region durch ein Hilfsmolekül en-
zymatisch verlängert wird, wobei das Hilfsmolekül an
den 3’-Terminus der gebundenen Mediator-Region
bindet.

17.  Verfahren nach einem oder mehreren der vor-
herigen Ansprüche, dadurch gekennzeichnet, dass
die, an das Zielmolekül gebundene Sonden-Region
durch ein Hilfsmolekül enzymatisch verlängert wird.

18.  Verfahren nach einem oder mehreren der vor-
herigen Ansprüche, dadurch gekennzeichnet, dass
die Hilfsmoleküle ausgewählt sind aus der Gruppe
umfassend Katalysatoren, Proteine, Nukleinsäuren,
Naturstoffe, Enzyme, Enzym-Systeme, Zell-Lysate,
Zell-Bestandteile, aus Zell-Bestandteilen abgeleitete
Derivate und/oder synthetische Moleküle.

19.  Verfahren nach einem oder mehreren der vor-
herigen Ansprüche, dadurch gekennzeichnet, dass
Hilfsmoleküle Moleküle aus einem Nukleinsäuream-
plifikationssystem und/oder einem Restriktionsen-
zymsystem umfassen.

20.  Verfahren nach einem oder mehreren der vor-
herigen Ansprüche, dadurch gekennzeichnet, dass
durch eine indirekte oder direkte Interaktion der Me-
diator-Region mit der zweiten Region des Nachweis-
moleküls eine physikalisch oder chemisch messbare
Veränderung des Nachweismoleküls erfolgt.

21.  Verfahren nach einem oder mehreren der vor-
herigen Ansprüche, dadurch gekennzeichnet, dass
das Nachweismolekül durch direkte oder indirekte In-
teraktion mit der Mediator-Region verändert wird, um-
fassend Änderung in Fluoreszenz, Phosphoreszenz,
Masse, Absorption, Streuung des Lichts, elektrischen
Leitfähigkeit, enzymatische Aktivität und/oder der Af-
finität.

22.  Verfahren nach einem oder mehreren der vor-
herigen Ansprüche, dadurch gekennzeichnet, dass
sequenzspezifische oder -unspezifische, fluorogene
und/oder chromogene Sonden oder Fluoreszenzfarb-
stoffe mit mindestens einer Region der Mediator-Son-
de und/oder dem Nachweismolekül interagieren.

23.  Verfahren nach einem oder mehreren der vor-
herigen Ansprüche, dadurch gekennzeichnet, dass
das Nachweismolekül durch eine Interaktion mit der
Mediator-Region durch die Hilfsmoleküle verändert
wird, umfassend Phosphorylierung, Dephosphorylie-
rung, Amidierung, Anbindung oder Abspaltung ei-
ner chemischen Gruppe, Fluoreszenz-, Phosphores-
zenz- oder Lumineszenzänderung.

24.  Verfahren nach einem oder mehreren der vor-
herigen Ansprüche, dadurch gekennzeichnet, dass
Nachweismolekül über mindestens eine Fluores-
zenz-Modifikationen am 5’-terminalen Bereich und/
oder innerhalb der Haarnadelstruktur verfügt und
nach der Reaktion mit der Mediator-Region mit-
tels eines Hilfsmoleküls von dem Nachweismole-
kül die Fluoreszenz-Modifikationen abgespalten und/
oder der 5’-Terminus der Haarnadelstruktur des
Nachweismoleküls entfernt wird und eine Änderung
des Fluoreszenzsignals am Nachweismolekül detek-
tiert wird.

25.  Verwendung des Systems nach den Ansprü-
chen 7 bis 13 zur Amplifikation von mindestens einem
Zielmolekül.

26.  Verwendung des Systems nach den Ansprü-
chen 7 bis 13 zur Detektion von einem oder mehre-
ren gleichartigen oder verschiedenen Biomolekülen
in einem Gemisch.

27.  Verwendung des Systems nach Anspruch 26
unter Verwendung der Aktivität eines Restriktionsen-
zyms, wobei das Nachweismolekül über eine chemi-
sche Schutzgruppe am 3‘-terminalen Bereich verfügt,
die nach der Reaktion mit der Mediator-Region mit-
tels eines Hilfsmoleküls von dem Nachweismolekül
abgespalten wird und eine 3‘-terminale OH-Gruppe
generiert wird.

Es folgen 10 Blatt Zeichnungen
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Anhängende Zeichnungen
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