2006/108205 A2 | IV -0 0O A0 0 O

(12) NACH DEM VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG

(19) Weltorganisation fiir geistiges Eigentum
Internationales Biiro

(43) Internationales Veroffentlichungsdatum

19. Oktober 2006 (19.10.2006)

7T
s A 10000 0O O

(10) Internationale Veriffentlichungsnummer

WO 2006/108205 A2

(51) Internationale Patentklassifikation:
Nicht Kklassifiziert
(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/AT2006/000148
(22) Internationales Anmeldedatum:
13. April 2006 (13.04.2006)

(25) Einreichungssprache: Deutsch

(26) Veroffentlichungssprache: Deutsch
(30) Angaben zur Prioritét:
A 640/2005 15. April 2005 (15.04.2005) AT
(71) Anmelder und
(72) Erfinder: SCHLEDERER, Thomas [AT/AT]; Dragoner-
weg 21, A-1220 Wien (AT).

(74) Anwalt: SONN & PARTNER PATENTANWALTE;
Riemergasse 14, A-1010 Wien (AT).

(81) Bestimmungsstaaten (soweit nicht anders angegeben, fiir
Jede verfiigbare nationale Schutzrechtsart): AE, AG, AL,
AM, AT, AU, AZ,BA, BB, BG, BR,BW, BY, BZ, CA,CH,
CN, CO, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, EG, ES,

FI, GB, GD, GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL., IN, IS, JP, KE,
KG, KM, KN, KP, KR, KZ, .C, LK, LR, LS, LT, LU, LV,
LY, MA, MD, MG, MK, MN, MW, MX, MZ, NA, NG, NI,
NO, NZ, OM, PG, PH, PL, PT, RO, RU, SC, SD, SE, SG,
SK, SL, SM, SY, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US,
UZ, VC, VN, YU, ZA, 7ZM, 7ZW.
(84) Bestimmungsstaaten (soweit nicht anders angegeben, fiir
Jede verfiigbare regionale Schutzrechtsart): ARIPO (BW,
GH, GM, KE, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, SZ, TZ, UG,
7ZM, 7ZW), eurasisches (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU,
TJ, TM), europdisches (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK,
EE, ES, FL, FR, GB, GR, HU, IE, IS, IT, LT, LU, LV, MC,
NL, PL, PT, RO, SE, SI, SK, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG,
CL, CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Erkliarung gemif Regel 4.17:
Erfindererklirung (Regel 4.17 Ziffer iv)

Veroffentlicht:
ohne internationalen Recherchenbericht und erneut zu ver-
offentlichen nach Erhalt des Berichts

Zur Erklirung der Zweibuchstaben-Codes und der anderen Ab-
kiirzungen wird auf die Erklirungen ("Guidance Notes on Co-
des and Abbreviations") am Anfang jeder reguliren Ausgabe der
PCT-Gazette verwiesen.

(54) Title: METHOD FOR DETECTING NUCLEIC ACID FRAGMENTS

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR DETEKTION VON NUKLEINSAUREFRAGMENTEN

(57) Abstract: The invention relates to a method for detecting a nucleic acid amplification of at least one nucleic acid fragment
using an internal control. The detection of the amplified fragment takes place in a wave length.

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Detektion einer Nukleinsdureamplifikation mindes-
tens eines Nukleinsdurefragments unter Verwendung einer internen Kontrolle, wobei die Detektion des amplif izierten Fragments

bei einer Wellenldnge erfolgt.



WO 2006/108205 PCT/AT2006/000148
-1 -

Verfahren zur Detektion von Nukleinsdurefragmenten

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur inter-
nen Kontrolle von Nukleinsdureamplifikationen.

Die interne Kontrolle einer Nukleinsiureamplifikation, ins-
besondere einer Polymerasekettenreaktion (PCR) beziehungsweise
Echtzeit-PCR, stellt eine stdrungsfreie PCR-Amplifikation si-
cher. Interne Kontrollen werden zum Aufzeigen etwaiger PCR-Inhi-
bitionen eingesetzt, dienen dazu den erfolgreichen Ablauf der
Amplifikation aufzuzeigen und falsch negative Ergebnisse z.B.
aufgrund von Inhibitoren zu vermeiden. Derartige Inhibitoren
kénnen einerseits durch mangelhafte Aufreinigung der Probe, zum
Beispiel Restbestand Ethanol, Proteinrestpartikel, andererseits
durch mangelhafte Handhabung, z.B. Handschuhpuder oder Baum-
Pollen, in das Reaktionsgef&dR gelangen.

In der Echtzeit-PC beispielsweis wird sowohl das Amplifika-
tionsprodukt als auch die interne Kontrolle bei zumindest zwei
verschiedenen Wellenl&ngen detektiert. Fir Gentypisierung wird
dabei z.B. eine TagMan Sonde 5'-FAM-N,~-TAMRA-3° und eine Kon-
trollsonde 5" -TET-N,~-TAMRA-3’ markiert. Zusidtzlich dient oft auch
noch zum rechnerischen Ausgleich von Volumsschwankungen ein
passiver Farbstoff, wie z.B. der Farbstoff ROX. Daraus ist er-
sichtlich, dass sehr schnell viele Mess-Wellenlingen eines Real-
Time Cyclers genutzt werden. Zudem sind viele Real-Time Cycler
am Markt, die Uberhaupt nur bei einer Detektions-Wellenldnge
messen, zumeist bei FAM/SybrGreen I (530 nm). Um die amplifi-
zierten Nukleins&urefragmente, die mit SybrGreen I detektiert
werden, n&dher zu charakterisieren, wird eine Schmelzkurve des
Reaktionsansatzes aufgenommen (siehe z.B. Siraj AK, Clinical
Cancer Research 8:3832-3840 (2002)). Die Analyse der Schmelzkur-
ve nach der PCR stellt dabei eigentlich keine Real-Time Analyse
dar, sondern ist eine Post-PCR-Methode, wie eine Agarose-Gel-
oder Hybridisierungsanalyse, da es zur Uberlagerung der einzel~
nen Produktbildungen wdhrend der Amplifikation kommt.

Am Markt ist eine Vielzahl von Analysegerdten fiir qualita-
tive und quantitative PCR erh&dltlich, von denen die wichtigsten
die ABI Prism 7000er Serie, der Light Cycler von Roche, der iCy-
cler von BioRad und der Corbett Rotor—Gene sind. Die Instrumente
kénnen die Fluoreszenzintensitdt je nach Ausstattung entweder

nur bei einer Wellenldnge messen, dies ist meist der FAM/Sybr-
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Green-Kanal (530nm), oder auch in sechs Kandlen quantifizieren.
Diese Gerdte erlauben somit die Messung mehrerer mit verschie-
denen Fluoreszenzfarbstoffen markierter Nukleinsduren (z.B. Am-
plifikationsprodukten von zu analysierenden Proben und internen
Kontrollen). Um die hohen Anschaffungskosten solcher Gerite und
um die hohen Kosten der Reagentien, die bei einem Verfahren,
welches auf einem derartigen Gerit durchgefiihrt wird (verschie-~
dene Fluorophore), zu reduzieren, widre ein alternatives und kos-
tenglinstigeres Verfahren wilinschenswert, welches erlaubt eine
Probe gemeinsam mit einer internen Kontrolle mit Hilfe einer Nu-
kleinsdureamplifikationstechnik zu analysieren, bei der nur ein
Fluorophor eingesetzt wird. Dadurch wire es mdglich Gerate
einzusetzen, die in der Lage sind nur bei einer Emissionswellen-
l&dnge zu messen.

In Rosenstraus et al. (J Clin Microbiol. 36(1) (1998): 191-
7) wird die Verwendung von internen Kontrollen bei PCR-Verfahren
geoffenbart. Dabeili werden die amplifizierten Nukleinsiuremolekii-
le der internen Kontrolle mittels Target-spezifischen Oligonu-
kleotiden an magnetische Mikropartikel gebunden und mittels
navidin-horseradish peroxidase™ detektiert, wobei das Target und
die interne Kontrolle in zwei getrennten Isolier- und Detek-
tionsschritten, d.h. mit einer Target- und einer internen Kon-
troll-spezifischen an den Partikeln gebundenen Oligonukleotiden,
bestimmt wurden. Somit werden im Zuge dieses Verfahrens, die am-
plifizierten Produkte nach Abschluss der Amplifikationsreaktion
markiert und detektiert.

Die Publikation von Garcia de Viedma D. et al. (J Clin Mi-
crobiol 37(3) (1999):724-8) betrifft ein Verfahren zur Detektion
von JC-Polyomarvirus (JCV), bei dem eine nicht-kompetitive bzw.
eine kompetitive interne Kontrolle eingesetzt werden kann. Die
nicht-kompetitive interne Kontrolle, die ein B-Laktamase-Kon-
strukt aus E.coli darstellt, wird zur Detektionsreaktion von JCV
in einer Probe ko-amplifiziert. Das Amplifikationsprodukt der
internen Kontrolle wird nicht widhrend der Amplifikation selbst
unter Aufnahme einer Amplifikationskurve sondern in einer End-
punkt-Detektion detektiert.

In Englund S. et al. (Vet Microbiol. 81(3) (2001): 257-71)
wird die Detektion von Mycobakterium avium subspec. paratubercu-
losis in einer Gewebeprobe mittels einer nested PCR beschrieben,

wobei die Insertionssequenz IS900 von Mycobakterium paratubercu-
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losis amplifiziert wird.

Kehle J. et al. (45. Arbeitstagung Deutsche Veterinidrmedi-
zinische Gesellschaft 28. September bis 1. Oktober 2004)
beschreiben ein Verfahren zum automatischen Nachweis von Myco-
bacterium paratuberculosis in Tankmilch.

Somit ist es eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, eine
interne Kontrolle zur Verwendung in Verfahren zur Amplifikation
von Nukleins&urefragmenten zur Verfiigung zu stellen, die es
ermdglicht einfach und schnell die Amplifikation eines Nukle-
insdurefragments aus einer Probe festzustellen.

Ferner ist es eine weitere Aufgabe der vorliegenden Er-
findung, ein Verfahren zur Verfiigung zu stellen, mit welchem es
erméglicht wird Inhibitionseffekte im Zuge einer Nukleinsduream-
plifikation zu detektieren.

Daher betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur
Detektion und/oder quantitativen Bestimmung mindestens eines Nu-
kleinsdurefragments einer Nukleinsiureamplifikation umfassend
die Schritte:

a) Bereitstellen einer Probe gegebenenfalls umfassend
mindestens eine erste Nukleinsiure,

b) Inkontaktbringen der Probe mit einer bestimmten Menge
eines ersten fir die erste Nukleinsdure spezifischen Primer-
paars,

c) Zugeben einer bestimmten Menge mindestens einer zweiten
Nukleinsdure als interne Kontrolle und mindestens eines zweiten
fir die zweite Nukleins&ure spezifischen Primerpaars zur Probe,

d) Amplifizieren des Gemisches aus c) liber eine Anzahl von
Nukleinsdureamplifikations-Zyklen, bei der mindestens ein ampli-
fiziertes Nukleinsdurefragment der mindestens einen ersten
und/oder der mindestens einen zweiten Nukleinsiure mit einem
oder mehreren fluoreszierenden Farbstoffen markiert wird,

e) Aufnehmen einer Amplifikationskurve durch Messen der
Fluoreszenzintensitdten der Nukleins&ureamplifikations-Zyklen
bei einer Wellenldnge und Korrelieren der Fluoreszenzintensita-
ten gegen die Anzahl der Nukleins&ureamplifikations-Zyklen

f) Bestimmen eines Schwellenwertzyklus und/oder eines Fluo-
reszenzmaximalwertes der Amplifikationkurve und/oder einer Effi-
zlenz der Amplifikation,

g) Vergleichen des Schwellenwertzyklus und/oder des Fluo-

reszenzmaximalwertes und/oder der Effizienz aus f) mit dem
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Schwellenwertzyklus und/oder dem Fluoreszenzmaximalwert und/oder
der Effizienz einer Amplifikation mit der bestimmten Menge des
zwelten Nukleins&durefragments mit dem fiir die zweite Nukleinsiu-
re spezifischen Primerpaar,
wobeil die Nukleins&ureamplifikation des mindestens einen Nukle-
ins8urefragments der ersten Nukleinsiure der Probe detektiert
wird, wenn der Schwellenwertzyklus der Amplifikation des Ge-
misches aus c¢) mindestens 10% {iber oder unter dem Schwellenwert-
zyklus der Amplifikation des zweiten Nukleinsdurefragments mit
dem fir die zweite Nukleinsdure spezifischen Primerpaar ist
und/oder der Fluoreszenzmaximalwert der Amplifikation des Ge-
misches aus c¢) mindestens 10% (ber dem Fluoreszenzmaximalwert
der Amplifikation des zweiten Nukleinsdurefragments mit dem fir
die zweite Nukleinsdure spezifischen Primerpaar ist und/oder die
Effizienz der Amplifikation des Gemisches aus c¢) mindestens 0,1
Punkte Uber der Effizienz der Amplifikation des zweiten Nukle-
ins&urefragments mit dem fiir die zweite Nukleinsdure spezi-
fischen Primerpaar ist. '

Das erfindungsgemdfe Verfahren kann fiir jegliche Art von
Probe verwendet werden, sofern in dieser Probe eine Nukleinsiure
vorhanden ist, die mit Hilfe eines spezifischen Primerpaars am-
plifiziert werden kann. Selbstverstidndlich k&énnen auch unbekann-
te Proben analysiert werden, um festzustellen, ob eine bestimmte
Nukleinsdure in dieser Probe vorhanden ist. Ferner eignet sich
das erfindungsgemdfe Verfahren nicht nur zur Detektion eines Nu-
kleinsdurefragments sondern auch zur quantitativen Bestimmung
dieses Fragments beispielsweise anhand des Schwellenwertzyklus.

Zur Probe, welche gegebenenfalls eine erste Nukleinsidure um-
fasst (bel unbekannten Proben ist die Abwesenheit einer der-
artigen Nukleinsdure nicht ausgeschlossen), wird im Zuge des
Verfahrens mindestens eine zweite Nukleinsdure und fiir diese
zweite Nukleins&ure spezifische Primer dazugegeben. Diese zweite
Nukleinsdure dient als interne Kontrolle, um festzstellen, ob
die Nukleinsaureamplifikation unter den gegebenen Reaktionsbe-
dingungen an und fiir sich funktioniert, womit falsch negative
Ergebnisse ausgeschlossen werden kénnen, wenn die Amplifikation
eines Fragments der internen Kontrolle festgestellt werden kann.
Un die amplifizierten Nukleins&durefragmente z.B. mit Hilfe eines
Fluorometers zu detektieren, werden die Fragmente im Zuge der

Amplifikation mit einem Fluorophor markiert. Die gemessene Fluo-
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reszenz nimmt dabei idealerweise im selben Ausmass zu wie die
Menge an Amplifikationsprodukt in der Reaktionsmischung. Die da-
durch erhaltenen Fluoreszenzwerte kdnnen gegen die Anzahl der
Amplifikationszyklen korreliert werden, wodurch sich eine Ampli-
fikationskurve ergibt. Mit Hilfe einer Amplifikationskurve kann
der Schwellenwertzyklus, der Fluoreszenzmaximalwert und die Ef-
fizienz der Nukleinsdureamplifikation nach dem Fachmann bekann-
ten Verfahren bestimmt werden. Diese Parameter kénnen zur
Charakterisierung der Amplifikation und zur Bestimmung der Menge
an vorhandener erster Nukleins&ure in der Probe herangezogen
werden. Durch Vergleich der Amplifikationskurve und den daraus
ermittelten Parametern einer Amplifikation einer ersten (aus der
Probe stammenden) und einer zweiten (interne Kontrclle) Nukle-
insdure mit einer Amplifikationskurve einer Amplifikation der
zwelten Nukleins&ure kann die Amplifikation der ersten Nukle-
insdure festgestellt werden, sofern beide Amplifikationsre-
aktionen unter denselben Bedingungen durchgefiihrt wurden. Denn
wenn der Schwellenwert der Amplifikation der ersten und der
zwelten Nukleinsdure mindestens 10%, vorzugsweise mindestens
20%, insbesondere mindestens 30%, ilber oder unter dem Schwellen-
wert der Amplifikation der internen Kontrolle und/oder wenn der
Fluoreszenzmaximalwert der Amplifikation der ersten und der
zwelten Nukleinsdure mindestens 10%, vorzugsweise mindestens
20%, insbesondere mindestens 30%, Uber dem Fluoreszenzmaximal-
wert der Amplifikation der internen Kontrolle und/oder wenn die
Effizienz der Amplifikation der ersten und der zweiten Nukle-
insdure mindestens 0,1 Punkte, vorzugsweise mindestens 0,2
Punkte, insbesondere mindestens 0,3 Punkte, Uber der Effizienz
der Amplifikation der internen Kontrolle liegt, dann wurde
mindestens ein zweites Nukleinsdurefragment w&hrend der Reaktion
amplifiziert. Die Menge der internen Kontrolle und der entspre-
chenden Primer wird in der Regel so gewdhlt, dass sich der
Schwellenwert, der Fluoreszenzmaximalwert und/oder die Effizienz
der Amplifikation der internen Kontrolle signifikant von den
Werten einer Amplifikation der ersten Nukleinsdure unter-
scheidet. Hierzu wird die Primerkonzentration einer PCR, welche
imstande ist sehr kleine Kopienzahlen an Targetsequenzen zu am-
plifizieren, auf die H&lfte und ein Viertel der optimalen Kon-
zentration verdinnt und jeweils der Schwellenwert bestimmt. Als

optimale Primerkonzentration kann jene Menge angesehen werden,
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bei der die Amplifizierung von weniger als 5 Kopien moglich ist,
und der Schwellenwertzyklus bei dieser Kopienanzahl mindestens 5
Zyklen vor dem Erscheinen von Primerdimeren oder anderen Neben-—
produkten liegt. Die Reduktion der Primerkonzentration fiihrt zu
dramatischer Effizienzreduktion. Danach wird die Konzentration
der zweiten Nukleinsdure insofern reduziert, um den gewilinschten
Schwellwert zu erreichen. Erfindungsgemi#B hat sich gezeigt, dass
sich die Amplifikationkurve einer internen Kontrolle und somit
auch die daraus ableitbaren Parameter durch die Amplifikation
einer weiteren Nukleinsdure derart &ndert, dass bereits eine
geringe Abweichung derselben auf die Amplifikation eines wei-
teren Nukleins&urefragments schlieBen l&sst. Die Bmplifikations-
kurve der internen Kontrolle kann durch die alleinige Amplifika-
tion derselbigen bestimmt werden. )

«~Bereitstellen einer Probe™ bezieht sich erfindungsgemiB auf
alle Verfahren, die dem Fachmann bekannt sind, Proben, die eine
zu bestimmende Nukleinsiure oder ein zu bestimmendes Nukleinsiu-
refragment umfassen oder potentiell umfassen, zu isolieren und
gegebenenfalls aufzﬁbereiten. Verfahren zur Isolierung sind bei-
spielsweise DNA-Extraktion aus einer Probe, Anreicherung von zu
bestimmenden Mikroorganismen aus einer Probe und dergleichen.
Selbstverstédndlich koénnen die Proben direkt in einem erfindungs-
gemaben Verfahren eingesetzt werden (z.B. Sambrook, J., and
Russell, D.W., (2001) Molecular Cloning, Cold Spring Harbor, New
York) .

Gemdl der vorliegenden Erfindung ist ein fiir eine Nukle-
insdure ,spezifisches Primerpaar“ ein Primerpaar (umfassend zu-
mindest einen Vorwdrtsprimer und zumindest einen Riickwérts-
primer), welches an dem genannten Nukleinsduremolekiil unter Nu-
kleinsdureamplifikationsbedingungen (z.B. PCR-Bedingungen) ,spe-
zifisch™ zu binden vermag und damit die GréRe des zu amplifi-
zierenden Nukleinsdurefragments definiert. Eine spezifische
Bindung kann zustande kommen, wenn die Primer des Primerpaars
mit der Nukleinsdure eine Identitdt (d.h. Ubereinstimmung der
Nukleinsdure-Sequenz des Vorwdrtsprimers und der revers-komple-—
mentdren Nukleinsdure-Sequenz des Rickwdrtsprimers mit der zu
amplifizierenden Nukleins&ure bei Uberlagerung der Nukleinsiure
mit den Primern, wobei einzelne Nukleotide der Primer (z.B. 20%)
durch Universalbasen, wie z.B. Inosin, ersetzt werden kénnen)

von zumindest 70%, vorzugsweise von zumindest 80%, insbesondere
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von zumindest 90%, aufweist.

Der ,Fluoreszenzmaximalwert"“ ist erfindungsgemdl der hdchste
liber dem Schwellenwert liegende Fluoreszenzwert, der im Zuge
einer Nukleinsaureamplifikation bei einer Wellenldnge gemessen
wilird. Da sich im Zuge einer Amplifikationsreaktion nach der ex-
ponentiellen Phase in der Regel ein Plateau bildet, kann auch
ein Mittelwert der Fluoreszenzwerte in diesem Plateau als Fluo-
reszenzmaximalwert definiert werden. Unter "monochrom" bzw. ,bei
einer Wellenldnge"“ messen wird erfindungsgemdfl das Werteset,
welches von einem Gerdt unabhidngig von der Art der Anregung in
einem Kanal ausgegeben wird definiert. Z.B. hat der Light Cycler
von Roche (8hnlich dem Idaho Cycler) eine einzige Anregungs-LED
bei einer Wellenlange und drei Messkandle bei drei verschiedenen
Wellenldngen, die als FAM, LC640 und LC705 bezeichnet werden.
Unter ,monochrom messen™ wird somit die Auswertung der Daten
eines einzigen Kanals (d.h. einer einzigen Wellenldnge), zum
Beispiel FAM unter Einbezug moglicher Korrekturtabellen, welche
die Messung in dem jeweiligen Kanal vefbessern, verstanden.

Der ,Schwellenwertzyklus“ (C;, ,threshold cycle™) drickt die
Zyklenzahl aus, bei der zum ersten Mal ein signifikanter Anstieg
der Fluoreszenz Uber das Grundrauschen ermittelt wird und kann
zur Quantifizierung einer Nukleins&dureamplifikation verwendet
werden. Am Anfang einer Amplifikationsreaktion wird nur die Ba-
sis- oder Hintergrundfluoreszenz gemessen, da die Fluoreszenz
aufgrund der geringen Templatekonzentration im Reaktionsgefaf
wahrend der ersten Amplifikations-Zyklen normalerweise nicht de-
tektierbar ist. Die Quantifizierung der DNA-Menge beruht nicht
auf absoluten Mengen an Nukleinsdureamplifikationsprodukt, son-
dern auf der Kinetik der Amplifikationsreaktion. Dafir nimmt man
als Richtlinie den Cy-Wert, da zu diesem Zeitpunkt die Amplifika-
tion exponentiell ist und es in dieser Phase der Amplifikations-
reaktion keine limitierenden Faktoren, wie Primer- oder Nukleo-
tidmangel, nachlassende Enzymaktivitdt der Polymerase oder Inhi-
bition der Reaktion durch das Auftreten bestimmter Produkte,
gibt. Parallel dazu kdnnen in jedem Amplifikations-Lauf bekannte
Templatemengen amplifiziert werden, sodass man vergleichen kann,
welche Templatemenge man bei welchem Cr-Wert erhdlt. Daraus lasst

sich eine Standardamplifikationskurve erstellen, anhand derer
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man aus einem bestimmten C,-Wert auf eine Nukleinsdurekonzentra-
tion in der Probe schlieBen kann.

Es ist in Fachkreisen hinreichend bekannt, dass das Purin-
Pyrimidin-Verh&ltnis der einzelnen Basen der Primer, der Grad
der Homologie bzw. Identitdt der Primer zur Zielsequenz, die
Annealingtemperatur, die Linge der Primer und des zu amplifi-
zierenden Nukleins&urefragments wichtige Determinanten der
Funktionalitdt einer Nukleins&dureamplifikation sind. All diese
Faktoren haben Einfluss auf die ,Effizienz™ einer Nukleins&u-
reamplifiktaion, welche als MaB flir eine optimale Nukleinsdu-
reamplifikation herangezogen werden kann. Die Effizienz (E) kann
zwischen 1,00, d.h. keine weltere Amplifikation neuer Nukle-
insdureamplifikationsprodukte, und 2,00 liegen, was einer
Verdoppelung der Nukleins&ureamplifikationsprodukte bedeutet. Es
ldasst sich z.B. in einer real-time PCR bestimmen, wobei diese
Effizienz mit unterschiedlichen Methoden ermittelt werden kann
(siehe u.a. Pfaffl, MW (2004) BIOspektrum 1/04:92-95; Ramakers,
C. et al. (2003) Neurosci. Lett. 339: 62-66, Liu, W., and Saint,
D.A. (2002) Biochem. Biophys. Res. Commun. 294: 347-353). Dabei
wird hdufig eine Standardamplifikationskurve erstellt, fir wel-
che eine Verdunnungsreihe (z.B. 1:1, 1:4, 1:16, 1:64, etc.) der
eingesetzten zu amplifizierenden Nukleinsdure-Menge analysiert
wird, um somit die Amplifikationsrate bei unterschiedlichen Nu-
kleinsdure-Konzentrationen zu vergleichen. Die Effizienz E der
Reaktion lasst sich dann aus der Steigung der Amplifikationskur-
ve (,slope“) nach E=107%/s1°P® herechnen. Eine optimale Effizienz
ergibt sich, wenn die Anzahl der Nukleinsdureamplifikationspro-
dukte in jedem Zyklus verdoppelt wird. Tatsdchlich betrdgt die
Effizienz einer Nukleins&dureamplifikation in der exponentiellen
Phase unter optimierten Reaktionsbedingungen im Bereich von 1,7
bis 1,9, wobeil es dennoch zu Schwankungen im Bereich von ca. 1,5
bis 2,0 und dariber kommen kann.

Die Effizienz wie auch der Schwellenwertzyklus einer Nukle-
insdureamplifikation sind durch die Anderung bestimmter Parame-
ter, wie z.B. Primerkonzentration, DNA-Menge, Primerlénge,
Anderung einer oder mehrerer Basen am 3'-~Ende eines Primers
(ohne die Spezifit&dt des Primers zu verlieren), Linge des Ampli-
fizierungsprodukts, Zwei-Stufen PCR mit Primer fiir isotherme
PCR, steuerbar (siehe z.B. Kubista M et al. (2001) Genomics and
Proteomics Technologies. Proceedings of SPIE, Vol. 4264, pp. 53-
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58) .

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wird als "Markieren"”
jener Vorgang bezeichnet, bei dem eine Nukleinsdure, die bei-
spielsweise durch eine Nukleinsdureamplifikation hergestellt
wurde, direkt (z.B. mit einem interkalierenden Farbstoff wie
Sybr Green) oder indirekt (z.B. iliber eine Nukleinsduresonde, die
mit einem Fluoreszenzfarbstoff gelabelt ist) mit einem Farb-
stoff, vorzugsweise einem Fluoreszenzfarbstoff, versehen wird.
"Labeln" bezieht sich hingegen erfindungsgemab auf den Vorgang
der Bindung eines Farbstoffs, vorzugswelse eines Fluoreszenz-
farbstoffs, an eine Sonde, insbesondere an eine Nukleinsdure-
Sonde, die spezifisch an eine weitere Nukleinsdure bindet, um
diese schlieBlich "indirekt" zu "markieren". Die mit dem Farb-
stoff versehene Sonde wird als "Label" bezeichnet. Daher werden
gemaB der vorliegenden Erfindung unter "Markieren" all jene Vor-
gange bezeichnet, bei denen eine (amplifizierte) Nukleinsdure
mit einem Farbstoff bzw. mit einem (spezifischen) "Label" verse-
hen wird.

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft ein
Verfahren zur Detektion einer Inhibition einer Nukleinsduream-
plifikation mindestens eines Nukleinsdurefragments umfassend die
Schritte a) bis ¢g) wie oben angefiihrt, wobeil die Inhibition der
Nukleinsidureamplifikation detektiert wird, wenn der Fluoreszenz-
maximalwert der Amplifikation des Gemisches aus c) mindestens
10% unter dem Fluoreszenzmaximalwert einer Amplifikation des
zweiten Nukleinsdurefragments mit dem fir die zweite Nukleinsdu-
re spezifischen Primerpaar ist und/oder die Effizienz der Ampli-
fikation des Gemisches aus c¢) mindestens 0,1 Punkte unter der
Effizienz einer Amplifikation des zweiten Nukleinsdurefragments
mit dem fiir die zweite Nukleins&ure spezifischen Primerpaar ist.

Mit Hilfe des erfindungsgemdRlen Verfahrens ist es weiters
moglich die Inhibition einer Nukleinsdureamplifikationsreaktion
durch die Zugabe einer internen Kontrolle zu bestimmen. Dabei
kann die Amplifikationskurve aus Schritt e) im Wesentlichen (be-
ziiglich Effizienz, Schwellenwertzyklus und/oder Fluoreszenzma-
ximalwert) mit der Amplifikationskurve der zweiten Nukleinsdure
tibereinstimmen, wodurch keine Amplifikation des Nukleinsau-
refragments der ersten Nukleinsdure detektiert wird, was darauf
hindeuten kénnte, dass in der Probe keine erste Nukleins&dure und

in der Probe und im Reaktionsgemisch c¢) keine Inhibitoren vor-
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handen sind. Ferner kann die Amplifikationskurve aus Schritt e)
im Wesentlichen mit der Amplifikationskurve der ersten Nukle-
insiure ibereinstimmen, wodurch ebenfalls keine Inhibitoren im
Reaktionsgefd® vorhanden sein koénnen. Sollte es nicht méglich
sein eine Amplifikationskurve aufzunehmen wird die Reaktion im
Wesentlichen zu 100% inhibiert, wobei jedoch anhand der Amplifi-
kationskurve (z.B. reduzierter Fluoreszenzmaximalwert, ver-
schobener Schwellenwertzyklus, reduzierte Effizienz im Vergleich
zu einer nicht-inhibierten Amplifikationskurve) auch beispiels-
weise eine 50%ige Inhibition festgestellt werden kann.

Vorzugsweise wird zumindest eine Schmelztemperatur des
mindestens einen Nukleinsidurefragments durch das Aufnehmen einer
Schmelzkurve nach der Nukleinsdureamplifikation bestimmt.

Um die bei der Amplifikation amplifizierten Nukleinsau-
refragmente nidher zu charakterisieren, kann das Reaktionsgemisch
nach der Bmplifikation einer Schmelzkurven-Analyse unterzogen
werden. Bei diesem Verfahrensschritt wird, sofern die Fluo-
reszenzmarkierung durch die Erhdhung der Temperatur Uber den
Schmelzpunkt der doppelstrangigen DNA-Fragmente reversibel ist
(z.B. bei der Verwendung von DNA-interkalierenden Substanzen),
die Anderung der Fluoreszenz gegen die Temperatur korreliert.
Somit wird es am Ende der Amplifikationsreaktion erméglicht die
amplifizierten Nukleins&durefragmente durch Vergleich mit bekann-
ten Schmelzkurven (jene des amplifizierten Nukleinsdurefragments
der ersten Nukleinsdure mit jenem amplifizierten Nukleins&u-
refragment der zweiten Nukleinsdure) zu identifizieren und bei-
spielsweise feststellen, ob beide Reaktionen vonstatten gegangen
sind um Primer-Dimere oder andere unspezifische Produkte zu un-
terscheiden. Die amplifizierten Nukleins&durefragmente weisen
vorzugsweise eine Schmelztemperatur auf, die sich im Wesentli-
chen um mindestens 1°C, vorzugsweise um mindestens 2°C, noch be-
vorzugter um mindestens 4°C, insbesondere um mindestens 6°C, un-
terscheiden.

Die Nukleinsiure ist vorzugsweise DNA und/oder RNA, ins-
besondere mRNA. Erfindungsgemdf koénnen alle bekannten Arten von
Nukleinsduren eingesetzt werden.

GemidB einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist die Nukleinsau-
reamplifikationstechnik eine Polymerasekettenreaktionstechnik
(PCR-Technik), wobei diese ausgewdhlt aus der Gruppe, bestehend
aus Echtzeit PCR, verschachtelter PCR (,nested PCRY), inverser
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PCR, reverser Transkriptase PCR (RT-PCR), asymmetrischer PCR und
Kombinationen davon, ist.

Das erfindungsgemdfie Verfahren kann in einer Vielzahl von
Polymeraskettenreaktionstechniken eingesetzt werden. Voraus-
setzung ist jedoch, dass eine Fluoreszenz im Wesentlichen bei
jedem Zyklus gemessen und daraus eine Amplifikationskurve abge-
leitet werden kann. Insbesondere Echtzeit Polymerasekettenre-
aktion ("Real Time Polymerase Chain Reaction", real time PCR)
eignet sich besonders gut, da die qualitative und quantitative
Analyse sehr schnell und ohne Gel-Analysen und Hybridisierungs-
tests zum Nachwels der Produkte vonstatten geht. Ferner kom-
biniert die Echtzeit PCR die DNA Amplifizierung mit der Detekti-
on der Produkte in einem Reaktionsgef&dfR. Eine derartige Amplifi-
kation einer Nukleins&ure setzt das Kontaminationsrisiko dras-
tisch herab, weil das ReaktionsgefdB nach der Kettenreaktion
nicht mehr gedffnet werden muss.

Vorzugsweise wird die PCR als asymmetrische PCR durchge-
fihrt. Bei der asymmetrischen PCR wird einer der in der PCR ein-
gesetzten Primer im Uberschuss zugesetzt. Unter diesen Re-
aktionsbedingungen kommt es zu einer selektiven Amplifikation
eines Stranges. Befindet sich der forward Primer im Uberschuss
wird der Strang und nicht der Gegenstrang vermehrt amplifiziert.
Diese Vorgehensweise ist vor allem dann von Vorteil, wenn das
PCR-Produkt nach der Amplifikation fir Hybridisierungen (z.B.
Hybridisierung an einer festen Phase) verwendet werden soll.
Durch das Vorhandensein von Einzelstrangen ist eln Denaturieren
des PCR-Produkts vor der Hybridisierung nicht mehr notwendig.

Die Echtzeit PCR ist vorzugswelse ausgewdhlt aus der Gruppe
bestehend aus TagMan PCR, Sybr Green PCR, molekularer Beakon
PCR, LightUp PCR, HybProbe PCR und Kombinationen davon.

Erfindungsgemdfl koénnen verschiedene Echtzeit PCR Techniken
bzw. Methoden angewendet werden, wobei Echtzeit PCR mit TagMan,
LightUp, HybProbe und molekularen Beakon Sonden und mit Sybr
Green bevorzugt sind. Vor allem durch die Kombination der ver-—
schiedenen PCR Techniken (z.B. Sybr Green Markierung mit TagMan
Markierung) wird es ermoglicht die Anzahl der zu detektierenden
bzw. quantitativ zu bestimmenden amplifizierten Nukleins&du-
refragmente in einer Probe zu erhdhen.

Vorzugsweise wird das mindestens eine amplifizierte Nukle-

insdurefragment mit einer Nukleinsdure-interkalierenden Sub-
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stanz, z.B. Sybr Green 1 oder Ethidiumbromid, mit mindestens
einer Farbstoff-markierten Nukleinsdure-Sonde, z.B. mit einer
TagMan-Sonde oder mit einem molekularen Beakon ("molecular bea-
con"), markiert.

Grundsadtzlich sind die Detektionsarten in Nukleinsdureampli-
fikationstechniken, insbesondere in der Real Time PCR (siehe
z.B. Bustin SA., J Mol Endocrinol. (2000) 25:169-193), entweder
spezifisch, das heift Primer Dimere oder unspezifische Produkte
werden nicht detektiert, oder unspezifisch, jegliche doppel-
strédngige DNA wird nachgewiesen (selektiver Nachweis). Zur
selektiven Detektion von Nukleinsduren, insbesondere von doppel-
strangiger DNA, werden in der Molekularbiologie vorwiegend in-—
terkalierende Farbstoffe verwendet, die in der Lage sind sich in
die Nukleinsduren einzulagern. Derartige Farbstoffe sind bei-
spielsweise Ethidiumbromid und das weniger toxische Sybr Green
(siehe z.B. Wittwer CT et al. (1997) Biotechniques 22:176-81;
Ponchel F et al. (2003) BMC Biotechnology 3:18) oder aber auch
Thiazol Orange (TO), Oxazol Gelb (YO). Diese Farbstoffe, ins-
besondere Sybr Green, werden nicht nur zur Nukleinsduref&rbung
in Gelen, wie z.B. Agarosegelen, verwendet, sondern auch im Zuge
von Nukleinsdureamplifikationstechniken, wie Echtzeit-PCR. Die
Emission von fluoreszierendem Licht, wenn diese Farbstoffe in
doppelstréngiger DNA interkaliert sind, erlaubt es im Rahmen
einer Echtzeit-PCR die Bildung von Amplifikationsprodukten di-
rekt nach deren Erzeugung mittels eines Fluorometers zu detek-
tieren. Die Intensit&dt des Fluoreszenzsignals ist dabei propro-
tional zur Menge an doppelstrédngiger DNA in der Probe. Da diese
Methode DNA zu detektieren selektiv und nicht spezifisch ist
(d.h. es kann DNA nicht aufgrund dessen Nukleinsduresequenz spe-
zifisch detektiert werden), ist es mdglich das Produkt nach dem
Ende der PCR-Amplifikation mittels Schmelzkurven naher zu
charakterisieren und nicht-spezifische Amplifikationsprodukte,
welche in der Regel einen anderen Schmelzpunkt als das Hauptpro-
dukt aufweisen, zu identifizieren. Daher sind interkalierende
Farbstoffe sehr gut geeignet, die Amplifikation von Nukleinsdu-
refragmenten direkt zu verfolgen, wobei allerdings zu beachten
ist, dass die Schmelzpunkte je nach Analyse-Lauf um +/- 1°C va-
riieren koénnen. Interkalierende Farbstoffe, insbesondere Sybr
Green 1, werden fir Singleplex Reaktionen eingesetzt, wobei beil

Kopplung mit einer Schmelzpunkt-Analyse kann es auch in Multi-
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plex Reaktionen verwendet werden (siehe z.B. Siraj AK, Clinical
Cancer Research 8:3832-3840 (2002)).

Um die Bildung eines spezifischen Amplifikationsproduktes zu
detektieren, werden Sequenz-spezifische Sonden verwendet. Dies
kénnen einerseits TagMan Sonden, Light-up Sonden, Hy-
bridisierungssonden oder molekulare Beakons sein. TagMan Sonden
(siehe z.B. Heid CA et al. (1996) Genome Res. 6:986-94) bei-
spielsweise zeichnen sich dadurch aus, dass die am Amplifika-
tionsprodukt spezifisch bindende Sonde mit einem Reporter-Farb-
stoff (Fluorophor) und einem Quencher an dem 5'- und 3'-Ende
versehen ist. Aufgrund der 5'-3' Nukleaseaktivitit der Tag
(Thermus aquaticus) DNA Polymerase wird der Quencher aus der un-—
mittelbaren Nahe des Reporter-Farbstoffs entfernt und die Fluo-
reszenz des Farbstoffs nimmt proportional zur Menge des Ampli-
kons zu. Ein in der Praxis hdufig verwendetes Reporter-Farb-
stoff-Quencher-System ist beispielsweise FAM (6-carboxyfluo-
rescein) und TAMRA (6-carboxy-tetramethyl-rhodamin). FAM wird
dabei vom Instrument angeregt und tbertridgt die Energie (FRET =
Fluorescence Energy Transfer) auf TAMRA, dessen Fluoreszenz auch
gemessen wird, wobel an der Detektionswellenlinge von TAMRA der
Hintergrund von FAM sehr klein ist. Neben Fluorophoren als
Quencher werden heute auch sogenannte Dunkel-Quencher benutzt,
welche nicht fluoresceinieren, dabei wird nur die Aufhebung der
Loéschung von zum Beispiel FAM gemessen. Beispiele derartiger
Farbstoffe sind neben FAM TET, HEX und JOE, Beispiele von wei-
teren Quenchern neben TAMRA sind DABCYL und DABSYIL. Als Quencher
kénnen erfindungsgem&B auch Metallpartikel, insbesondere Gold-
partikel (z.B. Fan C. et al. Proc Natl Acad Sci USA (2003)
100:6297-301), verwendet werden.
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Tabelle 1: Auswahl von fluoreszierenden Farbstoffen, die bei der
TagMan PCR eingesetzt werden (R = Reporter, Q = Quencher, P =
Passiver Referenzfarbstoff)

Farbstoff Typ | Anregung | Emission
(chemische Bezeichnung) [nm] [nm]

FAM 6-Carboxy-Fluorescein R 488 518

TET Tetrachloro-6-carboxy-fluores- R 488 538
cein

JOR 2, 7-Dimethoxy-4, 5-dichloro-6- R 488 554
carboxyfluorescein

HEX Hexachloro-6-carboxy-fluorescein | R 488 556

ROX 6-Carboxy-X-rhodamin P 488 602

TAMRA | 6-Carboxy-tetramethyl-rhodamin Q 488 582

Auch die Detektion von Amplifizierungsprodukten mittels Hy-
bridisierungssonden beruht auf dem FRET ("fluorescence resonance
energy transfer™) Prinzip. Dabei wird eine erste Sonde mit einem
Donor-Fluorochrom (z.B. Fluoreszein) am 3'-Ende und eine zweite
Sonde mit einem Akzeptor-Farbstoff (z.B. Cy5, LC Red 640) am
5'-Ende markiert. Beide Sonden sind so ausgewidhlt, dass diese am
Amplikon derart hybridisieren, dass die modifizierten Enden der
Sonden am Amplikon nur durch eine einzige Base am selben DNA-
Strang getrennt sind. In dieser Position regt die vom Donor
abgegebene Energie den Akzeptor-Farbstoff der zweiten Sonde an,
wobei letzterer schlieBlich Fluoreszenz bei einer lidngerern
Wellenlédnge emittiert. Das Verhdltnis zwischen Donor-Fluoreszenz
und Akzeptor-Fluoreszenz nimmt im Laufe einer Nukleinsidureampli-
fikation zu und ist proportional zur amplifizierten DNA-Menge.

Ferner konnen zur spezifischen Detektion von Amplifi-
zierungsprodukten sog. molekulare Beakons ("molecular beacons")
verwendet werden (siehe z.B. Abravaya K et al. (2003) Clin Chem
Lab Med. 41:468-74). Molekulare Beakons sind Hybridisirungsson-
den, die einen Stamm ("stem") und eine Schleife ("loop") auf-
weisen und an einem Ende mit einem Fluoreszenz-Farbstoff und am
anderen Ende mit einem Quencher modifiziert sind. Der Schleifen-
Abschnitt der Sonde ist komplementidr mit dem Template und die
beiden Endabschnitte sind zueinander komplementir, so dass sich

eine Haarnadel-artige Struktur ausbildet. Wenn die Sonde nicht
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am Template hybridisiert vorliegt befinden sich Fluorophor und
Quencher in unmittelbarer N&dhe, wodurch die Fluoreszenz im
Wesentlichen zur Ginze unterdrickt wird. Sobald die Sonde auf
das Template unter optimierten Bedingungen hybridisiert, wird
der Fluoreszenz-unterdrickende Effekt des Quenchers aufgehoben.
Aufgrund der hohen Thermostabilitat der gebildeten Haarnadel-
Struktur, weisen molekulare Beakons eine hohe Hybridisierungs-—
spezifitdt auf, wodurch es ferner erméglicht wird Unterschiede
in der Nukleotid-Sequenz bis auf ein Nukleotid festzustellen
(Eignung zur Mutationsanalyse und zur Detektion von einzelnen
Nukleotid Polymorphismen ("single nucleotide polymorphism",
SNP)) .

Erfindungsgemah eignen sich auch HybProbe Sonden zur Ausfih- -
rung der vorliegenden Erfindung (siehe z.B. Harder TC et al. J.
Clin. Microbiol. (2001) 39: 4413-4419). Weiters sind im er-
findungsgeméBen Verfahren auch Light-up Sonden geeignet, wie
diese beispielsweise in Kubista M et al. (Genomics and Proteo-
mics Technologies. Proceedings of SPIE (2001), Vol. 4264, pp.
53-58), Svanvik N et al. (Anal Biochem (2000) 287:179-182) und
Isacsson J et al. (Mol Cell Probes (2000) 14:321-328) be-
schrieben sind.

Vorzugswelise ist die Polymerasekettenreaktionstechnik eine
2-Stufen Polymerasekettenreaktionstechnik.

Eine 2-Stufen Polymerasekettenreaktionstechnik zeichnet sich
dadurch aus, dass die Annealing- und die Elongationstemperatur
ident sind. Daher bendtigen derartige PCR-Techniken lediglich
zwei Temperaturstufen um die Amplifikation eines Nukleins&u-
refragments zu katalysieren (eine Denaturierungstemperatur, z.B.
94°C, und eine Annealing-/Elongationstemperatur). Voraussetzung
zur Durchfiihrung einer 2-Stufen PCR ist, dass die verwendete
Polymerase bei der Annealingtemperatur ausreichende Amplifika-
tionseffizienz aufweist.

Die Detektion mehrerer amplifizierter Nukleinsdurefragmente
wird idealerweise mit Hilfe von Sequenz-spezifischen Sonden
durchgefiihrt. Derartige Sonden sind beispielsweise TagMan-Son-
den, welche vorzugsweise 6-Carboxy~Fluorescein, Tetrachloro-6-
carboxy-fluorescein, 2,7-Dimethoxy-4,5-dichloro-6-carboxyfluo-
rescein oder Hexachloro-6-carboxy-fluorescein als Farbstoff und
6-Carboxy-tetramethyl-rhodamin als Quencher aufweisen k&nnen.

Vorzugsweise weist die Amplifikation des zweiten Nukleins&u-
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refragments eine geringere Effizienz als die Amplifikation des
ersten Nukleinsdurefragments auf.

Die Effizienz einer Nukleinsdureamplifikation hat direkte
Auswirkungen auf den Schwellenwertzyklus: je niedriger die Effi-
zienz desto groher der Schwellenwertzyklus. Um die Amplifikation
der ersten und der zweiten Nukleins&dure von der Amplifikation
der zweiten Nukleins&ure zu unterscheiden, weist die Amplifika-
tion der zweiten Nukleinsdure eine geringere Effizienz auf.

Die Amplifikation des zweiten Nukleinsidurefragments weist
vorzugsweise eine Effizienz von maximal 1,8, vorzugsweise von
maximal 1,4, noch bevorzugter von maximal 1,3, insbesondere wvon
maximal 1,1, auf.

Vorzugsweise weist die Amplifikation des zweiten Nukleinsdu-
refragments einen Schwellenwertzyklus von mindestens 30, beson-
ders bevorzugt von mindestens 40, insbesondere von mindestens
50, auf.

Um die Amplifikationskurven mindestens zweier Nukleins&u-
reamplifikationen zu unterscheiden, ist es notwendig, dass sich
die Kurven zumindest in einem Merkmal unterscheiden. Zu diesen
Merkmalen z&hlen vor allem der eingangs erwdahnte Schwellenwert-
zyklus, der Fluoreszenzmaximalwert und die Effizienz. In einer
bevorzugten Ausfiihrungsform des erfindungsgemdBen Verfahrens hat
sich vor allem die Unterscheidung der Kurven anhand des
Schwellenwertzyklus als besonders geeignet erwiesen. Der
Schwellenwertzyklus ist von mehreren Faktoren, wie z.B. der
Primerkonzentration (siehe z.B. Kubista M et al. (2001) Genomics
and Proteomics Technologies. Proceedings of SPIE, Vol. 4264, pp.
53-58), abhédngig, wobei eine geringe Primerkonzentration zu
einem hbheren Schwellenwertzyklus fiihrt als eine hohe Konzentra-
tion. Da eine Nukleins&ureamplifikation in der Regel auf einen
Schwellenwertzyklus von ca. 25 bis 45 hinoptimiert wird, wiirde
sich ein hoherer Schwellenwertzyklus von z.B. 45 besonders gut
eignen, um festzustellen, ob die Amplifikation der ersten Nukle-
insdureamplifikation funktionierte oder nicht funktionierte.
Wirde beispielsweise die Amplifikationskurve einer Probe einen
Schwellenwertzyklus aufweisen, der jenem der Amplifikation der
zweiten Nukleinsdure entspricht, weist dies darauf hin, dass in
der Probe eventuell keine erste Nukleinsidure vorhanden war. Fer-
ner kann der Schwellenwertzyklus auch zur Konzentrationbestim-

mung der ersten in der Probe befindlichen Nukleinsdure herange-
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zogen werden.

Gemah einer bevorzugten Ausfihrungsform betragt die Menge
des ersten Primerpaars im Gemisch c) 0,05 bis 2 pM, vorzugsweise
0,075 bis 1,5 uM, insbesondere 0,1 bis 1 pM.

Diese Konzentrationen des ersten Primerpaars haben sich als
besonders gut in dem erfindungsgemdfen Verfahren erwiesen.

Die Menge des zweiten Primerpaars betrédgt gemdl einer bevor-
zugten Ausfihrungsform weniger als 90%, vorzugsweise weniger als
70%, besonders bevorzugt weniger als 50%, insbesondere weniger
als 30%, 20%, 15%, 10% oder 7.5%, der Menge des ersten Primer-
paars.

Die in einer Nukleinsidureamplifikation eingesetzte Menge an
Primer beeinflusst die Effizienz einer Amplifikationsreaktion,
wobei sich die Effizienz der Reaktion sowohl bei zu geringen als
auch bei zu hohen Mengen an Primer reduziert. Um die optimale
Primerkonzentration im Reaktionsgemisch zu bestimmen, kann eine
Standardreihe mit verschiedenen Konzentrationen an Primern am-
plifiziert werden, wobei fiir jede Primerkonzentration die Effi-
zienz der Nukleinsiureamplifikation z.B. anhand einer Amplifika-
tionskurve bestimmt wird. Dabei hat sich ergeben, dass vor allem
eine geringere Menge an dem Primerpaar, welches filir die zweite
Nukleins&ure (als interne Kontrolle) spezifisch ist, im Ver-
gleich zu dem fiir die erste Nukleinsiure spezifischen Primerpaar
zu einem Uberraschend guten Ergebnis fiihrt.

Um die Effizienz und den Schwellenwertzyklus der Amplifika-
tion der zweiten Nukleinsiure zu reduzieren bzw. zu erhdhen,
kann die Menge an eingesetzter zweiter Nukleins&dure sehr gering
sein. Vorzusgweise betrigt die Menge der mindestens einen zwei-
ten Nukleinsdure zwischen 10 und 10° Molekiilen, vorzugsweilse zwi-
schen 100 und 100000 Molekiilen, insbesondere zwischen 1000 und
10000 Molekiilen. Aufgrund der geringen Menge an Template bend-
tigt die Amplifikation mehr Zyklen, um den Schwellenwert der
Fluoreszenz zu erreichen und in die exponentielle Phase der Am-
plifikation einzutreten.

Besonders vorteilhaft hat sich erfindungsgemdf der Einsatz
einer Chlamydia Nukleinsdure als zweite Nukleinsdure bzw. inter-
ne Kontrolle erwilesen.

ErfindungsgemiBe kann jedoch jede Nukleinsdure als interne
Kontrolle eingesetzt werden, vorausgesetzt dass entsprechend

spezifische Primer zur Amplifikation eines Fragments daraus be-
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kannt sind bzw. bestimmt werden kénnen.

Vorzugswelse welst der vorwdrts gerichtete Primer die Nukle-
insduresequenz 5'-ACCAAGAAATAAAAATGCGCTTCCCAAAT-3' auf.

Der ruckwdrts gerichtete Primer weist gemdR einer bevorzug-
ten Ausfiihrungsform die Nukleinsauresequenz 5'-CAGCTGCTGTAATCAC-
CCAGTCGATARATG-3'" auf.

Mit dem erfindungsgemé&Ben Verfahren kann jegliche Probe um-
fassend eine Nukleinsdure, welche ausgewdhlt aus der Gruppe be-
stehend aus Viren, tierischen und pflanzlichen Organismen, Bak-
terien, vorzugsweise Mykobakterien, insbesondere Mycobacterium
paratuberculosis, Listerien, Salmonellen, Campylobacter, und
Kombinationen davon sind, untersucht werden.

Vorzugsweise umfasst die Probe mindestens eine erste Nukle-
insdure aus Mycobacterium paratuberculosis, welche mit einem
vorwdrts gerichteten Primer mit der Nukleinsduresequenz 5'-CCGC-
TAATTGAGAGATGCGATTGG-3"' und mit einem rickwdrts gerichteten
Primer mit der Nukleinsduresequenz 5'-GTGCCACAACCACCTCCGTAACCG-
3'" amplifiziert wird.

GemdB einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird das einer Nu-
kleinsdureamplifikation unterworfene Gemisch aus Schritt c) oder
die gegebenenfalls amplifizierten Nukleinsdurefragmente aus
Schritt d) mit einer Hybridisierungsmethode detektiert.

Der Nachweis eines amplifizierten Nukleinsdurefragments kann
erfindungsgemdB auch durch Hybridisierungsmethoden erbracht
werden. Bei derartigen Methoden wird ein amplifiziertes Fragment
lber die sequenzspezifische Anlagerung von komplementdren, mar-
kierten (z.B. nichtradiocaktiv (siehe beispielsweise Kessler C.
(ed.) Nonradioactive Labeling and Detection of Biomolecules.
Springer Verlag Heidelberg (1992)) oder radioaktiv) Nukleinsdu-
re-Sonden erfolgen. Die zu analysierenden Nukleins&duren werden
dabei vorzugsweise auf einen festen Trdger immobilisiert und un-
ter stringenten Bedingungen mit den entsprechenden Sonden in
Kontakt gebracht. Eine ausfihrliche Anleitung bezliglich Hy-
bridisierung von Nukleinsduren kann beispielsweise in Tijssen
"Techniques in Biochemistry and Molecular Biology--~Hybridization
with Nucleic Probes”, "Overview of principles of hybridization
and the strategy of nucleic acid assays" (ed. Elsevier N.Y.;
1993) und "Current Protocols in Molecular Biology" (Ausubet, ed.
John Wiley & Sons, Inc., New York; 1997) gefunden werden. Ein

Uberblick iUber Methoden und Verfahren zum Nachweils von Nukle-
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insduren mittels Hybridisierungstechniken kann in Lottspeich F
et al. gefunden werden (Lottspeich F. und Zorbas H, "Bioanaly-
tik" Seite 635-671, Spektrum Verlag; 1998).

Die vorliegende Erfindung wird weiters durch die folgenden
Figuren und das folgende Beispiel n&her erliutert, ohne jedoch
auf diese beschrénkt zu sein.

Fig. 1 zeigt einen Plot einer Echtzeit-PCR-Analyse von M.
paratuberculosis (positiv-Kontrolle, A0l) und mehreren internen
Kontrollen (Chlamydia-DNA: B0l1, C01, D01, EO01l, FO01l, GO1l), wobei
die Fluoreszenzwerte (FAM-490) gegen die Anzahl der PCR-Zyklen
korreliert wurden.

Fig. 2 zeigt eine Schmelzkurve zur Feststellung, ob das am-—
plifizierte Produkt dem zu amplifizerenden Produkt entspricht,
wobei die Fluoreszenzwerte (FAM-490) gegen die Temperatur ge-
plottet wurde.

Beispiele:

I. Herstellung von Ferromagnetischen Beads zur Isolierung

von M, paratuberculosis

0,8 ml Ferromagnetische Beads (ChemiCell, SIMAG-MP/TCL)
Suspension werden am Magneten (MagnetOn 4T, Aureon Biosystems,
#M010104) abgeschieden, in 1ml MES resuspendiert, am Magneten
der Uberstand abgenommen und mit 25mg Carbodiimid (Sigma,
#E7750) in 1lml MES-Puffer 15 Minuten am Rotamix (RM1 bei 15rpm)
aktiviert. Die Beads werden mit 1lml MOPS-Puffer gewaschen und
mit 900pl Antikdrper in MOPS-Puffer (QED Bioscience, 18101-
18104) 2 Stunden am RM1 gedreht. Danach werden 4ml StabilZyme AP
(Surmodics, SA01-100) zugesetzt und iiber Nacht am RM1 gedreht.
Durch Abscheiden der Beads am Magneten, Resuspendieren und er-
neutes Abscheiden werden die Beads 2x mit 1ml TPBS und 1x mit
Iml StabilZyme gewaschen. Zuletzt werden die Beads in 20 ml
StabilZyme aufgenommen (Endkonzentration von 10mg Beads/ml) und
im Kithlschrank gelagert.

II. Herstellung von PCR-Grade M. paratuberculosis DNA

Iml einer Suspension von M. paratuberculosis in Rohmilch
(Andiatec, Stuttgart) wird mit 10pl der Bead-Suspension versetzt
und 30 Minuten unter zeitwelligem Schiitteln inkubiert. Danach
werden die Beads am Magneten abgeschieden und 4 mal mit CT-
Waschlésung durch jeweiliges Abscheiden am Magneten gewaschen.
Der Bead-Bakterien-Komplex wird in 50pl dest. Wasser resuspen-

diert, 10 min. bei 95°C erhitzt, danach die Beads am Magneten
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abgeschieden und der Uberstand in ein frisches Rohrchen tber-
tragen.

III. Real-Time PCR mit SybrGreen und DNA Lésung und inter-—
ner Kontrolle

Ipl eine Verdiinnungsreihe der aus Punkt 2 isolierten DNA-L&-
sung wurde mit 4pmol/20pl MP139U24: 5'-CCGCTAATTGAGAGATGCGATTGG-
3" und 4pmol/20ul mit dem Primer MP219L24:
5'"-GTGCCACAACCACCTCCGTAACCG-3"' in 1lx SybrGreen Supermix von Bio-
Rad am iCycler mit 20pl Gesamtvolumen amplifiziert und real-time
analysiert. In allen Proben war zudem 1lul einer 107% Verdiinnung
des Amplikons einer Chlamydia PCR auf dem Chlamydia trachomatis
cryptic plasmid pLGV440 (NCBI-Zugangsnummer X06707) sowie die
Primer C4235U029 5'-ACCAAGAAATAAAAATGCGCTTCCCAAAT-3' und C4283L30
5'-CAGCTGCTGTAATCACCCAGTCGATAAATG-3"' bei einer Konzentration wvon
lpmol/20ul.

Um die Robustheit zu demonstrieren, wurde zudem zu den
Proben Hering Sperm DNA zugesetzt.

PCR-Parameter:

1 x 3 min |95°C

70 x 1 sek |95°C

30 sek |70°C

(Reduktion der Temperatur um 1°C
in Wiederholung 7, 14, 21, 28,
35, 42, 49, 56, 63, 70)

1 x - 25°C
Ergebnisse (Schwellenwertzyklus - ,threshold cycle“):
Schwellenwertzyklus |Ohne DNA Zusatz |Mit 200ng Hering Sperm DNA
Negativ-Kontrolle 48,4 55,0
107 Verdiinnung 34,4 40,8
107° Verdiinnung 31,9 35,8
107® Verdiinnung 28,5 32,2
1077 Verdiinnung 25,5 29,2

Die anschlieBende Schmelzkurve ergab eine Schmelztemperatur
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von 79°C fiir das Produkt der Internen Kontrolle und 86°C fiir das

Produkt der M. paratuberculosis PCR.

IV. Screening von Rohmilchproben auf M. paratuberculosis
mit SybrGreen und interner Kontrolle

2ml Rohmilch wird mit 20pl der Bead-Suspension versetzt und
120 Minuten unter Drehen der Tubes inkubiert. Danach werden die
Beads am Magneten abgeschieden und 4 mal mit CT-Waschl&sung
durch jeweiliges Abscheiden am Magneten gewaschen. Der Bead-Bak-
terien-Komplex wird in 20pl dest. Wasser resuspendiert, 20 min.
auf 95°C erhitzt, danach die Beads am Magneten abgeschieden und
der Uberstand in ein frisches Rohrchen iibertragen.

10pl der isolierten Losung wurde mit 10pmol/50pl MP139U24:
5'-CCGCTAATTGAGAGATGCGATTGG-3" und 10pmol/50upl mit dem Primer
MP219L24: 5'-GTGCCACAACCACCTCCGTAACCG-3' in 1x SybrGreen Su-
permix von BioRad am iCycler mit 50pl Gesamtvolumen amplifiziert
und real-time analysiert. In allen Proben war zudem 1pl einer
107¢ Verdinnung des Amplikons einer Chlamydia PCR sowie die
Primer C4235U29 5'-ACCAAGAAATAAAAATGCGCTTCCCAAAT-3' und C4283L30
5'-CAGCTGCTGTAATCACCCAGTCGATAAATG-3"' bei einer Konzentration von
2,5pmol/50pl. Als positiv Kontrolle wurde M. paratuberculosis
DNA in Wasser verwendet.

PCR-Parameter:

1 x 3 min 95°C

60 x 1 sek 95°C

30 sek 70°C
(Reduktion der Temperatur um 1 °C
in Wiederholung 7, 14, 21, 28, 35,

42, 49, 56)

1 x - 25°C
Ergebnisse (Schwellenwertzyklus - ,threshold cycle“):
Well Ct
A0l 36 Probe umfassend M. paratuberculosis
BO1 53,9 interne Kontrolle
co1l 48 interne Kontrolle
D01 47,9 interne Kontrolle
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Well Ct
EO1 46,9 interne Kontrolle
FO1 48 interne Kontrolle
GOl 47,9 interne Kontrolle
Posgitive Control 26,7 Positiv-Kontrolle

Es ist zu beachten, dass die einzelnen Ansitze eindeutige
Resultate lieferten. In den Proben wurde Amplifikationsprodukt
der internen Kontrolle nach Cycle 45 und das positive Amplifika-
tionsprodukt vor dem Cycle 45 gebildet. Zudem kann die interne
Kontrolle vom anderen Produkt tber die Signalhohe bei vollstan-
diger Reaktion oder den Anstieg, das heiBt die Effizienz, unter-
schieden werden. Dies wurde dadurch erreicht, dass die Primer in
stark unterschiedlichen Konzentrationen angeboten wurden und da-
durch die Effizienz der einzelnen Amplifikationen variierte, was
zu unterschiedlichen Schwellenwertzyklen fihrt. Die effizienzre-
duzierte interne Kontrolle ist &duBerst anf&llig auf Inhibitoren
und stellt daher eine sehr gute interne Kontrolle dar.

Zusdtzlich wurde eine Schmelzkurve erstellt, wobei bei den
negativen Proben die interne Kontrolle mit einem Schmelzpunkt
von 78,5°C nachgewiesen, die Positiv-Kontrolle und eine Probe
zeigten das Produkt der M. paratuberculosis PCR, welches bei
85,5°C schmolz.

V.Asymetrische Real-Time PCR mit SybrGreen, interner Kontrolle
und Hybridisierungs—Read-out

1ul einer Verdiinnungsreihe der aus Beispiel II isolierten
DNA-LOsung wurde mit 4pmol/20pl MP139U24: 5'-CCGCTAATTGAGAGATGC-
GATTGG-3' sowie 2pmol/20ul 5'-Fluorescein-CCGCTAATTGAGAGATGC~
GATTGG-3' und 4pmol/20pl mit dem Primer MP219L24:
5'-GTGCCACAACCACCTCCGTAACCG-3"' in 1x SybrGreen Supermix von Bio-
Rad am iCycler mit 20pl Gesamtvolumen amplifiziert und real-time
analysiert. In allen Proben war zudem 1lpl einer 1077 Verdiinnung
des Amplikons einer Chlamydia PCR auf dem Chlamydia trachomatis
cryptic plasmid pLGV440 (NCBI-Zugangsnummer X06707) sowie die
Primer C4235U29 5'-ACCAAGAAATAAAAATGCGCTTCCCARAT-3' und C4283L30
5' ~CAGCTGCTGTAATCACCCAGTCGATAAATG-3"' bei einer Konzentration von
1pmol/20ul und der Fluoresceinierte Primer 5'- Flurescein-AC-
CAAGAAATAAAAATGCGCTTCCCAAAT-3' bei eilner Konzentration von
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0,5pmol/20uL.

Dieses Beispiel wurde gewzhlt, um die umfassende Nutzbarkeit
des Verfahrens aufzuzeigen, weil Fluorescein im Sybr-Green Kanal
die Messung stdren sollte, andere Labels kdnnen noch vorteil-
hafter sein, wenn es um eine Markierung flr anschlieBenden Hy-
bridisierungsassay geht. Dadurch kann der selbe Assay in
Echtzeit Ablesung und Hybridisierungstest verwendet werden. Dies
ist dann sinnvoll wenn ein Anwender noch kein Real-time Geréat
besitzt. Dann wird der selbe Assay mit Hybridisierung ausgelesen
und bei Anschaffung eines real time cyclers braucht nicht neu
validiert zu werden, weil der Hybridisierungstest und der real

time read out die gleiche Sensitivitdt haben.

PCR~Parameter:

1 x 3 min 95°C

70 x 1 sek 95°C

30 sek 70°C

(Reduktion der Temperatur um 1 °C
in Weiderholung 7, 14, 21, 28,
35, 42, 49, 56, 63, 70)

1 x - 25°C

Hybridisierungstest: A: Herstellung der Festphase

Streptavidin von Boehringer Mannheim, wird in PBS auf eine Kon-
zentration von 2pg/mL verdinnt und die Nédpfchen von Weifen Ma-
xiSorp Microplatten (Nunc, Art-N°437-591) werden iber Nacht beil
4°C mit 100pL beschichtet. Die Platte wird ausgeklopft, mit TPBS
gewaschen und mit 100uL/Well einer Lésung von 3pmol/100pL bioti-
nyliertem capture oligonucleotide (Biotin-TCATTGTCCAGATCA fur M.
Paratuberculosis und Biotin-AGCATACTTTGATGCAT fir die interne
Kontrolle) in TPBS gebunden, gewaschen, getrocknet und einge-
schweiBt.

B: Hybridisierung ohne Denaturierung

50pL TPBS und 5pL Amplicon werden 15 min bei Raumtemperatur und
Drehen bei 500 rpm inkubiert, 4 x mit TPBS gewaschen, 15 min mit
50uL anti-FAM-HRP bei 500 rpm inkubiert, 4 x mit TPBS gewaschen,
15 min mit KPL TMB im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert und
mit 50pL 1 N H,SO, gestoppt. Messung der optischen Dichte bei
450-620nm.
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Ergebnisse:
Schwellen- 0D (450-620nm)
wertzyklus
M. paratuber- |[Chlamydia tra-
culosis chomatis
Negativ-Kontrolle 46,5 0,007 0,602
1071% Verdiinnung 36,3 0.695 0,128
107 Verdiinnung 33,1 0,752 0,041
107® Verdiinnung 32,7 0,776 0,041
1077 Verdiinnung 25,6 0.963 0,004
Hybridisierunskon- 0,006 0,008
trolle

VI. Diskussion:

Eine hochsensitive und hochspezifische PCR zum Nachweis von
M. paratuberculosis DNA wurde entwickelt und gezeigt, dass auch
nach 80 Cycles keine Primerdimere auftreten. Die Spezifitit
wurde weiters mit diesen Primern in einer Touch-Down-PCR erhoéht.
Umn die Auswertung der Real-Time PCR bei nur einer Messwellen-
lédnge eines Real Time Cyclers zu ermdglichen, wurde eine interne
Kontrolle einbezogen, die in der Effizienz durch niedrige Kon-
zentration der Primer herabgesetzt ist und dadurch erst bei ho-
her Zyklenzahl der Schwellenwert erreicht und vom eigentlichen
Produkt {iber die Effizienz und gegebenenfalls iiber die Signalh&-
he bei negativen Proben anzeigt, dass die Amplifizierung nicht
inhibiert war. Um mehrere Produkte gut quantifizieren zu kdnnen,
kann bei Messungen mit SybrGreen I die Konzentration des Farb-
stoffs variiert bzw. erhdht werden.

Dieses Konzept der Effizienz-Abwandlung durch unterschiedli-
che Primerkonzentrationen und monochrome Detektion eignet sich
auch besonders gut flir Gen-Analysen, weil zum Beispiel bei
Punktmutationen wie Faktor V Leiden im heterozygoten Fall wild
typ und mutation typ in gleicher Menge am Genom vorhanden sind,
damit die Targetkonzentration gleich ist, und iiber die Effizienz
unterschieden werden koénnen.

Eine Ubersicht zur Effizienzberechnung, anhand mathema-

tischer Algorithmen innerhalb einer einzelnen experimentellen




WO 2006/108205 25 PCT/AT2006/000148
Probe findet sich in M.W. Pfaffl ("Neue Ansatze zur exakten mRNA
Quantifizierung", Biospektrum, 1/04, 10. Jahrgang). Darin wird
auch aufgezeigt was ein Fachmann unter Signalhthe versteht - die
Fluoreszenzdifferenz zwischen Hintergrundfluoreszenz welche
anhand einer Regression angepasst wird, wobeil bereits ein Pro-
dukt darin enthalten sein kann, und Plateauphase, welche auch
tiber eine Regression angepasst werden kann.

Mit Hilfe des erfindungsgemdfen Verfahrens kénnen auch mehr
als zwel Amplikons zu bestimmt werden, sofern die Primerkon-—
zentrationen sachgemidB eingestellt werden. In diesem Beispiel
verschiebt sich der Schwellenwertzyklus um rund 3 Zyklen bei
Verdinnung der Primer auf die H4lfte und um rund 10 Zyklen bei
Verdinnung auf ein Viertel. In vielen Fidllen sollte hiezu die
Konzentration von Sybr Green I angepasst werden denn so ferne
genligend Farbstoff zur Verfligung steht, koénnen die Produkte auch
tiber die Signalhéhe unterschieden werden.

Bei Verwendung spezifischer Sonden, wie TagMan oder Moleku-
lar Beakons und Geradten, die bei mehreren Wellenldngen messen,
erhdht sich die Zahl der zu bestimmenden Produkte drastisch

durch Anwendung dieses Konzepts.
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Patentanspriiche:

1. Verfahren zur Detektion mindestens eines Nukleins&durefrag-
ments einer Nukleinsdureamplifikation umfassend die Schritte:

a) Bereitstellen einer Probe gegebenenfalls umfassend
mindestens eine erste Nukleinsiure,

b) Inkontaktbringen der Probe mit einer bestimmten Menge
eines ersten fir die erste Nukleinsidure spezifischen Primer-
paars,

c) Zugeben einer bestimmten Menge mindestens einer zweiten
Nukleinsdure als interne Kontrolle und eines zweiten fir die
zwelte Nukleinsdure spezifischen Primerpaars zur Probe,

d) Amplifizieren des Gemisches aus c) liber eine Anzahl wvon
Nukleinsdureamplifikations-Zyklen, bei der mindestens ein ampli-
fiziertes Nukleins&urefragment der mindestens einen ersten
und/oder der mindestens einen zweiten Nukleinsidure mit einem
oder mehreren fluoreszierenden Farbstoffen markiert wird,

e) Aufnehmen einer Amplifikationskurve durch Messen der
Fluoreszenzintensitdten der Nukleins&ureamplifikations-Zyklen
bei einer Wellenldnge und Korrelieren der Fluoreszenzintensit&d-
ten gegen die Anzahl der Nukleins&dureamplifikations-Zyklen,

f) Bestimmen eines Schwellenwertzyklus und/oder eines Fluo-
reszenzmaximalwertes der Amplifikationkurve und/oder einer Effi-
zienz der Amplifikation,

g) Vergleichen des Schwellenwertzyklus und/oder des Fluo-
reszenzmaximalwertes und/oder der Effizienz aus f) mit dem
Schwellenwertzyklus und/oder dem Fluoreszenzmaximalwert und/oder
der Effizienz einer Amplifikation mit der bestimmten Menge des
zwelten Nukleins&durefragments mit dem fiir die zweite Nukleinsdu-
re spezifischen Primerpaar,
wobeil die Nukleinsdureamplifikation des mindestens einen Nukle-
insdurefragments der ersten Nukleinsidure der Probe detektiert
wird, wenn der Schwellenwertzyklus der Amplifikation des Ge-
misches aus c¢) mindestens 10% iUber oder unter dem Schwellenwert-
zyklus der Amplifikation des zweiten Nukleins&durefragments mit
dem fir die zweite Nukleinsdure spezifischen Primerpaar ist
und/oder der Fluoreszenzmaximalwert der Amplifikation des Ge-
misches aus c¢) mindestens 10% Uber dem Fluoreszenzmaximalwert
der Amplifikation des zweiten Nukleinsdurefragments mit dem fiir

die zweite Nukleinsdure spezifischen Primerpaar ist und/oder die
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Effizienz der Amplifikation des Gemisches aus c¢) mindestens 0,1
Punkte Uber der Effizienz der Amplifikation des zweiten Nukle-
insdurefragments mit dem fir die zweite Nukleins&ure spezi-

fischen Primerpaar ist.

2. Verfahren zur Detektion einer Inhibition einer Nukleins&u-
reamplifikation mindestens eines Nukleinsdurefragments umfassend
die Schritte a) bis g) nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass die Inhibition der Nukleinsdureamplifikation detektiert
wird, wenn der Fluoreszenzmaximalwert der Amplifikation des Ge-
misches aus c) mindestens 10% unter dem Fluoreszenzmaximalwert
einer Amplifikation des zweiten Nukleinsdurefragments mit dem
fiir die zweite Nukleinsdure spezifischen Primerpaar ist und/oder
die Effizienz der Amplifikation des Gemisches aus c) mindestens
0,1 Punkte unter der Effizienz einer Amplifikation des zweiten
Nukleinsdurefragments mit dem fir die zweite Nukleinsdure spezi-
fischen Primerpaar ist.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,
dass zumindest eine Schmelztemperatur des mindestens einen Nu-
kleinsdurefragments durch das Aufnehmen einer Schmelzkurve nach

der Nukleinsdureamplifikation bestimmt wird.

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Nukleinsdure DNA und/oder RNA, insbesondere
mRNA, ist.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Nukleinsdureamplifikationstechnik eine Poly-

merasekettenreaktionstechnik ist.

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass die
Polymerasekettenreaktionstechnik (PCR-Technik), ausgewdhlt aus
der Gruppe, bestehend aus Echtzeit PCR, verschachtelte PCR
(,nested PCRY), inverser PCR, reverse Transkriptase PCR (RT-

PCR), asymmetrische PCR und Kombinationen davon, ist.

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass die
Echtzeit PCR ausgewdhlt aus der Gruppe bestehend aus TagMan PCR,
Sybr Green PCR, molekularer Beakon PCR, LightUp PCR, HybProbe
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PCR und Kombinationen davon, ist.

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 5 bis 7, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Polymerasekettenreaktionstechnik eine 2-

Stufen Polymerasekettenreaktionstechnik ist.

9. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 8, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Amplifikation des zweiten Nukleinsdurefrag-
ments eine geringere Effizienz als die Amplifikation des ersten

Nukleinsdurefragments aufweist.

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Amplifikation des zweiten Nukleinsdurefrag-

ments eine Effizienz von maximal 1,8, vorzugsweise von maximal

1,4, noch bevorzugter von maximal 1,3, insbesondere von maximal
1,1, aufweist.

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Menge des ersten Primerpaars 0,05 bis 2 uM,
vorzugsweise 0,075 bis 1,5 uM, insbesondere 0,1 bis 1 pM, be-
tragt.

12. Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 11, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Menge des zweiten Primerpaars weniger als
90%, vorzugsweise weniger als 70%, besonders bevorzugt weniger
als 50%, insbesondere weniger als 30%, der Menge des ersten

Primerpaars betriagt.

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das mindestens eine amplifizierte Nukleinsdu-
refragment mit einer Nukleinsdure-interkalierenden Substanz,
insbesondere Sybr Green 1 oder Ethidiumbromid, mit mindestens
einer Farbstoff-markierten Nukleinsdure-Sonde, mit einer TagMan-
Sonde oder mit einem molekularen Beakon ("molecular beacon")
markiert wird.

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Menge der mindestens einen zweiten Nukle-
insdure zwischen 10 und 10° Moleklilen, vorzugsweise zwischen 100

und 100000 Molekiilen, insbesondere zwischen 1000 und 10000 Mole-
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kiilen, betragt.

15. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 15, dadurch gekenn-
zeilchnet, dass die mindestens eine zweite Nukleinsdure eine
Chlamydia Nukleins&ure ist.

16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass der
vorwdrts gerichtete Primer die Nukleinsd&uresequenz 5'-ACCAAGAAA-
TAAAAATGCGCTTCCCAAAT-3' aufweist.

17. Verfahren nach Anspruch 15 oder 16, dadurch gekennzeichnet,
dass der rlckwdrts gerichtete Primer die Nukleinsduresequenz
5'-CAGCTGCTGTAATCACCCAGTCGATAAATG-3"', aufweist.

18. Verfahren nach einem der Ansprliche 1 bis 17, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die mindestens eine erste Nukleinsdure von einem
Mikroorganismus stammt, der ausgewdhlt aus der Gruppe bestehend
aus Viren, tierischen und pflanzlichen Organismen, Bakterien,
vorzugswelse Mykobakterien, insbesondere Mycobacterium paratu-
berculosis, Listerien, Salmonellen, Campylobacter, und Kombina-
tionen davon ist.

19. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 18, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Probe mindestens eine erste Nukleinsdure aus
Mycobacterium paratuberculosis umfasst oder mdglicherweise um-
fasst.

20. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass der
vorwdrts gerichtete Primer eine Nukleinsduresequenz 5'-CCGC-
TAATTGAGAGATGCGATTGG-3"' aufweist.

21. Verfahren nach Anspruch 19 oder 20, dadurch gekennzeichnet,
dass der rickwarts gerichtete Primer eine Nukleins&uresequenz
5'-GTGCCACAACCACCTCCGTAACCG-3"' aufweist.

22. Verfahren nach einen der Anspriiche 1 bis 21, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das einer Nukleinsdureamplifikation unterworfene
Gemisch aus Schritt c) oder die gegebenenfalls amplifizierten
Nukleinsdurefragmente aus Schritt d) mit einer Hybridisierungs-
methode detektiert werden.
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