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kreuzhybridisieren.
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Verfahren zum Nachweis mindestens einer Nukleins8uresequenz

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis mindestens
einer Nukleinsduresequenz und einen Kit zur Durchfihrung des

erfindungsgeméfien Verfahrens.

Zum Nachweis einer Nukleinsduresequenz ist es allgemein be-
kannt, die nachzuweisende Nukleinsduresequenz mittels spezi-
fischer DNA-Primer in einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
zu vervielfaltigen. Die vervielfadltigten Sequenzen kdnnen
dann mittels einer Hybridisierung mit einer fir die nachzu-
welsende Nukleinsduresequenz spezifischen Bindungssequenz
nachgewiesen werden. Beil diesem Verfahren ist es nachteilig,
daf? flr jede nachzuweisende Nukleinsduresequenz eine spezifi-
sche Bindungssequenz erforderlich ist. Weiterhin ist es von
Nachteil, daR flir jede Hybridisierung mit dieser Bindungsse-
guenz spezifische Hybridisierungsbedingungen eingehalten wer-

den miissen.

Aus Whitcombe, D. et al., Nature Biotechnology 17 (1999) Sei-
ten 804 bis 807 ist es bekannt, eine PCR mit einem speziellen
Primer durchzufthren. Der Primer weist einen Bereich auf, in
dem die Synthese eines Gegenstrangs durch ein Blockiermittel
fir eine Polymerase verhindert wird. Der Bereich weist ein
Fluorophor und einen Quencher auf, welche sich durch Basen-
paarungen in unmittelbarer Nachbarschaft befinden. Ein Fluo-
reszenzjsignal kann nicht erzeugt werden. Der Bereich weist
in eineﬁ nicht basengepaarten Abschnitt eine Sequenz auf, die
komplementdr zu einem durch die Verlangerung des Primers bei
der PCR entstehenden Produkt ist. Nach einer Denaturierung
des Produkts, kommt es unter geeigneten Bedingungen zu einer
Basenpaarung des Abschnitts mit dem komplement&ren Bereich in

dem Produkt. Dadurch wird der Quencher von dem Fluorophor ge-
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trennt, so daf? ein Fluoreszenz-Signal entstehen kann. Das
Fluoreszenz-Signals dient als Nachweis flir das Vorhandensein
einer fur den Primer spezifischen DNA-Sequenz. Bei dem Ver-
fahren ist es nachteilig, daf’ ein flUr jede nachzuweisende Nu-
kleinsduresequenz spezifischer Primer mit einem spezifischen
komplementdren Abschnitt synthetisiert werden mufd. Durch die
verschiedenen funktionellen Einheiten ist der Primer verh&lt-

nismafig lang und damit aufwendig herzustellen.

Aus der EP 0 401 037 ist es bekannt bei einer PCR Nukleotide
einzusetzen, die in der zu vervielfaltigenden Nukleinsdurese-
guenz nicht vorkommen. Ein solches Nukleotid kann Desoxy-
Uridin sein. Nach einer Vervielfdltigungsreaktion kann ein
unerwlnschtes Produkt mit Uracil-DNA-Glycosylase behandelt
werden. Uracil-DNA-Glycolyase spaltet die gycosidische Bin-
dung zwischen der Base Uracil und dem Zucker Desoxy-Ribose
eines in einem DNA-Molekfil eingebauten Desoxy-Uridin-Rests.
Dadurch kann das unerwlnschte Produkt bei einer weiteren Ver-
vielfaltigungsreaktion nicht mehr als Matrize dienen. Ein
welteres einsetzbares Nukleotid ist Bromdesoxy-Uridin. Brom-
desoxy-Uridin enthaltende DNA kann durch Behandlung mit Licht

unter geeigneten Bedingungen abgebaut werden.

Aus der US 5,744,311 ist ein auf einer Strangverdridngung ba-
sierendes Vervielfaltigungsverfahren flir Nukleinsduren be-
kannt. Dabel wird ein Primer mit dem 3'-Ende einer zu ver-
vielfdltigenden einzelstrangigen Nukleinsiure hybridisiert
und mittels einer DNA-Polymerase verlangert. Zum Verl&ngern
werden Desoxy-Nukleosidtriphosphate verwendeten, die zum Teil
derivatisiert sind. Geeignete derivatisierte Desoxy-Nukleo-
sidtriphosphate sind z.B. a-Thio-Desoxy-Nukleosidtriphospha-
te. Ein Strang der entstandenen doppelstridngigen DNA mit de-

rivatisierte Desoxy-Nukleotid-Resten wird an bestimmten Stel-
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len von einer Restriktionsendonuklease erkannt und geschnit-
ten. Ausgehend von dem Schnitt verlangert die DNA-Polymerase
das 3'-Ende des geschnittenen DNA-Strangs. Der andere Teil
des geschnittenen DNA-Strangs wird von der doppelstrangigen
DNA verdrangt. Durch Wiederholen des Verfahrens wird der ver-

drédngte DNA-Strang vervielfdltigt.

Aus der WO 97/31256 ist es bekannt, Zielsequenzen in Nuklein-
sduren mittels einer Ligase-Reaktion und einer immobilisierte
Bindungssequenzen aufweisenden adressierbaren Matrix nachzu-
weisen. Dabei wird flr jede nachzuweisende Zielsequenz eine
Oligonukleotid-Sonde verwendet, die einen Zielsequenz-spezi-
fischen und einen Bindungssequenz-spezifischen Anteil auf-
weist. Ferner wird eine eine Markierungssubstanz aufweisende
zweite Oligonukleotid-Sonde eingesetzt, die an der nachzuwei-
senden Zielsequenz in unmittelbarer Nachbarschaft zu der er-
sten Oligonukleotid-Sonde binden kann. Beim Vorhandensein der
Zielsequenz binden die erste und die zweite Oligonukleotid-
Sonde an der Zielsequenz. Sie werden durch eine Ligase kova-
lent miteinander verbunden. Die verbundenen Oligonukleotid-
Sonden werden mit den immobilisierten Bindungssequenzen in
Kontakt gebracht, so daf eine Hybridisierung stattfindet. Das
Vorhandensein der Zielsequenz wird durch das Detektieren der
Markierungssubstanz am Ort der Hybridisierung nachgewiesen.
Der Nachteil des Verfahrens besteht darin, daf® es haufig

falsch-positive Ergebnisse liefert.

Die U.S. 5,525,494 beschreibt ein Verfahren zur Amplifizie-
rung einer Ziel-Nukleotidsequenz, wobei ein erster Primer
verwendet wird. Der erste Primer weist einen Bindungsab-
schnitt auf, der im wesentlichen komplementdr zur Ziel-Nu-
kleotidsequenz ist. Daran ist ein Verlangerungsabschnitt ge-

bunden. Der Verlangerungsabschnitt ist so ausgebildet, daR
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eine Synthese eines dazu komplementadren Verlangerungsab-
schnitts unterdrickt wird. Der am 5'-Ende gebildete Verlange-
rungsabschnitt bleibt einzelstrangig. Damit kdénnen die bei
der Polymerasekettenreaktion (PCR) gebildeten Produkte an ge-
elgneten an einer festen Phase immobilisierten Oligonukleoti-
den gebunden werden. - Die Nachweisempfindlichkeit des be-

kannten Verfahrens ist nicht besonders hoch.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, die Nachteile nach
dem Stand der Technik zu beseitigen. Insbesondere sollen ein
universelles Verfahren und ein Kit zum parallelen Nachweis

von Nukleinsduresequenzen angegeben werden.

Die Aufgabe wird durch die Merkmale der Anspriliche 1 und 33
geldst. ZweckmaRige Ausgestaltungen der Erfindung ergeben

sich aus den Merkmalen der Ansprliche 2 - 32 und 34 - 43.

Nach Mafdigabe der Erfindung ist ein Verfahren zum parallelen
Nachweis von Nukleinsduren unter Verwendung einer abschnitts-
welse einzelstrangige Nukleinsduren erzeugenden Reaktion vor-

gesehen mit folgenden Schritten:

a) Bereitstellen von Verbindungen jeweils gebildet aus ei-
nem flr die nachzuweisenden Nukleinsduren spezifischen ersten
Primer und einexr flr die ersten Primer spezifischen Identifi-
zierungssequenz, wobel die Identifizierungssequenz aus einer
Gruppe von Identifizierungssequenzen ausgewahlt ist, welche
bel vorgegebenen einheitlichen Hybridisierungsbedingungen
nicht untereinander und nicht mit den ersten Primern kreuzhy-
bridisieren, und wobei in der Verbindung ein Mittel vorgese-
hen ist, daf die Einzelstringigkeit eines Abschnitts des in

lit. ¢ gebildeten Produkts bewirkt,
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b) Inkontaktbringen der Nukleinsauren mit den Verbindungen
und mit flr die nachzuweisenden Nukleinsduren spezifischen
zweiten Primern, wobei die zweiten Primer aus einer Gruppe
von zweiten Primern ausgewdhlt sind, welche bei vorgegebenen
einheitlichen Hybridisierungsbedingungen mit den Identifizie-

rungssequenzen nicht kreuzhybridisieren,

c) Durchfihren der Reaktion, wobei die Verbindungen und die
zweiten Primer durch eine Polymerase verlangert werden und
Hybride bilden derart, daR spezifische Produkte bestehend aus
einem doppelstrangigen Abschnitt und einem einzelstringigen
Abschnitt hergestellt werden, wobei der einzelstrangige Ab-
schnitt entweder die Identifizierungssequenz oder die komple-

mentare Identifizierungssequenz ist,

d) Trennen der spezifischen Produkte von nicht verlAngerten
Verbindungen,
e) Inkontaktbringen der spezifischen Produkte mit an einem

Trager immobilisierten Bindungssequenzen, welche komplementadr
zu den einzelstradngigen Abschnitten der Produkte sind, so daf
die Bindungssequenzen mit den einzelstrangigen Abschnitten
der Produkte spezifisch hybridisieren, wobei die Bedingungen
so gewadhlt sind, daf? die doppelstrangigen Abschnitte der spe-
zifischen Produkte erhalten bleiben, und wobei die Bindungs-
sequenzen aus einer Gruppe von Bindungssequenzen ausgewahlt
sind, welche mit nicht vollstandig komplementdren einzel-
strangigen Abschnitten der spezifischen Produkte bei vorgege-
benen einheitlichen Hybridisierungsbedingungen nicht kreuzhy-

bridigieren, und

£) Nachweis der Hybridisierung der spezifischen Produkte

mit den Bindungssequenzen.
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Unter einem Primer wird ein durch eine Polymerase verlanger-
bares Oligonukleotid verstanden. Die Primer kdnnen aus DNA
bestehen. Fir die nachzuweisende Nukleinsduresequenz spezifi-
sche erste und zweite Primer sind Primer, welche unter geeig-
neten Hybridisierungsbedingungen spezifisch mit der nachzu-
weisenden Nukleinsduresequenz oder einem dazu komplementaren
Gegenstrang hybridisieren. Eine fuUr den ersten Primer spezi-
fische Identifizierungssequenz ist eine Identifizierungsse-
quenz, die eindeutig dem ersten DNA-Primer zugeordnet ist.
Das Mittel kann innerhalb der Identifizierungssequenz, inner-
halb des ersgsten Primers oder zwischen dem ersten Primer und

der Identifizierungssequenz enthalten sein.

Unter einem spezifischen Produkt wird ein Produkt verstanden,
welches spezifisch flr die nachzuweisende Nukleinsduresequenz
ist. Ein solches Produkt wird beim Schritt lit. ¢ insbesonde-

re unter stringenten Bedingungen gebildet.

Beim Schritt lit. e erfolgt das spezifische Hybridisieren der
Identifizierungssequenz bzw. des einzelstrangigen Abschnitts
mit der Bindungssequenz unter geeigneten stringenten Bedin-
gungen. Diese Bedingungen sind abhadngig von den Identifizie-

rungssequenzen bzw. den Bindungssegquenzen.

Der Vorteil des Verfahrens besteht darin, daf® das gebildete
spezifische Produkt direkt mit der immobilisierten Bindungs-
sequenz hybridisieren kann, ohne zuvor denaturiert zu sein.
Dadurch wird verhindert, daff die den doppelstrangigen Ab-
gschnitt des spezifischen Produkts bildenden Einzelstrange die
Hybridisierung mit den Bindungssequenzen, z.B. durch Kreuzhy-
bridisierung, stdren. Weiterhin ist es bei dem Verfahren vor-
teilhaft, daR bei der Hybridisierung der Produkte mit den

Bindungssequenzen einzelstrangige Bereiche hybridisieren. Ei-
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ne Hybridisierung zwischen einzelstrdngigen Abschnitten ist
erheblich schneller und effizienter im Vergleich zu einer Hy-
bridisierung zwischen denaturierten doppelstrangigen Ab-
schnitten. Weiterhin ist es vorteilhaft, daf® die Tr&ger mit
einem Satz von immobilisierten Bindungssequenzen zum Nachweis
verschiedener Nukleinsduresequenzen verwendet werden kann.
Vorgegebene identische Identifizierungssequenzen kdnnen in
verschiedenen Nachweisverfahren mit unterschiedlichen ersten
Primern verbunden sein. Identische Bindungssequenzen kénnen
dann fir den Nachweis unterschiedlicher Nukleinsduresequenzen
verwendet werden. Das erfindungsgemdfle Verfahren ist univer-
gsell zum Nachwels von Nukleinsauren einsetzbar. Wegen der
vorgeschlagenen Auswahl von Primer-Identifizierungs- und Bin-
dungssequenzen, kénnen beliebig viele Nukleinsauren in einem

parallelen Verfahren nachgewiesen werden. Diese Eigenschaft

wird auch als Multiplexfahigkeit bezeichnet.

Die vorgeschlagene Auswahl der ersten und zweiten Primer be-
wirkt, daR die Bildung von Primerdimeren reduziert wird. Pri-
merdimere wiirden beim Schritt 1lit. e zu falsch-positiven Er-
gebnissen flihren und die Menge der gebildeten spezifischen
Produkte beim Schritt lit. ¢ reduzieren.- Indem nach weiterer
MaRgabe der Erfindung ausgeschlossen ist, daf® die ersten Pri-
mer mit den Identifizierungssequenzen hybridisieren, wird
verhindert, daf die Menge der zur Bildung des spezifischen
Produkte bendtigten ersten Primer verringert wird. Auferdem
wird verhindert, daf® die Menge der zur Bildung des spezifi-
schen Produkts bendtigten einzelstrangigen Abschnitte verrin-

gert wird.

Die Multiplexféhigkeit erfordert spezifische Eigenschaften
der verwendeten zweiten Primer, der Identifizierungssequenzen

und der Bindungssequenzen. Die zweiten Primer sollten aus ei-
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ner Gruppe von zwelten Primern ausgewdhlt sein, welche unter
einer fUr alle Primer geltenden Hybridisierungsbedingung spe-
zifisch jeweils an ihre komplementé&ren Sequenzen an den nach-
zuweisenden Nukleinsduren binden. Ferner sind die zweiten
Primer so ausgewdhlt, daf unter dem Hybridisierungsbedingun-
gen gemaf lit. c keine Kreuzhybridisierung untereinander und
keine Hybridisierung der Primer mit den Identifizierungsse-
quenzen stattfindet. AulRerdem ist es zweckméRig, die zweiten
Primer so auszuwdhlen, dafd unter den Bedingungen des Schritts
lit. e eine Kreuzhybridisierung der zweiten Primer mit den
Bindungssequenzen ausgeschlossen ist. Das ist insbesondere
dann zweckmd&fig, wenn im Schritt 1lit. d freie Primer nicht

abgetrennt werden.

Die Auswahl der Identifizierungssequenzen hat den Vorteil,
daf? die Menge der im Schritt 1lit. ¢ gebildeten Produkte er-
héht und gleichzeitig die Menge an unspezifischen Produkten

verringert wird.

Die einzelstrangigen Abschnitte der Produkte k&énnen aus einer
Gruppe von einzelstrangigen Abschnitten ausgewdhlt sein, die
zumindest unter den Bedingungen des Schritts lit. e nicht un-
tereinander hybridisieren. Eine Hybridisierung ware in diesem
Fall nachteilig, weil die Konzentration der flr die Bindung
der einzelstrangigen Abschnitte an die Bindungssequenzen re-

duziert wlurde.

Die Bindungssequenzen sind zweckmaffigerweise aus einer Gruppe
von Bindungssequenzen ausgewahlt, die zumindest unter den Be-
dingungen des Schritts lit. e spezifisch mit den komplementa-
ren, einzelstringigen Abschnitten der Produkte hybridisieren.
Sie hybridisieren nicht mit nicht-komplementlren einzelstran-

gigen Abschnitten der Produkte. Eine Hybridisierung der Bin-
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dungssequenzen mit nicht vollsténdig komplementéren Bindungs-
sequenzen der Produkte wirde zu falsch-positiven Resultaten
oder zumindest einer geringeren Nachweisempfindlichkeit der

nachzuweisenden Nukleinsduren fuhren.

Auch die ersten Primer kdnnen aus einer Gruppe von ersten
Primern ausgewdhlt sein, welche beil vorgegebenen einheitli-

chen Hybridisierungsbedingungen nicht kreuzhybridisieren.

Die Verbindungen kdénnen nach einer vorteilhaften Ausgestal-
tung ein Mittel enthalten, welches bei der Reaktion eine Syn-
these eines zur Identifizierungssequenz komplementéren Ge-
genstrangs verandert. Bei dem Mittel kann es sich um PNA
(=Peptid-Nucleic-Acid), einen PEG (=Polyethylenglycol-Lin-

ker, eine Peptid- oder Disulfid-Bindung handeln.

Die Verbindungen kénnen nach einer weiteren vorteilhaften
Ausgestaltung ein Mittel enthalten, welches bei der Reaktion
eine Abbaureaktion der Identifizierungssequenz oder ihres
komplementaren Gegenstrangs ermdglicht. Das Mittel kann z.B.
ein Uracil, ein Thionukleotid und/oder ein Ribonukleotid

sein.

Die Abbaureaktion kann mittels Uracil-DNA-Glycosylase, Exonu-
klease, RNAseH, unter Lichteinwirkung oder mittels einer die
Identifizierungssequenz oder deren Gegenstrang spaltenden Re-
striktionsendonuklease, insbesondere BsrI, BstNI, BsmAT,

BsII, BsoBI oder BstOI durchgefihrt werden.

Unter einer Abbaureaktion wird eine die Identifizierungsse-
quenz oder deren Gegenstrang modifizierende Reaktion verstan-
den. Sie bewirkt eine Trennung der Identifizierungssequenz

oder des Gegenstrangs vom jeweils nicht modifizierten komple-



10

15

20

25

30

WO 02/24944 PCT/DE01/03564

10

mentadren Strang. Die Abbaureaktion kann eine nur einzelne
Bindungen in der Identifizierungssequenz oder dem Gegenstrang
spaltende Reaktion sein. Eine solche Reaktion kann zu einer
Fragmentierung der Identifizierungssequenz oder des Gegen-
strangs fihren. Das Hybrid aus der Identifizierungssequenz
und dem Gegenstrang wird dadurch thermodynamisch so destabi-
lisiert, daf’ es spitestes unter den fir Schritt lit. e erfor-

derlichen stringenten Bedingungen dissoziiert.

Die Identifizierungssequenz kann in den terminalen Bereichen
komplement&r ausgebildet sein. Sie kann eine, vorzugsweise 4
bis 10 Basenpaare aufweisende, RlUckfaltung besitzen. Das er-

héht die Stringenz der Hybridisierung in Schritt 1lit. e.

Nach einem vorteilhaften Ausgestaltungsmerkmal wird die Reak-
tion unter der Bildung von Primerdimeren entgegenwirkenden
Bedingungen durchgefihrt. Das tragt zur Verhinderung von
falgch-positiven Ergebnissen bei. Die Bedingungen sind dabei
so gewdhlt, daR bei der das Produkt erzeugenden Reaktion die
ersten und zweiten Primer nicht miteinander hybridisieren.
Zur Verhinderung einer solchen Kreuzhybridisierung der Primer
kénnen die Primer aus einer Gruppe von Primern ausgebildet
sein, bei denen die Schmelzpunkte der Kreuzhybride mindestens
10° C unterhalb des geringsten Schmelzpunkts eines spezifi-
schen Hybrids eines Primers mit der nachzuweisenden Nuklein-
sdure liegt. Weiterhin kdénnen die Primer aus einer Gruppe von
Primern auswadhlt sein, bei der Kreuzhybride aus Primern und
Identifizierungssequenzen mindestens 10° C unterhalb des ge-
ringsten Schmelzpunkts eines spezifischen Hybrids eines Pri-
mers liegt. Vorteilhafterweise liegen die vorgenannten
Schmelzpunkte aller verwendeten Primer innerhalb eines Tempe-

raturbereichs von 5° C. Es ist zweckméRig, daf’ alle Primer
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eine im wesentlichen gleich Lange und einen im wesentlichen

gleichen GC-Gehalt aufweisen.

Bei der Reaktion kann es sich um eine Primerverlangerungsre-
aktion, vorzugsweise eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

oder eine Strang-Displacement-Reaktion, handeln. Zweckmafi-
gerweise werden bei der Primerverlangerungsreaktion als Be-
dingungen hot-start-Bedingungen gewdhlt. Das wirkt der Bil-
dung von Primerdimeren und anderen unspezifischen Produkten

entgegen.

Beili der nachzuweisenden Nukleinsduresequenz kann eg sich um
eine DNA oder auch eine RNA handeln. Sofern es sich um eine
RNA handelt, kann die Verbindung zusatzlich mit einer rever-
sen Transkriptase in Kontakt gebracht werden und beim Schritt
lit. c zusatzlich eine reverse Transkription durchgefihrt
werden. Dabei kann beim Schritt 1lit. b zusatzlich ein drit-
ter, fir die nachzuweisende Nukleinsduresequenz spezifischer
Primer zugesetzt werden, an welchem beim Schritt lit. ¢ mit-

tels der reversen Transkriptase Nukleotide angefligt werden.

Nach einer weiteren Ausgestaltung kann bei der Reaktion eine
optisch oder elektrisch nachweisbare Markierung in das Pro-
dukt eingebaut werden. Z.B. kann der zweite Primer Uber eine
bevorzugt 5'-terminale Markierungsgruppe verflgen, oder es
kénnen wadhrend des Schritts lit. ¢ markierte Nukleotide in
das Produkt durch Polymerisation eingefligt werden. Als Mar-
kierung eignen sich z.B. fluoreszierende Nukleotide, Biotin,

Hapten oder auch Redoxmarker.

ZweckmafRigerweise ist der Schmelzpunkt des doppelstrangigen

Abschnitts des Produkts grdRer als die Hybridisierungstempe-
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ratur eines aus dem einzelstrdngigen Abschnitt des Produkts

mit der Bindungssequenz gebildeten Hybrids.

Die Bindungssequenz kann in den terminalen Bereichen komple-

mentar ausgebildet sein. Sie kann eine, vorzugsweise 4 bis 10
Basenpaare aufweisende, Rickfaltung besitzen. Das erhdht die

Stringenz der Hybridisierung der Bindungssequenzen mit den

einzelstrangigen Bereichen der Produkte.

Beim Schritt 1lit. d werden die Produkte von nicht verlanger-
ten Verbindungen getrennt. Die Trennung kann mittels
Glas/Silika-Partikeln oder einem Filter erfolgen. Durch die
Abtrennung der nicht verlangerten Verbindungen, werden insbe-
sondere Identifizierungssequenzen entfernt. Dadurch wird die
Nachweisempfindlichkeit des Verfahrens wird erheblich gestei-
gert. Zum Abtrennen der Identifizierungssequenzen nicht ver-
langerten Verbindungen kénnen die Identifizierungssequenzen
nach der Bildung der spezifischen Produkte gezielt zerstdrt
werden. Das ist beispielsweise bei der Verwendung von Uracil
in den Identifizierungssequenzen und der Behandlung mit Ura-
cilglycolyse bei der Verwendung von Ribonukleotiden in den
Identifizierungssequenzen mdglich. Eine solche Behandlung er-
folgt zweckmadfRigerweise im alkalischen Milieu. In diesem Fall
wird das Milieu anschlieRBend wieder neutralisiert, um eine
Renaturierung zum Doppelstrang des Produkts vor dem Kontakt
mit dem Bindungssequenzen zu gewdhrleisten. Es ist aber auch
moglich, nicht in das Produkt umgewandelte Identifizierungs-
sequenzen gemeinsam mit den freien Primern von den Produkten
zu trennen. Dazu kdénnen z.B. herkdmmliche Primer-Removal-Kits
hergenommen werden. Die Produkte kdénnen in Schritt 1lit. 4 au-
Berdem von zweiten Primern und Spaltprodukten getrennt wer-

den.
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Nach weiterer Mafigabe der Erfindung ist ein Kit zur Durchfih-

rung des erfindungsgeméffen Verfahrens vorgesehen, enthaltend:

a) an einem Trédger immobilisierte Bindungssequenzen
und
b) Verbindungen, jeweils gebildet aus einem fUr die nachzu-

weisenden Nukleinsiduren spezifischen ersten Primer und einer
fir den ersten Primer spezifischen Identifizierungssequenz,
wobei die Identifizierungssequenz aus einer Gruppe von Iden-
tifizierungssequenzen ausgewahlt ist, welche bei vorgegebenen
einheitlichen Hybridisierungsbedingungen nicht kreuzhybridi-

gsieren.

Wegen der vorteilhaften Ausgestaltungen des Kits wird auf die
vorangegangenern Ausfihrungen verwiesen. Die dort erwdhnten
Merkmale kénnen sinngemédf auch Merkmale und/oder Bestandteile

des Kits sein.

Der Kit kann des weiteren aktivierte Identifizierungssequen-
zen enthalten, die zur Kopplung an 5 modifizierte Primer ge-
eignet sind. Die Identifizierungssequenz kdnnen aus einer
Gruppe von Identifizierungssequenzen ausgewdhlt sein, welche
bel vorgegebenen einheitlichen Hybridisierungsbedingungen
nicht kreuzhybridisieren. Das Ende einer Identifizierungsse-
quenz kann Uber eine Maleiimid- oder Succiimidgruppe verfl-
gen. Diese Gruppen ermdglichen eine einfache Kopplung der
Identifizierungssequenz an einen mit einer Thiol- oder Amin-
gruppe modifizierten Primer. Der Vorteil eines solchen Kits
besteht darin, daR ein Anwender des Verfahrens den gleichen
Satz an immobilisierten Bindungssequenzen und Identifizie-
rungssequenzen flr jeweils seine spezifischen nachzuweisenden

Nukleinsduren nutzen kann.
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Wegen der weiteren vorteilhaften Ausgestaltungen des Kits
wird auf die vorangegangenen Ausflihrungen verwiesen. Die dort
erwahnten Merkmale kénnen sinngemdfs auch Merkmale und/oder

Bestandteile des Kits sein.

Nachfolgend werden Ausfihrungsbeispiele der Erfindung anhand

der Zeichnung beschrieben. Hierin zeigen:

Fig. 1 a, b eine schematische Darstellung der Vervielfal-
tigung einer nachzuweisenden Nukleinsdurese-

quenz mittels einer PCR,

Fig. 2 a - ¢ eine schematische Darstellung von auf einem
Trager immobilisierten Bindungssequenzen und
deren Hybridisierung mit (Fig. 2 b) und ohne

(Fig. 2 c¢) die Entfernung freier Verbindungen,

Fig. 3 eine schematische Darstellung der Vervielfal-
tigung einer RNA mittels einer Reversen Tran-
skriptase und einer DNA-Polymerase in einem

Fluftdiagramm und

Fig. 4 eine schematische Darstellung einer Verviel-
faltigung einer nachzuweisenden Nukleinsaure-
sequenz mittels einer PCR und einer anschlie-

Benden Abbaureaktion.

In Fig. 1 a ist eine aus einem ersten Primer 10 und einer
Identifizierungssequenz 12 zusammengesetzte Verbindung 14
dargestellt. Der Primer 10 bindet an die nachzuweisende Nu-
kleinsduresequenz 16. Der zweite Primer 18 weist eine Markie-
rungssubstanz 20 auf. Er bindet an den Gegenstrang der nach-

zuwelsenden Nukleinsduresequenz 16. In Fig. 1lb ist schema-
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tisch das Ergebnis einer PCR gezeigt, die mit der in Fig. 1 a
dargestellten Verbindung 14, dem zweiten Primer 18 und der
nachzuweisenden Nukleinsduresequenz 16 durchgefihrt worden
ist. Die Identifizierungssequenz 12 enthalt Mittel, die es
verhindern, daR der Bereich der Identifizierungssequenz 12
doppelstrangig wird. Es sind Produkte mit einem doppelstran-
gigen Abschnitt und der einzelstrangigen Identifizierungsse-

quenz entstanden.

Fig. 2 a zeigt einen Trager 22. Dabei kann es sich z.B. um
eine Membran handeln. An dem Trager 22 sind Uber Linker 24
Bindungssequenzen 26 gebunden. In Fig. 2b ist die Situation
nach dem Inkontaktbringen der in Fig. 2a dargestellten Bin-
dungssequenzen 26 mit den einzelstrangigen Abschnitten der
Produkte gezeigt. Durch die Markierungssubstanz ist die Hy-
bridisierung auf dem TraAger 22 nachweisbar. Fig. 2c zeigt im
Vergleich dazu eine Situation, bei der nicht verlangerte Ver-
bindungen vor dem Inkontaktbringen des Produkts mit dem Bin-
dungssequenzen 26 nicht entfernt worden sind. Durch das
gleichzeitige Vorhandensein von Produkt- und freien Verbin-
dungen kann eg zu einer Kompetition um die spezifischen Bin-
dungssequenzen auf dem Trager 22 kommen. Wegen der grdfieren
Beweglichkeit, der geringeren Grodfde, der geringeren Ladungs-
dichte und der gréReren Anzahl der freien Verbindungen im
Vergleich zu dem Produkt ist die Bindung der freien Verbin-

dung die bevorzugte Reaktion mit den Bindungssequenzen 26.

Fig. 3 zeigt schematisch ein Verfahren, bei den die nachzu-
weisende Nukleinsduresequenz 16 eine RNA ist. Dabei bindet
zundchst der die Markierungssubstanz 20 enthaltende zweite
Primer 18 an die RNA. Er wird mittels einer Reversen Tran-
skriptase verl&ngert. Dabeil entsteht ein doppelstrangiges
DNA-RNA-Hybrid. Nach einer Denaturierung des DNA-RNA-Hybrids
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bindet der erste Primer 10 an den DNA-Strang. Zur Vervielfal-

tigung des DNA-Strangs wird eine PCR durchgefihrt.

Fig. 4 zeigt eine aus einem Primer 10 und einer Identifizie-
rungssequenz 12 bestehende Verbindung 14. Die Identifizie-
rungssequenz 12 weist Nukleotide 13 auf, die durch eine Ab-
baureaktion spaltbar sind. Eine PCR-Reaktion mit dieser Ver-
bindung, einer nachzuweisenden Nukleinsduresequenz 16 und ei-
nem zweiten Primer 18 flihrt zu vollsta&ndig doppelstringigen
PCR-Produkten. Die darin enthaltenen Identifizierungssequen-
zen werden durch eine Abbaureaktion entfernt. Es entstehen
doppelstrangige Produkte mit einem einzelstréngigen Ge-

genstrang der Identifizierungssequenz.
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Bezugszeichenliste

10
12
13
14
16
18
20
22
24
26

erster Primer
Identifizierungssequenz
modifizierbares Nukleotid
Verbindung
Nukleinsduresequenz
zweiter Primer
Markierungssubstanz
Trager

Linker

Bindungssequenz
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Patentanspriiche

1. Verfahren zum parallelen Nachweis von Nukleins&uren (16)
unter Verwendung einer abschnittsweise einzelstréngige Nu-

kleinsduren erzeugenden Reaktion mit folgenden Schritten:

a) Bereitstellen von Verbindungen (14) jeweils gebildet aus
einem flr die nachzuweisenden Nukleinsauren (16) spezifischen
ersten Primer (10) und einer flir die ersten Primer (10) spe-
zifischen Identifizierungssequenz (12), wobei die Identifi-
zierungssequenz (12) aus einer Gruppe von Identifizierungsse-
quenzen ausgewdhlt ist, welche bei vorgegebenen einheitlichen
Hybridisierungsbedingungen nicht untereinander und nicht mit
den ersten Primern kreuzhybridisieren, und wobei in der Ver-
bindung ein Mittel vorgesehen ist, daR die Einzelstringigkeit

eines Abschnitts des in lit. ¢ gebildeten Produkts bewirkt,

b) Inkontaktbringen der Nukleinsduren (16) mit den Verbin-
dungen (14) und mit fir die nachzuweisenden Nukleins&uren
(16) spezifischen zweiten Primern (18), wobei die zweiten
Primer aus einer Gruppe von zweiten Primern ausgew&hlt sind,
welche bei vorgegebenen einheitlichen Hybridisierungsbedin-
gungen mit den Identifizierungssequenzen nicht kreuzhybridi-

gsieren,

c) Durchfihren der Reaktion, wobei die Verbindungen (14)
und die zweiten Primer (18) durch eine Polymerase verléngert
werden und Hybride bilden derart, daR spezifische Produkte
bestehend aus einem doppelstrangigen Abschnitt und einem ein-
zelstrangigen Abschnitt (XX) hergestellt werden, wobei der
einzelstrangige Abschnitt (XX) entweder die Identifizierungs-
sequenz (12) oder die komplementare Identifizierungssequenz

ist,
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d) Trennen der spezifischen Produkte von nicht verlangerten
Verbindungen,
e) Inkontaktbringen der spezifischen Produkte mit an einem

Trager (22) immobilisierten Bindungsseguenzen (26), welche
komplementér zu den einzelstrangigen Abschnitten (XX) der
Produkte sind, so daR die Bindungssequenzen (26) mit den ein-
zelstrangigen Abschnitten (XX) der Produkte spezifisch hybri-
disieren, wobei die Bedingungen so gewahlt sind, daf die dop-
pelstrdngigen Abschnitte der spezifischen Produkte erhalten
bleiben, und wobei die Bindungssequenzen (26) aus einer Grup-
pe von Bindungssequenzen ausgewahlt sind, welche mit nicht
vollstandig komplementdren einzelstrdngigen Abschnitten (XX)
der spezifischen Produkte bei vorgegebenen einheitlichen Hy-

bridisierungsbedingungen nicht kreuzhybridisieren, und

£) Nachweis der Hybridisierung der spezifischen Produkte

mit den Bindungssequenzen (26).

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobeil die ersten Primer (10)
aus einer Gruppe von ersten Primern ausgewahlt sind, welche
bei vorgegebenen einheitlichen Hybridisierungsbedingungen

nicht kreuzhybridisieren.

3. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriche, wobeil
die Identifizierungssequenzen zwischen 5 und 30 Basen lang

sind.

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprliche, wobei
alle Identifizierungssequenzen den gleichen GC-Gehalt besit-

zen.
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5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Angpriiche, wobei
die alle Identifizierungssequenzen die gleiche Lange besit-

Zerl.

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprliche, wobei
die Schmelzpunkte aller Identifizierungssequenzen weniger als

5°C auseinander liegen.

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprliche, wobei
der hdéchste Schmelzpunkt eines Hybrids zweier Identifizie-
rungssequenzen mindestens 5°C unterhalb des niedrigsten

Schmelzpunktes eines Hybrids einer Identifizierungssequenz

mit ihrer komplementdren Sequenz ist.

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprliche, wobei

die Bindungssequenzen zwischen 5 und 30 Basen lang sind.

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei

Bindungssequenzen den gleichen GC-Gehalt besitzen.

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprlche, wobei

die Bindungssequenzen die gleiche Lange besitzen.

11. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei
die Schmelzpunkte aller Bindungssequenzen weniger als 5°C

auseinander liegen.’

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei
der héchste Schmelzpunkt eines Hybrids einer Bindungssequenz
mit einer nicht vollsté&ndig komplementadren Identifizierungs-
sequenz mindestens 5°C unterhalb des niedrigsten Schmelzpunk-
tes eines Hybrids aus einer Bindungssequenz und einer voll-

stédndig komplementédren Identifizierungssequenz ist.
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13. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriliche, wobei
die Verbindungen (14) ein Mittel enthalten, welches bei der
Reaktion eine Synthese eines zur Identifizierungssequenz (12)

komplementaren Gegenstrangs verhindert.

14. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriliche, wobei
das Mittel eine PNA, ein PEG-Linker, eine Peptid- oder Disul-
fid-Bindung ist.

15. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei
die Verbindung (14) mindestens ein Nukleotid enthalt oder bei
der Reaktion mindestens ein Nukleotid in die Verbindung (14)
eingebaut wird, welches eine Abbaureaktion der Identifizie-
rungssequenz (12) oder eines zur Identifizierungssequenz (12)

gebildeten komplementdren Gegenstrangs ermdglicht.

16. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei
das Mittel Uracil, ein Thionukleotid und/oder ein Ribonukleo-
tid ist.

17. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei
die Abbaureaktion mittels Uracil-DNA-Glycosylase, RNaseH,
Exonuklease, unter Lichteinwirkung oder mittels einer die
Identifizierungssequenz (12) oder deren Gegenstrang spalten-
den Restriktionsendonuklease, insbesondere BsrI, BstNI,

BsmATI, BsII, BsoBI oder BstOI, durchgefiihrt wird.

18. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei
die Identifizierungssequenz (12) in den terminalen Bereichen

komplement&r ausgebildet.
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19. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprlche, wobei
die Identifizierungssequenz (12) eine, vorzugsweise 4 bis 10

Basenpaare aufweisende, RUckfaltung besitzt.

20. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei
die Reaktion unter der Bildung von Primerdimeren entgegenwir-

kenden Bedingungen durchgefthrt wird.

21. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprlche, wobeil
die Reaktion eine Primerverlangerungsreaktion, vorzugsweise
eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR) oder eine Strang-Dis-

placement-Reaktion, ist.

22. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprlche, wobei
bei der Primerverlangerungsreaktion als Bedingungen hot-

start-Bedingungen gewahlt werden.

23. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprlche, wobei

die Reaktion eine reverse Transkriptase-Reaktion umfafRt.

24. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriche, wobei
bei der Reaktion eine optisch oder elektrisch nachweisbare

Markierung in das Produkt eingebaut wird.

25. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobeil
die Markierung ein Fluorogen, Hapten, Biotin oder eine Redox-

Gruppe enthalt.

26. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei
bei der Reaktion zweite Primer (18) verwendet werden, welche

die Markierung enthalten.
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27. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriche, wobeil
als Trager (22) eine Membran, ein Chip oder ein identifizier-

bares Partikel verwendet wird.

28. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei
der Schmelzpunkt des doppelstrangigen Abschnitts des Produkts
héher ist als die Hybridisierungstemperatur eines aus dem
einzelstrangigen Absgchnitt (XX) des Produkts mit der Bin-
dungssequenz (26) gebildeten Hybrids.

29. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriche, wobei
die Bindungssequenz (26) in den terminalen Bereichen komple-

mentdr ausgebildet.

30. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei
die Bindungssequenz eine, vorzugsweilise 4 big 10 Basenpaare

aufweisende, RlUckfaltung besitzt.

31. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei
beim Schritt 1lit. d die Produkte von zweiten Primern und/odexr

Spaltprodukten getrennt werden.
32. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriche, wobei
die Trennung mittels Glas/Silika-Partikeln oder einem Filter

erfolgt.

33. Kit zur Durchfihrung eines Verfahrens nach einem der

vorhergehenden Ansprliche, enthaltend:

a) an einem Trager (22) immobilisierte Bindungssequenzen
(26)

und



10

15

20

25

30

WO 02/24944 PCT/DE01/03564

24

b) Verbindungen (14), jeweils gebildet aus einem flur die
nachzuweisenden Nukleinsduren (16) spezifischen ersten Pri-
mern (10) und einer fir den ersten Primer (10) spezifischen
Identifizierungssequenz (12), wobei die Identifizierungsse-
quenz (12) aus einer Gruppe von Identifizierungssequenzen
ausgewahlt ist, welche bei vorgegebenen einheitlichen Hybri-

disierungsbedingungen nicht kreuz-hybridisieren.

34. Kit nach Anspruch 33, wobei in der Verbindung (14) ein
Mittel vorgesehen ist, welches bei der Reaktion eine Synthese
eines Gegenstrangs zur Identifizierungssequenz (12) verhin-
dert.

35. Kit nach einem der Ansprlche 33 oder 34, wobeili die Bin-
dungssequenz (26) an einer definierten Stelle des Tragers
(22) immobilisiert ist oder der Trager (22) ein identifizier-

barer Trager (22) ist.

36. Kit nach einem der Ansprlche 33 bis 35, wobei der Tréger
(22) aus Glas oder Kunststoff besteht und/oder in Form eines
identifizierbaren Partikels, einer Membran oder eines Chips

vorliegt.

37. Kit nach einem der Ansprliche 33 bis 36, wobei das Mittel
aus mindestens einen Nukleotidanalogon, RNA, PNA oder einer
Unterbrechung der Abfolge der die Nukleotide in der Verbin-
dung (14) verbindenden Phosphodiesterbindungen, insbesondere
durch einen Polyethylenglycol-Linker, eine Peptidbindung oder
eine Disulfidbindung, besteht.

38. Kit nach einem der Ansprlche 33 bis 37, wobei eine Poly-
merase und ggf. eine reverse Transkriptase enthalten

ist/sind.
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39. Kit nach einem der Anspriiche 33 bis 38, wobei ein, ins-
besondere eine Markierungssubstanz (20) aufweisender, zweiter

Primer (18) enthalten ist.

40. Kit nach einem der Ansprliche 33 bis 39, wobei mit einer

Markierungssubstanz (20) versehene Nukleotide enthalten sind.

41. Kit nach einem der Ansprliche 33 bis 40, wobei ein dop-
pelstrangspezifischer Interkalator, insbesondere SYBR Green,

enthalten ist.

42. Kit nach einem der Ansprliche 33 bis 41 enthaltend ferner
einen Primer-Removal-Kit und/oder Glas/Silika-Partikeln

und/oder einen Filter.

43. Kit nach einem der Ansprlche 33 bis 42 enthaltend akti-
vierte Identifizierungssequenzen, die zur Kopplung an

5'‘modifizierte Primer geeignet sind.



WO 02/24944

1/4

/-/ 10 =

12 14

16

PCT/DE01/03564

43' /

\k\

20

18
Fig. 1a
12
e, Q 1 2 * ( F <
. n'..’. L 1 8 */\
".0.. ". ’ - .
W T UO
» '.’ » —’ 4 *
' >

Fig. 1b



WO 02/24944 PCT/DE01/03564

2/4

Fig. 2a
20

x| 20
18 18

Fig. 2b Fig. 2c



WO 02/24944 PCT/DE01/03564

3/4

----- L L LI LT P FY PP T T T T PR P AAAAAA
RNA

Reverse
Transkriptase

DNA i’ \k

INFITVASINNPANIN TSI NN AUEORAERIVNERIVIRYRIVUSIRESYY SANCSNINCYS IR RO RS ASNERREFANSRD AAAAAA

RNA

. %

DNA-Polymerase

Fig. 3



WO 02/24944 PCT/DE01/03564

4/4

18

l Abbaureaktion

——
%

Fig. 4



	Abstract
	Bibliographic
	Description
	Claims
	Drawings

