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(57) Abstract: The invention relates to a method for detecting and/or quantifying first biopolymers contained in a liquid involving
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mit zweiten zu den nachzuweisenden ersten Biopolymeren eine spezifische Affinitat besitzenden Biopolymeren beschichtet ist, b)
Inkontaktbringen der Elektrode mit der Fliissigkeit, ¢) Anlegen eines vorgegebenen Spannungsprotokolls an die Elektrode, so dass
eine Anreicherung der ersten Biopolymere an den zweiten Biopolymeren bewirkt wird, d) Zugabe von Osmiumtetroxid und Bipyridin
zur Fliissigkeit, ¢) Messung des an der Elektrode abfallenden Redoxsignals.
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Beschreibung

QUANTIFIZIERUNG VON IN EINER FLUSSIGKEIT ENTHALTENEN ZIELMOLEKULEN

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis und/oder
zur Quantifizierung von in einer Flussigkeit enthaltenen

Zielmolekllen.

Nach dem Stand der Technik ist aus der WO 96/01836 ein Chip
zum Nachweis von Polynukleotidsequenzen bekannt. Auf dem aus
einem Siliziumsubstrat hergestellten Chip ist eine Vielzahl
miniaturisierter Reaktionsfelder vorgesehen. An jedes der Re-
aktionsfelder ist eine Sonde gebunden. Beim Eintauchen des
Chips in eine die nachzuweisende Polynukleotidsequenz enthal-
tende Ldsung kommt es zur Hybridisierung mit einer der vorge-
gebenen Sonden. Die Hybridisierung kann z.B. durch eine an
der Sonde vorgesehene fluorophore Markierung nachgewiesen

werden.

Die DE 198 08 884.1 beschreibt ein Verfahren zum Nachweis von
chemischen Substanzen unter Verwendung zweier in Wechselwir-
kung stehender fluorophorer Gruppen, welche an ein Molektl
gebunden sind. Bei der spezifischen Anlagerung des Moleklls
an die nachzuweisende chemische Substanz wird die Wechselwir-

kung zwischen den fluorophoren Gruppen geandert.

Die WO 99/47700 betrifft ein Verfahren zum Nachweis eines
Zielmolekiils mittels Fluoreszenz. Dabeil ist eine mit einer
fluorophoren Gruppe versehene Sonde an einer festen Phase ge-
bunden. Bei Vorliegen der Zielsequenz in der L&sung wird eine
zweite fluorophore Gruppe in der Nahe der ersten fluorophoren

Gruppen derart gebunden, daf ein strahlungsloser Energielber-
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gang zwischen den beiden fluorophoren Gruppen stattfinden

kann.

Die US 5,312,572 und die US 5,871,918 beschreiben Verfahren
zum elektrochemischen Nachweis von Polynukleotidsequenzen.
Dabei sind der Ld&sung redoxaktive Molekiile zugesetzt, welche
im Falle der Hybridisierung der Polynukleotidsequenz an das
dabei gebildete doppelstringige Molekiil binden. Das Vorliegen
eines solchen doppelstringigen Molekiils ruft ein mefRbares Re-

doxsignal hervor.

Die US 5,591,578 beschreibt ein Verfahren zum Nachweis von
Polynukleotidsequenzen unter Verwendung von Redox-Indikato-
ren. Dabei wird eine zur Ziel-Polynukleotidsequenz komplemen-
tare Sonde kovalent an eine Elektrode gebunden. An die Sonde
sind kovalent redoxaktive ﬁbergangsmetallkomplexe gebunden.
Im Falle der Hybridisierung der Ziel-Polynukleotidsequenz mit

der Sonde ist ein Redoxsignal an der Elektrode meRbar.

Aus der DE 196 28 171 ist ein Verfahren zur Aufreinigung und
Anreicherung von ladungstragenden ersten Molekiilen bekannt,
welche zu zweiten an einer Elektrode gebundenen Molekiilen ei-
ne spezifische Affinit&t aufweisen. Beim Inkontaktbringen ei-
ner die ersten Moleklle enthaltenden L&sung mit der Elektrode
wird ein Spannungsprotokoll derart gefahren, daR die ersten

Moleklile an der Elektrode angereichert werden.

Aus E. Palecek, Bioelectrochemistry and Bioenergetics 1985,
15, 275 - 295 ist es bekannt, als redoxaktive Substanz zum
Nachweis doppelstrangiger Biopolymere Osmiumtetroxide-Verbin-

dungen zu benutzen.
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Die nach dem Stand der Technik bekannten Verfahren sind zeit-
aufwendig, umstandlich oder erfordern einen hohen apparativen

Aufwand.

Aufgabe der Erfindung ist es, die Nachteile nach dem Stand
der Technik zu beseitigen. Es soll insbesondere ein sensiti-
ves, einfaches und kostengUnstiges elektrochemisches Verfah-
ren zum Nachweis und/oder zur Quantifizierung geringer Mengen
von in einer Flussigkeit befindlichen ersten Biopolymeren an-

gegeben werden.

Diese Aufgabe wird durch die Merkmale des Anspruchs 1 geldst.
Zweckmafiige Ausgestaltungen ergeben sich aus den Merkmalen

der Ansprlche 2 - 12.

Nach MaRgabe der Erfindung ist ein Verfahren zum Nachweis
und/oder zur Quantifizierung von in einer Fliissigkeit enthal-
tenen ersten Biopolymeren vorgesehen, mit folgenden Schrit-

ten:

a) Bereitstellen einer Elektrode mit einer aus Kunststoff
hergestellten Oberflache, die mit zweiten zu den nach-
zuweisenden ersten Biopolymeren eine spezifische Affinitat

besitzenden Biopolymeren beschichtet ist,

b) Inkontaktbringen der Elektrode mit der Flissigkeit,

c) Anlegen eines vorgegebenen Spannungsprotokolls an die El-
ektrode, so daf3 eine Anreicherung der ersten Biopolymere

an den zwelten Biopolymeren bewirkt wird,

d) Zugabe von Osmiumtetroxid und Bipyridin zur Flissigkeit,
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e) Messung des an der Elektrode abfallenden Redoxsignals.

Das vorgeschlagene Verfahren ermdglicht einen sensitiven
Nachweis von in einer FlUssigkeit befindlichen ersten Biopo-
lymeren. Die Verwendung von mit einer Kunststoffoberflache
versehenen Elektroden erlaubt eine kostenglinstige Durchfuth-
rung an des Verfahrens. Das Verfahren ermdglicht insbesondere
auch eine Quantifizierung der in der Fllssigkeit enthaltenen

ersten Biopolymere.

Unter den ersten und den zweiten Biopolymeren werden hier
insbesondere Proteine, Peptide, DNA, RNA und dgl. verstanden.
Das erste Biopolymer kann insbesondere eine zum zweiten Bio-

polymer komplementare einzelstringige DNA oder RNA sein.

Die zweiten Biopolymere sind an die Kunststoffoberfl&che vor-
zugsweise kovalent gebunden. In Kombination mit der vorge-
schlagenen Verwendung von Osmiumtetroxid und Bipyridin wird

eine besonders hohe Sensitivitdt erreicht.

Nach einer vorteilhaften Ausgestaltung ist der Kunststoff ein
elektrisch leitfdhiges Kompositmaterial, z.B. ein Verbund-
stoff aus Kohlefasern und Polycarbonat. Vorteilhafterweise
ist die Elektrode insgesamt aus dem Kunststoff hergestellt.
Solche Elektroden kénnen in einem kostenglinstigen Pressver-

fahren hergestellt werden.

Weiterhin ist es mdglich, daf? die zweiten Biopolymere an eine
auf der Oberflache der Elektrode aufgebrachte, vorzugsweise
aus Dextran oder Polyethylenglycol hergestellte, Matrix ge-
bunden sind. Durch die Verwendung einer solchen Matrix kann
die Dichte der Belegung der Oberflache der Elektrode mit

zweiten Biopolymeren erhdht werden.
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Nach einer weiteren Ausgestaltung wird beim Schritt lit. e
eine der folgenden Messungen durchgefiihrt: Gleichspannungs-
messung, zyklovoltammetrische Messung, chronoamperometrische
Messung, chronovoltammetrische Messung. Ferner kénnen beim
Schritt lit. e ein Differtial-Puls-Voltammogramm oder ein Im-
pedanzspektrum aufgenommen werden. Es ist auch mdglich beim
Schritt lit. e ein Wechselstromsignal phasensensitiv zu mes-
sen. Dem Wechselstromsignal kann ein Gleichspannungssignal
aufgepragt sein. Zur Quantifizierung der ersten Biopolymere
kann Uber einen Peak des MeRsignals integriert werden. Als
Quantifizierungsgrdfle kann der Abstand zwischen Peakhdhe und

Untergrund herangezogen werden.

Zur Durchfihrung von Mehrfachmessungen kann die Elektrode
nach dem Schritt 1lit. e gesplilt oder geheizt werden. Durch
das Heizen der Elektrode kann eine thermische Denaturierung
der ersten Biopolymere erreicht werden. Bestimmte erste Bio-
polymere binden vorzugsweise bei einer vorgegebenen Tempera-
tur. Durch Heizen bzw. Einstellen der Temperatur kann die
Spezifitdt des Verfahrens weiter erhdht werden. Die Spezifi-
tat bzw. die Stringenz kann auch durch eine geeignete Ein-

stellung des pH-Werts in der Fllissigkeit erhdht werden.

Zweckmafiigerweise werden die ersten Biopolymere vor dem
Schritt lit. a einer Polymerase-Kettenreaktion unterworfen.
Das ermbglicht den Nachweis besonders geringer Mengen an er-

sten Biopolymeren.

Das Verfahren wird anhand der Zeichnung und eines Ausfiih-

rungsbeispiels ndher erldutert.

Die einzige Figur zeigt ein Differtial-Puls-Voltammogramm ei-

ner unbelegten, einer mit einzelstrangigen Oligonukleotiden
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belegten und einer mit hybridisierten Oligonukleotiden beleg-
ten Arbeitselektrode nach einer Behandlung mit Osmiumtetroxid
und Bipyridin. Die Arbeitselektroden bestehen jeweils aus
Kohlenstoff-Verbundmaterial, welches vorzugsweise zu 30% aus
Kohlefasern und zu 70% aus Polycarbonat zusammengesetzt ist.
An Oberflache der Arbeitselektroden wurden unter Verwendung
von Carbodiimid nach einem Standardverfahren kovalent Oligo-
nukleotide mit der Sequenz 5'-GCC TTC CCA ACC ATT CCC TTA-
3'gebunden. Die Belegungsdichte betrug 15fmol/mm?' . Die Hy-
bridisierung der Oligonukleotide erfolgte in einer gepuffer-
ten Losung aus 0,5-fachem TBE (TRIS Borat EDTA), 0.5M NaCl
und 100fmol/ul an komplimnetdren Oligonukleotiden. Nach der
Hybridisierung wurden die Arbeitselektrode stringent gewa-

schen.

Anschlieflend wurde eine unbehandelte, eine mit einzelstrangi-
gen Oligonukleotiden belegte und eine mit hybridisierten 0Oli-
gonukleotiden belegte Arbeitselektrode jeweils 30 Sekunden in
einer Ldsung aus 2 mM OsO, und 13 mM Bipyridin getaucht. Die
Messung erfolgte unter Zuhilfenahme einer Platingegenelektro-
de und einer Ag/AgCl-Referenzelektrodemit einem Autolab
PGSTAT 10 der Firma Ecochemie.

Die Hybridisierung der Targetoligonukleotide an der Arbeitse-
lektrode kann durch das Anlegen einer Spannung beschleunigt
werden. Die Belegungsdichte an Oligonukleotiden auf der Ober-
flache der Arbeitselektrode kann durch Zugabe von Salz wah-
rend der Belegung oder durch eine basische Vorbehandlung der
Oberflé&che erhdht werden. Z.B. kann in einer 10mM MgCl, Lo&-
sung eine Belegungsdichte von 85fmol/mm® erreicht werden. Bei
einer dreistlndigen Vorbehandlung der Oberfl&ache in 5M NaOH
kann eine Belegungsdichte von 750fmol/mm® erreicht werden.

Sofern mehrere Messungen hintereinander durchgefithrt werden

sollen, kann an die Elektrode nach dem Schritt 1lit. d eine
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entgegengesetzte Spannung angelegt werden. Auferdem kann die
Elektrode nach dem Schritt lit. e gesplilt und/oder geheizt
werden. Durch das Heizen der Elektrode kann eine thermische
Denaturierung der ersten Biopolymere erreicht werden. Durch
Heizen bzw. Einstellen der Temperatur der Elektrode kann aber
auch die Spezifit&t des Verfahrens erhdht werden, weil vorge-
gebene erste Biopolymere bei einer spezifischen Temperatur

binden.
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Patentansprliche

1. Verfahren zum Nachweis und/oder zur Quantifizierung von
in einer Flussigkeit enthaltenen ersten Biopolymeren, mit

folgenden Schritten:

a) Bereitstellen einer Elektrode mit einer aus Kunststoff
hergestellten Oberfl&che, die mit zweiten zu den nachzuwei-
senden ersten Biopolymeren eine spezifische Affinitat besit-

zenden Biopolymeren beschichtet ist,
b) Inkontaktbringen der Elektrode mit der FlUssigkeit,
c) Anlegen eines vorgegebenen Spannungsprotokolls an die

Elektrode, so daR eine Anreicherung der ersten Biopolymere an

den zweiten Biopolymeren bewirkt wird,

d) Zugabe von Osmiumtetroxid und Bipyridin zur Flissigkeit,
e) Messung des an der Elektrode abfallenden Redoxsignals.
2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei der Kunststoff ein el-

ektrisch leitfdhiges Kompositmaterial ist.

3. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprliche, wobei

die Elektrode insgesamt aus Kunststoff hergestellt ist.

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprliche, wobei
die zweiten Biopolymere an eine auf der Oberfldche der Elek-
trode aufgebrachte, vorzugsweise aus Dextran oder Polyethy-

lenglycol hergestellte, Matrix gebunden sind.

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriche, wobei

beim Schritt lit. e eine der folgenden Messungen durchgefuhrt
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wird: Gleichspannungsmessung, zyklovoltammetrische Messung,

chronoamperometrische Messung, chronovoltammetrische Messung.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wobeil beim
Schritt 1lit. e ein Differtial-Puls-Voltammogramm aufgenommen

wird.

7. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 3, wobei beim

Schritt 1lit. e ein Impedanzspektrum aufgenommen wird.

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wobel beim
Schritt lit. e eine Wechselstromsignal phasensensitiv gemes-

sen wird.

9. Verfahren nach Anspruch 5, wobei das Wechselstromsignal

einem Gleichspannungssignal aufgepragt ist.

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei
zur Quantifizierung der ersten Biopolymere Uber einen Peak

eines Mefdsignals integriert wird.

11. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei
zur Mehrfachmessung die Elektrode nach dem Schritt lit. e ge-
spult oder geheizt wird.

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei
die ersten Biopolymere vor dem Schritt lit. a einer Polymera-

se-Kettén—Reaktion unterworfen wird.
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