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(57) Abstract: The invention relates to a method for spec-
troscopic real-time detection of nucleic acid molecules, in
particular polynucleotide sequences, in a PCR amplificati-
on (PCR=polymerase chain reaction), wherein the PCR
amplification comprises preparing the initial substances re-
quired for producing a PCR solution in a buffer and the re-
peating PCR reaction steps of denaturing, primer hybridi-
zation and elongation, and wherein electromagnetic radia-
tion is irradiated into the PCR solution during the PCR
amplification at defined time points from a radiation sour-
ce in the gigahertz or terahertz regime in order to detect at
least the presence or absence of a polynucleotide sequence
using a detector in a real-time detection.

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betritft ein Ver-
fahren zum spektroskopischen real-time Nachweis von
Nukleinsduremolekiilen, insbesondere von Polynucleotid-
sequenzen, in einer PCR-Amplifikation (PCR=Polymera-
se-Kettenreaktion), wobei die PCR-Amplifikation das Be-
reitstellen der fiir die Herstellung einer PCR-Lésung not-
wendigen Ausgangssubstanzen in einem Puffer sowie die
sich wiederholenden PCR-Reaktionsschritte der Denatu-
rierung, der Primerhybridisierung und der Elongation um-
fasst, und wobei wihrend der PCR-Amplitikation zu defi-
nierten Zeitpunkten aus einer Strahlungsquelle elektroma-
gnetische Strahlung im Giga-Hertz-oder Tera-Hertz-Re-
gime in die PCR-Losung eingestrahlt wird, um mittels ei-
nes Detektors in einem real-time Nachweis wenigstens die

Anwesenheit oder Abwesenheit einer Polynucleotidsequenz nachzuweisen.
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Real-Time-PCR mittels Gigahertz- oder Terahertz-Spektrometrie

Beschreibung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum spektroskopischen real-time Nachweis von
Nukleinsauremolekiilen, insbesondere von Polynucleotidsequenzen, in einer PCR-
Amplifikation, sowie eine entsprechende PCR-Anordnung (PCR=Polymerase-

Kettenreaktion).

Derartige Verfahren sowie PCR-Anordnungen werden typischerweise zur quantitativen
Analyse der Expression bestimmter Gensequenzen eingesetzt. PCR-Amplifikationen all-
gemein finden bei der Vervielfiltigung und Untersuchung von DNS- bzw. RNS-
Sequenzen, wie sie in vielen biologischen Systemen vorzufinden sind, haufige Verwen-
dung, konnen jedoch auch im Prinzip mit kunstlich hergestellten Polynucleotidsequenzen

verwendet werden.

Das vorliegend beschriebene Verfahren bezieht sich auf einen spektroskopischen real-
time Nachweis in einer PCR-Amplifikation. Damit wird sich sowohl auf Nachweise wih-
rend des Ablaufs aller Reaktionsschritte einer PCR-Amplifikation bezogen, als auch auf
zweckdienliche Nachweise davor und danach. So kénnen beispielsweise in einleitenden
Schritten vor der Ausfihrung der eigentlichen PCR-Reaktionsschritte zur Replikation von
Polynucleotidsequenzen eingesetzte Substanzen mittels eines spektroskopischen Nach-
weises qualitativ wie quantitativ untersucht werden. Weiterhin kénnen ebenso spektro-
skopische Untersuchungsschritte wihrend der PCR-Amplifikation vorgenommen werden,

und auch dann, wenn die PCR-Amplifikation an sich bereits beendet wurde.

PCR-Amplikationen werden typischerweise dafiir eingesetzt, im Vergleich zum menschli-
chen Genom relativ kurze und in ithrem Aufbau klar definierte Polynucleotidsequenzen zu
vervieltiltigen. Im Gegensatz zu lebenden Organismen vermag die PCR-Amplifikation
lediglich die Vervielfiltigung von Polynucleotidsequenzen mit wenigen tausend Basenpaa-
ren pro Sequenz zu gewihrleisten. Zur Durchfihrung einer PCR-Amplifikation bedarf es
zunachst der Herstellung einer PCR-Losung, welche neben einer Pufferlésung als geeig-
nete chemische Umgebung eine Anzahl an weiteren, fir den Ablauf einer PCR-

Amplifikation notwendigen Ausgangssubstanzen aufweist. Diese Ausgangssubstanzen
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umfassen typischerweise eine originale, zu vervielfiltigende Polynucleotidsequenz, Primer
zur Festlegung eines Anfangs- sowie eines Endabschnittes der zu vervielfaltigenden Poly-
nucleotidsequenz eine entsprechende Polymerase, um den durch die Primer definierten
Abschnitt zu replizieren, sowie Desoxynukleosidtriphosphate, welche die Bausteine der
replizierten Polynucleotidsequenz darstellen. Neben diesen Ausgangssubstanzen kann ei-
ne PCR-Losung zudem eine Anzahl an weiteren funktionellen Komponenten enthalten,
welche etwa erlauben, den Ablauf der PCR-Amplifikation in Bezug auf die Effektivitit zu

steigern oder zu optimieren.

Eine PCR-Amplifikation besteht aus einer sich wiederholenden Abfolge von PCR-
Reaktionsschritten, wie sie etwa in laboriblichen Thermocyclern durchgetiihrt werden
kénnen. Jede Wiederholung umfasst hierbei die drei PCR-Reaktionsschritte der Denatu-
rierung, der Primerhybridisierung und der Elongation. Bei der Denaturierung kommt es
zunachst zu einem Aufschmelzen von doppelstrangigen Polynucleotidsequenzen, unter
Erhitzen der PCR-Losung auf eine Temperatur von etwa 95°C, um die Wasserstoftbri-
ckenbindungen, die die beiden einzelstrangigen Polynucleotidsequenzen zusammenbhalten,
zu l6sen. Das Temperaturniveau wird solange beibehalten, bis gewahrleistet ist, dass in
der PCR-Losung nur noch einzelstringige Polynucleotidsequenzen vorliegen. In dem
PCR-Reaktionsschritt der Primerhybridisierung, wird die Temperatur typischerweise fur
einige Sekunden lang auf einem Niveau gehalten, welches eine spezifische Anlagerung des
Primers an die Polynucleotidsequenz erlaubt. Das bezeichnete Temperaturniveau liegt
dabei normalerweise um wenige °C unter dem Schmelzpunkt der durch die spezifische
Anlagerung entstehenden Primersequenzen, und entspricht meist einer Temperatur zwi-
schen 55°C bis 65°C. Ist die Anlagerung der Primer an die vorbestimmten Stellen der Po-
lynucleotidsequenz abgeschlossen, erfolgt in dem PCR-Reaktionsschritt der Elongation
das Auffillen durch die fehlenden Stringe oder Bausteine an freien Nucleotiden unter
Einwirkung der Polymerase. Hierbei bildet der Primer den Anfang eines neuen Einzel-
strangs, welcher stuckweise repliziert wird. Die wihrend dieses PCR-Reaktionsschrittes
einzustellende Temperatur hingt von dem Arbeitsoptimum der jeweils verwendeten Po-
lymerase ab, liegt jedoch typischerweise um 10°C bis 15°C tber dem Temperaturniveau
der Primerhybridisierung. Nach Abschluss des PCR-Reaktionsschrittes der Elongation
wiederholt sich die Reaktionsabfolge, und die gewtanschten Polynucleotidsequenzen ver-
mehren sich im besten Reaktionstalle exponentiell, da in jedem weiteren Reaktionsschritt
auch die zuvor synthetisierten Polynucleotidsequenzen als Matrizen fiir eine weiteren

Strangsynthese dienen kénnen.
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In der Real-Time-quantitative PCR, einer aus dem Stande der Technik bekannten Weiter-
entwicklung der PCR-Amplifikation, wird eine PCR-Amplifikation zur Replikation von
Polynucleotidsequenzen durchgefihrt und gleichzeitig eine Méglichkeit der Quantifizie-
rung der so gewonnenen Polynucleotidsequenzen bereit gestellt. Die Quantifizierung be-
ruht hierbei auf der Ausfihrung von Fluoreszenzmessungen, die wihrend des Ablaufes
der PCR-Amplifikation vorgenommen werden. Das nachgewiesene Fluoreszenzsignal
nimmt dabei proportional mit der Menge an replizierten Polynucleotidsequenzen zu.
Dementsprechend erlaubt die Real-Time-quantitative PCR im Gegensatz zu den meisten
herkommlichen quantitativen Nachweismethoden, welche erst nach der PCR-
Amplifikation angewendet werden koénnen, eine quantitative Auswertung der in der PCR-

Amplifikation replizierten Polynucleotidsequenzen noch wihrend ihrer Vervielfiltigung.

Hierbei soll darauf hingewiesen werden, dass hier und im Folgenden ein quantitativer
Nachweis im Sinne der Quantifizierung in Verbindung mit einer Real-Time-quantitative
PCR zu verstehen ist. Dieser kénnen verschiede bekannte Quantifizierungsmodelle
zugrunde liegen. In einem einfachen Fall kann etwa die Tatsache benutzt werden, dass
zwischen dem Logarithmus der eingesetzten Menge an der zu replizierenden Polynucleo-
tidsequenz und dem CT (Threshold Cycle = "Schwellenwert-Zyklus", d.h. dem Zyklus, zu
welchem die nachgewiesene Fluoreszenz erstmalig signifikant iber die Hintergrund-
Fluoreszenz liegt) eine lineare, umgekehrt proportionale Beziehung besteht. Ist die einge-
setzte Menge etwa zunichst bekannt, kann eine Standardkurve erzeugt werden, gegen de-
ren Steigung jede unbekannte Menge an Polynucleotidsequenz verglichen und quantifi-
ziert werden kann. Ist andererseits die Ausgangsmenge unbekannt, kann mitunter durch
Bestimmung des CT auch auf die Ausgangsmenge zurickgeschlossen werden. Weitere Be-

rechnungsmethoden sind dem Fachmann bekannt.

Die Real-Time-Quantitative PCR bedarf dabei Fluoreszenztarbstoffe oder sogenannter
Fluoreszenzmarker, welche chemisch oder physikalisch mit den replizierten Polynucleo-
tidsequenzen in Wechselwirkung treten, und infolgedessen ihr eigenes Fluoreszenzverhal-
ten dndern. Dementsprechend korreliert die Zunahme der Intensitit eines nachgewiese-
nen Fluoreszenzsignals nach den sich wiederholenden PCR-Reaktionsschritten mit einer
entsprechenden Zunahme an replizierten Polynucleotidsequenzen. Der Nachweis des
Verlaufs einer PCR-Amplifikation tber gemessene Fluoreszenzsignale, kann sich bei-
spielsweise auf die Verwendung von einfachen Fluoreszenztarbstoffen stiitzen, die sich
relativ unspezifisch an die zu replizierende Polynucleotidsequenz binden. Solche Fluores-
zenzfarbstotfe sind etwa SybrGreen, welches ein asymmetrisches Cyanin-Farbstottmolkul

ist und mit zu replizierenden DNA-Molekilen einen DNA-Fluoreszenztarbstotf-
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Komplex bildet, welcher blaues Licht bei einer Wellenlange von A,,,, = 494 nm absorbiert
und grunes Licht bei einer Wellenlinge von A,,, = 521 nm emittiert. Ein weiterer haufig
verwendeter Fluoreszenztarbstoft ist Ethidiumbromid. In Erginzung zu diesen Fluores-
zenztarbstotfen kommen auch noch Fluoreszenzmarker wie FRET-Sonden, Lightcycler-
Sonden®, TagMan-Sonden®, Molecular-beacons, Scorpionprimer oder auch Luxprimer®
zum Einsatz, welche zwar eine spezifische Bindung an einzelne Stellen der Polynucleo-
tidsequenz erlauben und tolglich eng definierte Fluoreszenzeigenschatften aufweisen, aber
vergleichsweise teurer sind. Folglich finden solche Fluoreszenzmarker nicht die breite
Anwendung, wie sie etwa fur die Fluoreszenzfarbstoftfe typisch ist. Weiterhin stellen sich
etwa Molecular-beacons als relativ komplexe Strukturen dar, die zusitzlich optimierter
und damit teuerer Primer zur Durchfihrung der PCR-Amplifikation bedirfen. Weiterhin
erschweren derartige komplexe Strukturen eine optimierte Einstellung der PCR-
Reaktionsbedingungen und férdern so eine relativ ineffiziente Vervieltiltigung der Poly-

nucleotidsequenzen als auch die Darstellung vieler unerwiinschter Nebenprodukte.

Zur Vermeidung dieser Nachteile der auf den Nachweis von Fluoreszenzsignalen beru-
henden Real-Time-quantitative PCR schligt die aus dem Stand der Technik bekannte WO
03/102238 A2 ein Verfahren zum Nachweis der Darstellung von zusammenhingenden
Nukleinsauremolekiilen in einer PCR-Lésung vor, sowie eine Anordnung vor, um das be-
sagte Verfahren auszufihren. Das Verfahren umtasst die Bereitstellung von PCR-
Ausgangsstoffen in einer Kammer, sowie die Durchfihrung der sich wiederholenden
PCR-Reaktionsschritte der Denaturierung, der Primerhybridisierung und der Elongation.
Wihrend der Ausfihrung dieser PCR-Reaktionsschritte wird die Darstellung zusammen-
hangender Nukleinsduremolekule durch die Einstrahlung von UV-Licht in die PCR-
Losung und dem darauf folgenden Nachweis der absorbierten Lichtintensitit vorgenom-
men. Die PCR-Lésung wird hierbei von einer fur die Durchfihrung einer PCR-
Amplifikation angepassten Kammer aufgenommen, in welche die Lichtenergie der UV-

Lichtquelle eingestrahlt wird.

Obwohl das in der WO 03/102238 A2 beschriebene Verfahren die Verwendung von Flu-
oreszenzmarkern unnotig werden lisst, zeigt sich diese Methode als sehr storanfillig in
Bezug auf einzelne Komponenten der PCR-Losung oder in Bezug auf verbliebene Ubet-
reste aus Reaktionsschritten von vorhergehenden Isolierungsreaktionen, z. B. Phenole.
Ein weiterer Nachteil der quantitativen Bestimmung mittels UV-Absorption ist auch dar-
in zu sehen, dass einzelstringige von doppelstringigen Nukleinsiuremolekilen nur be-
grenzt unterschieden werden konnen und folglich eine nur sehr unspezifische Nachweis-

moglichkeit tur Polynucleotidsequenzen zur Verfigung steht.
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WO 2008/109706 Al beschreibt die Anwendung von Terahertz-Spektroskopie in ver-
schiedenster Art. Dabei wird auch die Detektion doppelstringiger und einzelstringiger
DNA beschrieben. Eine real-time Methode zum Nachweis des PCR-Produktes wird in

dieser Druckschrift in keiner Weise beschrieben.

WO 2006/064192 A1l beschreibt einen Bandfilter im Terahertzbereich. Ein Verfahren be-
zuglich dem Nachweis von Nucleinsduremolekiillen wird in dieser Druckschrift nicht be-

schrieben.

Die US 2006/0216742 beschreibt ein Verfahren und ein System zum Nachweis biomole-

kularer Bindungsereignisse unter Verwendung von Gigahertz- oder Terahertzstrahlung.

Die WO 03/100396 A1l offenbart ein Verfahren zum Nachweis der Spezifitit eines Li-

ganden zu einer biologischen Probe.

Die DE 100 54 476 A1l beschreibt ein Vertahren zum Nachweis von Polynucleotidse-
quenzen, bei dem der Brechungsindex oder eine dquivalente Gré3e der mit dem Testme-
dium in Kontakt befindlichen Probe durch Wechselwirkung mit einfallender elektromag-

netischer Strahlung bestimmt wird.

Die WO 2004/024949 A2 beschreibt ein Verfahren zum schnellen Nachweis von Mutati-

onen und Nucleotidpolymorphismen unter Einsatz von Spektraldaten.

Eine spezifischere Methode zum Nachweis des Vorliegens einer biomolekularischen Bin-
dung zwischen zwei Molekilen wird von der US 2006/0216742 A1l vorgeschlagen, welche
eine Nachweismethode sowie eine entsprechende Vorrichtung betrifft. Gemal3 der Of-
tenbarung wird tber Teraherzstrahlung das Vorliegen einer biomolekularischen Bindung
zweler Molekile nachweisen, indem aus einer Quelle Teraherzstrahlung ausgesendet wird
und nach Durchstrahlung einer die Molekile umfassenden Probe von einem Detektor
nachgewiesen wird. Hierbei erlaubt die offenbarte Methode jedoch nicht die Quantifizie-
rung eingesetzter Mengen der Molekile, und ist folglich fir eine Verwendung zum Real-

Time-Nachweis in einer PCR-Amplifikation ungeeignet.

Es stellt sich demnach die Aufgabe dar, ein markerfreies Verfahren zum Real-Time-
Nachweis von Polynucleotidsequenzen in einer PCR-Amplifikation vorzuschlagen, wel-

ches einen spezifischen und quantitativen Nachweis von Polynucleotidsequenzen, insbe-
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sondere eine Unterscheidung zwischen einzel- und doppelstringigen Polynucleotidse-
quenzen, ermdéglicht, und von der Reinheit oder Qualitit der Losung weitgehend unbeein-

flusst ist.

Gelost wird diese Aufgabe durch ein Verfahren gemial3 Patentanspruch 1 und 15 sowie

eine PCR-Anordnung gemil3 Patentanspruch 14.

Insbesondere wird die Aufgabe durch ein Verfahren zum auch quantitativen spektrosko-
pischen real-time Nachweis von Nukleinsiuremolekulen, insbesondere von Polynucleo-
tidsequenzen, in einer PCR-Amplifikation geldst, wobei die PCR-Amplifikation das Be-
reitstellen der fur die Herstellung einer PCR-Lésung notwendigen Ausgangssubstanzen in
einer Pufferlésung sowie die sich wiederholenden PCR-Reaktionsschritte der Denaturie-
rung, der Primerhybridisierung und der Elongation umfasst, und wobei wihrend der
PCR-Amplitfikation zu definierten Zeitpunkten aus einer Strahlungsquelle elektromagneti-
sche Strahlung im Giga-Hertz- oder Tera-Hertz-Regime in die PCR-Losung eingestrahlt
wird, um mittels eines Detektors in einem quantitativen real-time Nachweis wenigstens

die Anwesenheit oder Abwesenheit einer Polynucleotidsequenz nachzuweisen.

Fernerhin wird die Aufgabe durch ein Vertahren zum auch quantitativen spektroskopi-
schen real-time Nachweis von Nukleinsduremolekilen, insbesondere von Polynucleotid-
sequenzen, in einer PCR-Amplifikation geldst, wobei die PCR-Amplifikation das Bereit-
stellen der far die Herstellung einer PCR-Losung notwendigen Ausgangssubstanzen in
einer Pufferlésung sowie die sich wiederholenden PCR-Reaktionsschritte der Denaturie-
rung, der Primerhybridisierung und der Elongation umfasst, und wobei wihrend der
PCR-Amplitfikation zu definierten Zeitpunkten aus einer Strahlungsquelle elektromagneti-
sche Strahlung im Giga-Hertz- oder Tera-Hertz-Regime in die PCR-Lésung eingestrahlt
wird, um mittels eines Detektors in einem real-time Nachweis wenigstens die Anwesen-
heit oder Abwesenheit einer Polynucleotidsequenz nachzuweisen, und wobei der Reakti-
onsschritt der Denaturierung durch Tera-Hertz-Strahlung aus der Strahlungsquelle be-

wirkt wird.

Uberdies wird die Aufgabe durch Eine PCR-Anordnung zum auch quantitativen spektro-
skopischen real-time Nachweis von Polynucleotidsequenzen in einer PCR-Amplifikation
gelost, wobel diese ein Substrat mit einem Aufnahmebereich fir eine PCR-Losung, beste-
hend aus den notwendigen Ausgangssubstanzen und einer Pufferlésung, Temperaturinde-
rungsmittel, mittels derer die PCR-Losung auf vorgegebene Temperaturen geheizt

und/oder gekihlt werden kann, um die sich wiederholenden PCR-Reaktionsschritte der
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Denaturierung, der Primerhybridisierung oder der Elongation zu ermdéglichen, eine Strah-
lungsquelle, um elektromagnetische Strahlung im Giga-Hertz- oder Tera-Hertz-Regime in
die PCR-Losung einzustrahlen, und einen Detektor, um durch die PCR-L6sung transmit-

tierte Strahlung auch quantitativ spektroskopisch nachzuweisen, umfasst.

Ein Kerngedanke der vorliegenden Verfahren sowie der erfindungsgemifien PCR-
Anordnung liegt in der Ausfihrung einer PCR-Amplifikation sowie einem spektroskopi-
schen Real-Time-Nachweis im Giga-Hertz- oder Tera-Hertz-Regime des elektromagneti-
schen Spektrums. Typischerweise in diesem Frequenzbereich verwendete Strahlungen lie-
gen zwischen 100 Gigahertz und 20 Terahertz, insbesondere zwischen 300 Gigahertz und
10 Terahertz. Diese Strahlungsfrequenzen sind geeignet, bestimmte Anregungszustinde
(typischerweise vibratorische Schwingungsmoden) von einzelstrangigen und doppelstrin-
gigen Polynucleotidsequenzen anzuregen. Anregungszustiande einzelner funktioneller
Gruppen dieser Polynucleotidsequenzen sind folglich mit einer vorbestimmten Frequenz
der elektromagnetischen Strahlung korreliert, und kénnen in Extinktionsmessungen
nachgewiesen werden. Unter Extinktionsmessungen werden im Folgenden allgemein alle
spektroskopischen Nachweise, auch quantitative, bezeichnet, welche Teile der in die
PCR-Losung eingestrahlten Lichtintensitiat mit Teilen der aus ihr austretenden und mit
einem Detektor nachgewiesenen Lichtintensitit in Beziehung setzt, um Ruckschlisse auf
nachzuweisende Stoffe und Strukturen in der PCR-Losung zu erlauben. Diese Anre-
gungsmoden (Anregungsfrequenzen) sind uberdies charakteristisch fur die chemischen
Bindungszustinde dieser funktionellen Gruppen, und kénnen infolge einer Veranderung
des Bindungszustandes mit einer Veranderung der elektromagnetischen Anregungsfre-
quenz einhergehen. Insbesondere lassen sich Anregungsmoden nachweisen, deren Auftre-
ten charakteristisch fir das Vorliegen von Wasserstoffbrickenbindungen zwischen den
beiden einzelstringigen Polynucleotidsequenz in einer doppelstrangigen Polynucleotidse-
quenz ist. Dementsprechend konnen durch Extinktionsmessungen in diesem bezeichne-
ten Frequenzbereich quantitative Aussagen dariber gewonnen werden, ob in einer PCR-

Losung ein Gemisch von einzel- oder doppelstrangigen Polynucleotidsequenzen vorliegt.

Der Nachweis vorbestimmter Anregungszustinde von Polynucleotidsequenzen in einer
PCR-Lo6sung mittels spektroskopischer Extinktionsmessungen erfordert im Vergleich
zum bisher herkommlichen Verfahren des Nachweises mittels Fluoreszenzmessungen
keinerlei Fluoreszenzmarker, welche einer PCR-Losung zugegeben werden miissen. Damit
gestaltet sich einerseits die Herstellung einer PCR-Losung als weniger komplex und kos-
tengunstiger. Andererseits kann auf den Einsatz von fur die PCR-Losung mitunter schad-

lichen UV-Lichts verzichtet werden. Gerade durch UV-Licht, welches elektronische An-
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regungen in biologischen Makromolekulen bewirkt, sind die méglichen Fehlerquellen
durch chemische Nebenreaktionen, welche durch die Einstrahlung von UV-Licht mitun-
ter inititert werden, sehr problematisch. Elektromagnetische Strahlung im Giga-Hertz-
sowie Tera-Hertz-Regime vermdégen jedoch typischerweise nur vibratorische Anregungen
hervorzuruten und stéren somit die chemische Reaktionsumgebung in einer PCR-Lésung
in praktischer Hinsicht kaum. Uberdies ist die Strahlungsfrequenz von Giga-Hertz- und
Tera-Hertz-Strahlung geeignet, um Hybridisierungszustinde von zusammen hingenden
Nucleinsiauremolektlen bzw. von Polynucleotidsequenzen nachzuweisen. Anders als in
einem Real-Time-Quantitative PCR-Verfahren mittels Fluoreszenzmessung im UV-
Regime konnen folglich Nachweise entsprechend des erfindungsgemiflen Verfahrens das
Vorliegen einzelner Hybridisierungszustinde, insbesondere das Vorliegen von ein-
zelstringigen und doppelstrangigen Polynucleotidsequenzen, nachweisen. Dieser fur die
Durchfihrung einer PCR-Amplifikation mitunter entscheidende, auch quantitative Nach-
weis erlaubt Schlisse auf den Fortschritt sowie die Qualitit der in der PCR-Lésung statt-
tindenden Reaktionsschritte und damit eine Erhohung der Effizienz der PCR-

Amplifikation allgemein.

Ein weiterer Kerngedanke des erfindungsgemilen Verfahrens liegt fernerhin darin, dass
die zum spektroskopischen Real-Time-Nachweis eingesetzte Strahlungsquelle auch dafir
eingesetzt werden kann, den Reaktionsschritt der Denaturierung in der PCR-
Amplifikation durch elektromagnetische Strahlung herbeizufuhren. Der eingestrahlte Fre-
quenzbereich ist nimlich durchaus geeignet, die Wasserstottbruckenbindungen zwischen
den beiden Einzelstringen in einer doppelstringigen Polynucleotidsequenz aufzuschmel-
zen, ohne dass dem gesamten System der PCR-Losung direkt thermische Energie hinzu-
getugt werden muss. Folglich bedarf es in dem Reaktionsschritt der Denaturierung nicht
einer Temperaturerh6hung einer PCR-Losung um das Aufschmelzen der chemischen
Verbindungen zwischen einzelnen Stringen einer Polynucleotidsequenz zu bewirken.
Vielmehr bewirkt die Strahlungsquelle durch Einstrahlen elektromagnetischer Strahlung
einer vorbestimmten Frequenz im Giga-Hertz- sowie Tera-Hertz-Regime in die PCR-
Losung ein Aufschmelzen doppelstrangigen Polynucleotidsequenzen ohne dass die PCR-
Losung selbst eine starke Temperaturinderung erfahren muss. Ein derartiges Verfahren
verktrzt somit die fir die sich wiederholenden PCR-Reaktionsschritte notigen Autheiz-
und Abkthlphasen der PCR-Lésung und erméglicht eine zeitlich schnellere Darstellung

einer gewunschten Menge an zu vervielfaltigenden Polynucleotidsequenzen.

In einer ersten Ausfihrungsform des erfindungsgemillen Vertahrens ist vorgesehen, dass

die fur die Herstellung einer PCR-Losung notwendigen Ausgangssubstanzen in einer Puf-
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terlosung keine chemischen oder physikalischen Nachweismarker, insbesondere keine
Fluoreszenzmarker, umfassen. Hierbei handelt es sich um Marker, welche fur die Herstel-
lung einer weiter oben beschriebenen PCR-Losung als nicht notwendige Ausgangssub-
stanzen zugesetzt werden, um in einem Messverfahren, das aus dem Stande der Technik
bekannt ist, die Darstellung von Polynucleotidsequenzen nachweisen zu kénnen. Die fur
das ausfihrungsgemifle Verfahren bereitgestellte PCR-Losung, kann folglich auf die not-
wendigen Ausgangssubstanzen beschrinkt werden, wie sie etwa fur eine gewohnliche
PCR-Amplitikation ohne Real-Time-Nachweis notwendig sind. Damit werden einerseits
mogliche Stéreinflisse chemischer sowie physikalischer Natur in dem Verfahren der
PCR-Amplitikation vermindert, und gleichzeitig die Kontrollierbarkeit der Reaktionsbe-
dingungen erhoht.

In einer weiteren Ausfuhrungsform kann vorgesehen sein, dass die Intensitit der einge-
strahlten elektromagnetischen Strahlung im Giga-Hertz- oder Tera-Hertz-Regime so aus-
gewihlt wird, dass sie eine vorbestimmte Schichtdicke der PCR-Lésung durchdringt. Die
Schichtdicke kann sich hierbei entweder auf den gesamten Probenquerschnitt, welcher
von der eingestrahlten elektromagnetischen Strahlung durchdrungen wird, oder aber auch
nur auf einen Teilbereich des Probenquerschnittes beziehen. Die Schichtdicke ist geeig-
net, bei Einstrahlung einer vorgegebenen Strahlungsintensitit und Vorliegen einer Anzahl
an Polynucleotidsequenzen oberhalb einer bestimmten Detektionsschwelle ein Extinkti-
onssignal nachzuweisen. Das Extinktionssignal, welches aus einer Abschwichung der
elektromagnetischen Strahlungsintensitit resultiert, kann etwa aus Absorption, Streuung,
Beugung sowie Reflexion resultieren. Ist die durchstrahlte Schichtdicke konstant, sowie
die eingestrahlte elektromagnetische Strahlung in ihrer Intensitit unverianderlich, kann
aut die Menge an dargestellten Polynucleotidsequenzen etwa bei bekanntem Extinktions-

querschnitt der Polynucleotidsequenzen riickgeschlossen werden.

In einer weiterfuhrenden Ausfihrungsform des Verfahrens ist vorgesehen, dass die Fre-
quenz der eingestrahlten elektromagnetischen Strahlung im Giga-Hertz- oder Tera-Hertz-
Regime zwischen 100 GHz und 20 THz, insbesondere zwischen 300 GHz und 10 THz
liegt. Diese Frequenzbereiche decken die spektroskopisch leicht nachweisbaren Anre-
gungsfrequenzen der meisten Polynucleotidsequenzen ab und erlauben somit die Anre-
gungsschwingungen spektroskopisch, insbesondere spektroskopisch quantitativ, nachzu-

weisen.

In einer weiteren vorteilhaften Austihrungstorm der Erfindung ist vorgesehen, dass die

Pufferlosung der PCR-Lésung in Bezug auf eine Frequenz der eingestrahlten elektromag-
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netischen Strahlung im Giga-Hertz- oder Tera-Hertz-Regime so ausgewihlt wird, dass die
Strahlungsintensitit nach Transmission einer vorbestimmten Schichtdicke der PCR-
Losung mit dem Detektor weitgehend ungeschwicht nachgewiesen werden kann. Die
Pufferlosung selbst wird somit in Bezug auf die eingesetzten elektromagnetischen Strah-
lungsfrequenzen so ausgewihlt, dass die eingestrahlte elektromagnetische Strahlung vor-
bestimmter Frequenzbereiche eine moglichst groBe Transmission erfihrt. Uberlappen
diese Frequenzbereiche mit nachzuweisenden Anregungszustinden der Polynucleotidse-
quenzen, ist gewihrleistet, dass eine Verringerung der elektromagnetischen Strahlungsin-
tensitat nach Wechselwirkung mit der PCR-Losung nicht auf dem Extinktionsverhalten
der Pufferlésung selbst, sondern lediglich auf das der Ausgangssubstanzen sowie mit den
dargestellten Molektlen beruht. Kann weiterhin eine Extinktion durch Nebenprodukte
der PCR-Amplifikation ausgeschlossen werden, beruht die Abschwichung der elektro-
magnetischen Strahlungsintensitit in den Bereichen der Anregungszustinden der Poly-
nucleotidsequenzen weitgehend alleinig auf der Wechselwirkung der elektromagnetischen
Strahlung mit den Polynucleotidsequenzen. Das Verhiltnis von Nutzsignal und unge-
wunschter Abschwichung der elektromagnetischen Strahlung wird infolge erhoht und die

Qualitit des auch quantitativen spektroskopischen Real-Time-Nachweises verbessert.

In einer weiterfuhrenden Ausfihrungsform des Verfahrens zeichnet sich dieses dadurch
aus, dass die PCR-Losung auf einem Substrat, insbesondere in einem vorbestimmten Auf-
nahmebereich des Substrats aufgebracht ist, welches ftur die eingestrahlte elektromagneti-
sche Strahlung im Giga-Hertz- oder Tera-Hertz-Regime weitgehend transparent ist. Ein
derartiger Autnahmebereich kann durch ein begrenztes Volumen ausgebildet sein, oder
aber lediglich auch als Flache zum Auftrag einer PCR-Losung. Das Substrat selbst kann
ein mineralisches Substrat, beispielsweise Glas, oder aber auch ein Kunststoffsubstrat
sein. Ist das Substrat selbst fur die eingestrahlten elektromagnetische Strahlung weitge-
hend transparent, verursacht es lediglich einen geringen Anteil des in dem spektroskopi-
schen Real-Time-Nachweisverfahren nachgewiesenen Extinktionssignals. Die nachgewie-
sene Extinktion beruht damit weitgehend auf der Wechselwirkung der elektromagneti-
schen Strahlung und der PCR-Losung, bzw. der darin enthaltenen Stoffe, falls die Puffer-
16sung der PCR-Losung selbst ebenfalls in dem Frequenzbereich der eingestrahlten elekt-
romagnetischen Strahlung keine oder nur geringe Schwichung der Strahlungsintensitit
verursacht. Weiterhin kann das Substrat, falls es ein Kunststoff ist, durch die Auswahl
eines geeigneten Kunststoffes an den Nutzfrequenzbereich der eingestrahlten elektro-
magnetischen Strahlung angepasst werden, um eine méglichst geringe Abschwichung der

Strahlungsintensitit zu bewirken.
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In einer weiteren Ausfuhrungsform des Vertahrens umtasst das Substrat wenigstens einen
Wellenleiter fur elektromagnetische Strahlung im Giga-Hertz- oder Tera-Hertz-Regime.
Dieser Wellenleiter kann einerseits als Strahlungstihrungsmittel als auch gleichzeitig als
Substrat mit einem moéglichen Autnahmebereich fur die PCR-Lésung dienen. Dement-
sprechend kann die Einstrahlung von elektromagnetischer Strahlung in die PCR-Lésung
ortlich in gut kontrollierbarer Weise erfolgen. Zudem kann die Streustrahlung bzw. Ver-
luststrahlung, wie sie in gew6hnlichen Kollimations- und Fokussierverfahren auftritt, ver-
ringert und der spektroskopische Real-Time-Nachweis verbessert werden. Besonders vor-
teilhaft ldsst sich ein Wellenleiter einsetzen, wenn der vorbestimmte Aufnahmebereich fur
die PCR-Losung sich in einem Bereich befindet, welcher von dem evaneszenten Strah-
lungsteld des Wellenleiters durchdrungen wird. Ein Nachweis der Polynucleotidsequen-
zen findet folglich mit elektromagnetischer Strahlung statt, welche einerseits durch den
Wellenleiter gefithrt wird, andererseits jedoch mit Bereichen der Oberfliche aulerhalb

des Wellenleiters kommuniziert.

In einer weiterfuhrenden Austihrungsform des Verfahrens zum spektroskopischen Real-
Time-Nachweis sind fernerhin Temperaturinderungsmittel bereitgestellt, mittels derer die
PCR-Lésung auf vorgegebene Temperaturen geheizt und/oder gekuhlt werden kann.
Derartige Temperaturinderungsmittel konnen entweder direkt oder indirekt die PCR-
Losung heizen oder kihlen. Eine direkte Temperaturerh6hung kann beispielsweise auf
einer direkten Strahlungsheizung oder einer Widerstandsheizung beruhen. Eine Kihlung
kann etwa durch geeignet angeordnete Peltierelemente oder aber auch durch ein Kuhlme-
dium, beispielsweise Luft, bewirkt werden, welches mit einem Wirmeaustauscher in Ver-
bindung steht. Die Temperaturanderungsmittel gewihrleisten dabei, dass ein moglichst
schnelles und genaues Wechseln der fir die einzelnen PCR-Reaktionsschritte notwendi-

gen Temperaturen ermdglicht wird.

In einer weiterfuhrenden Austihrungsform des Verfahrens ist vorgesehen, dass die Tem-
peraturinderungsmittel ein Wirmemedium heizen und/oder kihlen, welches tber das
Substrat die PCR-Lésung indirekt heizt und/oder kuhlt. Ferner ist zu bertucksichtigen,
dass die Wirmekapazitit des Substrats selbst gering und die Wirmeleitfahigkeit méglichst
grof} ist. Ausfihrungsgemil} kann das Warmemedium flichig in Wechselwirkung stehen,
oder aber auch dieses in datur vorgesehenen Fihrungsmitteln, beispielsweise in Kanilen,
durchdringen. Mittels der Heizung oder Kithlung des Substrats wird bei geeignetem Kon-
takt der PCR-Lésung mit dem Substrat die Temperatur der PCR-Losung entsprechend
verandert. Folglich kénnen die fir den Ablauf der PCR-Reaktionsschritte notwendigen

Temperaturbedingungen gewihrleistet werden.
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In einer vorteilhaften Ausfihrung des Verfahrens ist vorgesehen, dass elektromagnetische
Strahlung im Giga-Hertz- oder Tera-Hertz-Regime aus der Strahlungsquelle in die PCR-
Losung vor und/oder nach einem Schritt der Denaturierung, und/oder der Primerhybri-
disierung und/oder der Elongation eingestrahlt wird. Dementsprechend kénnen die Aus-
gangsbedingungen sowie Reaktionserfolge nach jeder der in der PCR-Amplifikation statt-
tindenden Reaktionsschritte mittels eines spektroskopischen Nachweises Uberprift wer-
den. Sollte sich etwa durch den Nachweis herausstellen, dass die Ausgangsvoraussetzun-
gen fur einen nachfolgenden PCR-Reaktionsschritt ungiinstig sind, kénnen entsprechende
Verinderungen der Reaktionsbedingungen, beispielsweise in der Temperaturwahl, vorge-
nommen werden, um einen verbesserten Erfolg herbeizufithren. In einer alternativen
Ausgestaltung kann auch die elektromagnetische Strahlung im Giga-Hertz- oder Tera-
Hertz-Regime wahrend der PCR-Amplifikation stattfindenden Reaktionsschritte der De-
naturierung, der Primerhybridisierung oder der Elongation eingestrahlt werden, um bei-
spielsweise Rickschlisse aut das zeitliche Bindungsverhalten einzelner molekularer Bau-

steine zu gewinnen.

In einer besonders vorteilhaften Ausfihrungsform des Verfahrens wird die Frequenz der
elektromagnetischen Strahlung ausgewihlt, um definierte vibratorische Anregungsmoden
von einzel- und/oder doppelstringigen Polynucleotidsequenzen zu erregen, um diese,
insbesondere die fir das Vorliegen von Hybridisierungszustinden von doppelstringigen
Polynucleotidsequenzen charakteristischen Moden, nachzuweisen. Folglich kann wihrend
der PCR-Amplifikation das Vorliegen bestimmter molekularer Strukturen der Polynucleo-
tidsequenzen nachgewiesen werden, mittels derer die Qualitit des Ablaufs der PCR-
Amplifikation tberpraft und nachgewiesen werden kann. Weiterhin kann auch nach er-
tolgtem Nachweis der Polynucleotidsequenzen ein Abbruch der PCR-Amplifikation ein-
geleitet werden. Insbesondere kann auch tber den Nachweis der Verschiebung der Anre-
gungsfrequenz definierter Anregungsmoden ein Rickschluss auf die Struktur der Poly-

nucleotidsequenzen, insbesondere auf deren Hybridisierungszustand, gewonnen werden.

In einer weiteren Ausfihrungsform der Erfindung werden wihrend der PCR-Amplifi-
kation zeitlich vorausgehende Nachweise mittels der elektromagnetischen Strahlung im
Giga-Hertz- oder Tera-Hertz-Regime als Untergrund fir zeitlich nachfolgende Nachweise
in der Analyse der Nachweise berticksichtigt. Die zeitlich vorausgehenden Nachweise
kénnen fur die Untergrundsubtraktion, welche in Extinktionsmessungen unerlisslich
sind, entweder in direkter, gemittelter, oder in gefilterter Weise von nachfolgenden

Nachweisen abgezogen werden. Dieser fur den Erhalt von quantitativen Ergebnissen
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notwendige Schritt der Untergrundsubtraktion bedarf somit keiner weiteren Vorkenntnis-
se uber das konkrete Extinktionsverhalten der PCR-Anordnung, sondern erlaubt eine gu-

te Untergrundbestimmung in zeitlich naher Weise.

In einer weiteren Ausfuhrungsform des Vertahrens zum spektroskopischen Real-Time-
Nachweis von Polynucleotidsequenzen wird elektromagnetische Strahlung im Giga-Hertz-
oder Tera-Hertz-Regime aus der Strahlungsquelle vor Durchfihren einer PCR-
Amplifikation in eine Losung von in der PCR-Amplifikation zu verwendenden Ausgangs-
substanzen eingestrahlt, um chemische oder physikalische Eigenschaften einzelner Aus-
gangssubstanzen, insbesondere deren Qualitit, Spezifitit und deren Bindungsverhalten,
mittels spektroskopischer Nachweise zu bestimmen. Hierbei ist anzufihren, dass typi-
scherweise vor dem Durchfihren einer Real-Time-quantitative PCR die meisten Anwen-
der von PCR-Amplifikationen die Qualitat bzw. Spezifitit und deren Bindungsverhalten
(Qualitit der Polynucleotidsequenzen, Primerbindung, Primerspezifitit, Amplifikations-
mengen) aus Kostengrinden in einer PCR-Vorrichtung, welche nicht die Méglichkeit ei-
nes spektroskopischen Real-Time-Nachweises unter Einsatz von Fluoreszenzmessungen
bereit hilt, testen. Gemil} einer Durchfithrung des austuhrungsgemillen Verfahrens kann
folglich diese separate Uberpriifung entfallen, und die physikalischen und chemischen Ei-
genschaften einzelner Ausgangssubstanzen mittels einer erfindungsgemalen PCR-
Anordnung direkt bestimmt werden. Weiterhin sind die in PCR-Amplifikationen typi-
scherweise verwendete Primer fur die Verwendung in gew6hnlichen PCR-Anordnungen
ohne spektroskopischen Real-Time-Nachweis ausgelegt, und erfordern in der Verwen-
dung in einer PCR-Anordnung mit spektroskopischem Real-Time-Nachweis auf der
Grundlage des Einsatzes von Fluoreszenzmarken eine neuerliche Optimierung der Reak-
tionsbedingungen fir die die Primer enthaltenden PCR-L6sung mit Fluoreszenzmarkern.
Diese erneute Optimierung wird meist deswegen notwendig, weil der Zusatz von Fluores-
zenzmarken die Schmelzpunkte der Polynucleotidsequenzen und damit die Primerbin-
dung beeinflusst. Kann die Primerbindung bzw. Primerspezifitit vorab in einer PCR-
Anordnung bestimmt werden, in welcher zu einem spiteren Zeitpunkt auch die spektro-
skopischen Real-Time-Nachweise von Polynucleotidsequenzen mit Giga-Hertz oder Tera-
Hertz Strahlung durchgetuhrt werden, enttallen folglich aufwindige Optimierungsan-

strengungen.

Weiterhin sei auch darauf hingewiesen, dass die in Floureszenzmessungen im UV-Regime
eingesetzten Reaktionsgefalle aufgrund von Verschmutzungen, wie beispielsweise Finger-
abdricken, leicht Anlass zu Fehlmessungen sein konnen und daraus mitunter falsche Ab-

sorptionswerte resultieren konnen. Elektromagnetische Strahlung im Giga-Hertz oder Te-
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ra-Hertz Regime ist aufgrund der groBeren Wellenlinge weitaus unempfindlicher gegen-

Uber derartiger Verunreinigungen der Reaktionsgefile sowie auch der Pufferlésungsbe-

standteile. Zudem entfillt entsprechend der vorliegenden Verfahrens die Verwendung

von verdorbenen oder ungenau angesetzten Fluoreszenzfarbstoffen als mogliche Fehler-

quelle fur den spektroskopischen Nachwelis.

Weitere Ausfihrungstormen der Erfindung ergeben sich aus den Unteranspriachen.

Nachfolgend wird die Erfindung anhand von Ausfihrungsbeispielen beschrieben, die an-

hand der Abbildungen niher erldutert werden.

Hierbei zeigen:

Fig. 1

Fig. 2

Fig. 3

Fig. 4

Fig. 5

Fig. 6

Fig. 7

ein Flussdiagramm zur Veranschaulichung der zeitlichen Abfolge einzelner
Schritte in einem Verfahren zum spektroskopischen Real-Time-Nachweis von
Polynucleotidsequenzen in einer PCR-Amplifikation gemal} einer ersten Ausfih-

rungsform der Erfindung;

eine schematische Darstellung des Extinktionsverhaltens einer PCR-Lésung im
Verlauf einer PCR-Amplifikation bei Strahlungstrequenzen, welche mit Anre-
gungszustinden vorbestimmter Polynucleotidsequenzen in einer PCR-Lésung

Ubereinstimmen,;

eine Teilansicht einer schematischen Darstellung einer zweiten Ausfihrungsform

der erfindungsgemillen PCR-Anordnung;

eine Teilansicht einer dritten Ausfihrungsform einer erfindungsgemallen PCR-

Anordnung;

eine Teilansicht einer vierten Ausfihrungsform einer erfindungsgemiflen PCR-

Anordnung;

eine Teilansicht einer funften Ausfihrungsform einer erfindungsgemilen PCR-

Anordnung;

eine sechsten Ausfihrungsform einer erfindungsgemifien PCR-Anordnung, wel-

che auf der in Fig. 5 gezeigten Teilansicht der vierten Austuhrungsform beruht;
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Fig. 8 eine schematische Darstellung des Extinktionsverhaltens einer zur Herstellung
einer PCR-Losung verwendeten Pufferlésung sowie einer Polynucleotidsequenz

im Frequenzregime der Giga-Hertz- und/oder Tera-Hertz-Regime.

Fig. 1 zeigt ein schematisches Flussdiagramm des typischen Ablaufes einer Austihrungs-
torm des erfindungsgemillen Verfahrens zum spektroskopischen Real-Time-Nachweis
von Polynucleotidsequenzen 10 in einer PCR-Amplifikation. In einem solchen Verfahren
bedarf es zunichst der Bereitstellung einer Pufferlosung 13 in welcher die fir die Herstel-
lung einer PCR-Losung notwendigen Ausgangssubstanzen aufgenommen oder geldst
werden. Notwendige Ausgangssubstanzen 12 sind die zu replizierende Polynucleotidse-
quenz 10, geeignete Primer, eine Polymerase sowie Desoxynukleosidtriphosphate zur Syn-
thetisierung von Polynucleotidsequenzen. Bereits vor der Herstellung der PCR-Lésung 11
kann die Qualitat, Spezifitit und das Bildungsverhalten einzelner Ausgangssubstanzen 12
in einem spektroskopischen Real-Time-Nachweis bestimmt werden. Dieser Nachweis fin-
det zu einem in der Fig. 1 mit 1 dargestellten Zeitpunkt statt. Nach Herstellung der PCR-
Losung 11 koénnen erneut weitere spektroskopische Real-Time-Nachweise der PCR-
Losung 11 vorgenommen werden (Zeitpunkt 2). Erst dann findet durch die Wiederholung
der PCR-Reaktionsschritte der Denaturierung, Primerhybridisierung, und Elongation eine
Vervielfaltigung der zu replizierenden Polynucleotidsequenzen statt, wobei nach jedem
erfolgten PCR-Reaktionsschritt spektroskopische Real-Time-Nachweise durchgefithrt
werden konnen (Zeitpunkte 3, 4 und 5). Hierbei werden bevorzugt Anregungszustinde
der einstrangigen Polynucleotidsequenzen nach dem PCR-Reaktionsschritt der Denaturie-
rung gemessen (Zeitpunkt 3), wobei Anregungszustinde von doppelstringigen Polynucle-
otidsequenzen in geeigneter Weise nach dem PCR-Reaktionsschritt der Elongation (Zeit-
punkt 5) gemessen werden. Mittels des ausfihrungsgemil3en Verfahrens kénnen somit
spektroskopische Real-Time-Nachweise wahrend der gesamten Abfolge der PCR-
Amplifikation ausgefihrt werden, und der zeitliche Verlauf der in der PCR-Amplifikation
auftretenden Polynucleotidsequenzen auch quantitativ charakterisiert werden. Ferner ist
es naturlich auch méglich, noch nach Ablaut der PCR-Amplifikation spektroskopische

Nachweismessung durchzufithren.

Sollte gemal} einem erfindungsgemiflen Aspekt des vorliegenden Verfahrens der PCR-
Reaktionsschritt der Denaturierung durch Einstrahlung von elektromagnetischer Strah-
lung im Tera-Hertz-Regime bewirkt werden, so wirde dieses Verfahren eine Einstrahlung
von entsprechender elektromagnetischer Strahlung zum Zeitpunkt des Ablaufes der De-

naturierung erfolgen.
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Fig. 2 zeigt eine schematische Darstellung des Extinktionsverlaufes in einer PCR-Losung,
welcher nach einer Austihrungsform der vorliegenden Erfindung mit elektromagneti-
scher Strahlung im Giga-Hertz- oder Tera-Hertz-Regime spektroskopisch bestimmt wer-
den kann. Die Frequenz der eingestrahlten elektromagnetischen Strahlung ist dabei so
gewihlt, dass diese mit der Frequenz von vorbestimmten Anregungszustinden einzelner
Polynucleotidsequenzen tbereinstimmt und nach entsprechender Einstrahlung in die
PCR-Lo6sung von diesen abgeschwicht wird. Da in einer PCR-Amplifikation typischer-
weise die Anzahl an zu replizierenden Polynucleotidsequenzen zeitlich exponentiell zu-
nehmend ist, liegen die Messpunkte spektroskopischer Real-Time-Nachweise zur Extink-
tion auf einer Kurve mit exponentiellem Verlaut. Vorliegend sind die einzelnen Nachwei-
se der Extinktion der PCR-Losung durch Kreuze veranschaulicht. Der Zeitverlaut be-
stimmt sich dabei nach physikalischen wie nach chemischen Groé3en, welche die Effizienz
bzw. Geschwindigkeit der PCR-Amplifikation beeinflussen konnen. Aus den Extinkti-
onsmessungen kann nachfolgend mittels rechnerischer Methode die Menge an spezifi-

schen Polynucleotidsequenzen bestimmt werden.

In der praktischen Durchfihrung von spektroskopischen Real-Time-Nachweisen von Po-
lynucleotidsequenzen wihrend der PCR-Amplifikation findet man, dass nur solche
Nachweise oberhalb einer vorbestimmten Detektionsschwelle D, eindeutige Nachweiser-
gebnisse liefern, welche auch zur weiteren Auswertung verwendet werden kénnen. Nach-
weiswerte unterhalb dieser Detektionsschwelle D, sind lediglich theoretischer Natur, da
das Signal-zu-Rauschverhaltnisse keine eindeutige Extinktionsbestimmungen erlauben.
Der fraheste Zeitpunkt T, fir einen eindeutigen spektroskopischen Real-Time-Nachweis
tritt folglich dann auf, wenn die gemessene Extinktion tber der Detektionsschwelle D,
liegt. Durch eine entsprechende Frequenzwahl der eingestrahlten elektromagnetischen
Strahlung kann erreicht werden, dass eine Detektionsschwelle D, méglichst gering ist und
unter der der Detektionsschwelle D, fur elektromagnetische Strahlung anderer Frequen-
zen liegt. Folglich mussen weniger PCR-Reaktionsschritte durchlaufen werden als in her-
kommlichen Real-Time-quantitative PCR-Verfahren. Ferner ist auch der friheste Zeit-
punkt T, moglichst gering, insbesondere kiirzer als T, far elektromagnetische Strahlung

der anderen Frequenzen.

Fig. 3 zeigt eine Teilansicht einer schematischen Darstellung einer Austuhrungstorm ei-
ner erfindungsgemiflen PCR-Anordnung zum spektroskopischen Real-Time-Nachweis
von Polynucleotidsequenzen in einer PCR-Amplitfikation. Gemal3 dieser Ausfihrungsform

emittiert eine Strahlungsquelle 20 elektromagnetische Strahlung im Giga-Hertz- und/oder
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Tera-Hertz-Regime in eine PCR-Lésung 11. Die PCR-Losung 11 befindet sich in dem
Aufnahmebereich 23 eines Substrats 24, welches durch seine Formung die Schichtdicke S
der PCR-Losung definiert, durch welche die elektromagnetische Strahlung 21 hindurch-
strahlt. Ein derartiger Aufnahmebereich 23 ist vorliegend durch ein wenigstens teilweise
begrenztes Volumen, wie einem Behilter ausgebildet. Die Frequenz der Strahlung ist da-
bei derart eingestellt, dass sie mit der Frequenz vorbestimmter Anregungszustinde sich in
der PCR-Losung 11 befindender Polynucleotidsequenzen 10 Gbereinstimmt. Nach
Transmission der eingestrahlten elektromagnetischen Strahlung 21 durch den Querschnitt
des Aufnahmebereichs 23 wird die entsprechend geschwichte Intensitit der elektromag-

netischen Strahlung 21 von einem Detektor 22 nachgewiesen.

Vorliegend wurde verzichtet, die im optischen Aufbau typischen weiteren optischen Ele-
mente wie Fokussierelemente, Kollimationselemente, Strahlfihrungselemente und Filter
anzugeben. Das zusitzliche Vorsehen solcher herkommlicher optischer Elemente zur

Strahlkonditionierung stellen sich fir einen Fachmann als offensichtlich dar.

Fig. 4 zeigt eine weitere Teilansicht einer Ausfihrungsform einer PCR-Anordnung zum
spektroskopischen Real-Time-Nachweis von Polynucleotidsequenzen in einer PCR-
Amplifikation. Im Gegensatz zum Aufnahmebereich 23 der ersten Austihrungstorm ge-
mal Fig. 3, sieht die zweite Ausfihrungsform gemal} Fig. 4 keinen doppelwandigen Auf-
nahmebereich 23 vor, sondern lediglich einen einwandigen, an welchen die PCR-Lésung
11 aufgenommen ist. Hierbei kann es sich beispielsweise um einen Filmauftrag einer
PCR-Lo6sung aut den Autnahmebereich 23 des Substrats handeln. Weiterhin kann auch
die Anordnung der PCR-Losung 11 aut dem Aufnahmebereich 23 des Substrats 24 im
Feld der Erdanziehung so orientiert sein, dass wahrend des spektroskopischen Real-Time-
Nachweises eine gleichbleibende Schichtdicke S gewiahrleistet werden kann. Zudem kann
der Auftnahmebereich 23 des Substrats 24 noch konstruktive Anordnungen enthalten,
welche die Adhdsion zwischen PCR-Lésung 11 und dem Autnahmebereich 23 des Sub-
strats 24 erhéhen. Solche Anordnungen sind beispielsweise feine Obertlichenstrukturen,

welche ein Festhaften der PCR-Losung 11 aut dem Substrat 24 unterstiitzen.

Fig. 5 zeigt eine Teilansicht einer vierten Ausfihrungsform der erfindungsgemaflen PCR-
Anordnung zum spektroskopischen Real-Time-Nachweis von Polynucleotidsequenzen in
einer PCR-Amplifikation. Bei dieser ist die Richtung der aus der Strahlungsquelle 20
emittierten elektromagnetischen Strahlung 21 und die Richtung der von dem Detektor 22
nachgewiesenen Strahlung nicht in Verlingerung zueinander angeordnet. Vielmehr wird

die elektromagnetische Strahlung 21 von der PCR-Loésung 11 und/oder dem Substrat des
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Aufnahmebereichs 23 derart umgelenkt, dass kein geradliniger Strahlengang erfolgt. Ein
derartiger Strahlengang ist etwa bei Streuungsmessungen vorteilhaft. Eine derartige relati-
ve Anordnung von Strahlungsquelle 20 und Detektor 22 kann zudem zu einer verbesser-
ten raumlichen Anordnung verschiedener Komponenten beitragen, welche zur Verringe-

rung der GesamtgroBe der austihrungsgemillen PCR-Anordnung beitragt.

Im Vergleich zu den Austihrungstormen des freien Strahlenganges der elektromagneti-
schen Strahlung 21 in den Darstellungen gemal} Fig. 3 bis Fig. 5 wird in der Teilansicht
der Austihrungsform gemal} Fig. 6 die elektromagnetische Strahlung 21 in einem fir den
Frequenzbereich der Strahlung geeigneten Wellenleiter W gefuhrt. Hierbei kann die elekt-
romagnetische Strahlung 21 direkt an der Strahlungsquelle 20 in den Wellenleiter W ein-
gekoppelt werden oder jedoch erst nach geeigneter Konditionierung. Entsprechend kann
der Wellenleiter W mit dem Detektor 22 direkt in Verbindung stehen oder die Strahlung
erst fur den Nachweis mittels des Detektors 22 konditioniert werden. Der Wellenleiter W
ist dazu ausgebildet, in dem Autnahmebereich 23 elektromagnetische Strahlung 21 als
evaneszentes Strahlungstfeld abzugeben, welches tolglich durch die Wechselwirkung mit
einer auf dem Wellenleiter W duBerlich autgebrachten PCR-Losung eine Extinktion der
elektromagnetischen Strahlung 21 hervorrufen kann. Die Austihrungstormen des Wellen-
reiters W konnen isolierte Wellenleiterstrukturen umfassen, oder jedoch auch in weitere
Aufnahmevorrichtungen integrierte Wellenleiterabschnitte. In einer bevorzugten Austith-

rungsform ist der Wellenleiter W in einer Chipkonstruktion integriert.

Fig. 7 zeigt eine auf der Teilansicht der vierten Ausfithrungsform in Fig. 5 beruhenden
Austihrungstorm einer PCR-Anordnung zum spektroskopischen Real-Time-Nachweis
von Polynucleotidsequenzen in einer PCR-Amplitikation, welche als weiteres Element die
Temperaturinderungsmittel 25 darstellt, die mit dem Substrat 24 des Autnahmebereichs
23 wechselwirkt. Die Temperaturinderungsmittel 25 sind dafir ausgebildet, das Substrat
24 auf der Seite zu heizen und/oder zu kihlen, welche der Seite des Aufnahmebereiches
23 zur Aufnahme der PCR-Losung 11 gegentberliegt. Durch die Verinderung der Tem-
peratur des Substrats 24 erfolgt durch entsprechende Wirmeleitung eine Temperaturin-
derung der PCR-Losung 11. Ist der Wirmewiderstand des Substrates 24 gering, sowie die
Wirme- und/oder Kahlleistung der Temperaturinderungsmittel 25 im Vergleich zur
Wiarmekapazitit der aufgetragenen PCR-Losung 11 groB, erfolgt eine relativ schnelle
Temperaturinderung der PCR-Losung 11, und eine rasche Abfolge der sich wiederholen-
den PCR-Reaktionsschritte kann gewihrleistet werden. Zur verbesserten Warmeleitung
kann zwischen den Temperaturinderungsmitteln 25 sowie dem Substrat 24 Mittel vorge-

sehen sein, die eine Wirmeleitung unterstitzen. In einer Ausfihrungsform der erfin-
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dungsgemiflen PCR-Anordnung kénnen die Temperaturinderungsmittel 25 einen Luft-
sttom heizen und/oder kihlen, welcher direkt auf das Substrat 24 geleitet wird, und nach
entsprechender Wirmeleitung durch das Substrat 24 die Temperatur der PCR-Losung 11

entsprechend andert.

Fig. 8 zeigt das Extinktionsverhalten 13’ der zur Herstellung der PCR-Losung 11 not-
wendigen Pufferlosung 13 sowie das Extinktionsverhalten 10’ vorbestimmter Anregungs-
zustiande der nachzuweisenden Polynucleotidsequenz 10 in einem Frequenzbereich des
Giga-Hertz- bzw. Tera-Hertz-Regimes. Aufgrund ihres Brechungsverhaltens variiert die
Extinktion der Pufferlésung 13 tber einen vorbestimmten Frequenzbereich nachweisbar.
Viele laborubliche Pufferlésungen 13 weisen ein derartiges Extinktionsverhalten auf. Far
den moglichst rauscharmen Nachweis eines Anregungszustandes einer Polynucleotidse-
quenz 10 kann es erforderlich sein, eine Pufferlésung 13 zu wihlen, welche in dem Fre-
quenzbereich des bezeichneten Anregungszustandes der Polynucleotidsequenz 10 ein Mi-
nimum ihres Extinktionsverhaltens autweist. Dementsprechend ist die Extinktion der in
die PCR-Losung 11 eingestrahlten elektromagnetischen Strahlung 21 durch die Pufferl6-
sung 13 im Vergleich zur Extinktion durch die Polynucleotidsequenzen 10 in der PCR-
Losung 11 gering, und der Extinktionsnachweis des Anregungszustandes der Polynucleo-
tidsequenz 10 erfolgt mit nur geringer Stérung durch die Pufferlésung 13. Durch entspre-
chende Wahl oder Einstellung der Pufferlésung 13 auf die nachzuweisende Polynucleo-
tidsequenz 10 und deren Anregungsfrequenz kann ein vorteilhaftes Signal zu Rauschver-

hiltnis erreicht werden.

An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, dass alle oben beschriebenen Teile fur sich allein
gesehen und in jeder Kombination, insbesondere den in Zeichnungen dargestellten De-
tails als erfindungswesentlich beansprucht werden. Anderungen hiervon sind dem Fach-

mann geliufig.

Bezugszeichen:
10 Polynucleotidsequenz
10> Extinktion des Anregungszustandes einer Polynucleotidsequenz

11 PCR-Loésung

12 Ausgangssubstanz

13 Pufferlosung

13’ Extinktion der Pufferlésung
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Anspriiche

Ein Verfahren zum spektroskopischen real-time Nachweis von Nukleinsaure-
molekulen, in einer PCR-Amplifikation,

wobei die PCR-Amplifikation das Bereitstellen der fir die Herstellung einer PCR-
Losung (11) notwendigen Ausgangssubstanzen (12) in einer Pufferlésung (13) sowie
die sich wiederholenden PCR-Reaktionsschritte der Denaturierung, der
Primerhybridisierung und der Elongation umfasst,

und wobei wihrend der PCR-Amplifikation zu definierten Zeitpunkten aus einer
Strahlungsquelle (20) elektromagnetische Strahlung (21) im Giga-Hertz- oder Tera-
Hertz-Regime in die PCR-Lésung (11) eingestrahlt wird, um mittels eines Detektors
(22) in einem real-time Nachweis wenigstens die Anwesenheit oder Abwesenheit

einer Polynucleotidsequenz (10) nachzuweisen.

Ein Verfahren gemif3 Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei den

Nucleinsduremolektulen um Polynucleotidsequenzen handelt.

Ein Verfahren zum spektroskopischen real-time Nachweis von
Nukleinsauremolekilen in einer PCR-Amplifikation nach Anspruch 1 oder 2
dadurch gekennzeichnet,dass

dass die fur die Herstellung der PCR-Lésung (11) notwendigen Ausgangssubstanzen
(12) in einer Putferlésung (13) keine chemischen oder physikalischen

Nachweismarker (14), insbesondere keine Fluoreszenzmarker, umfassen.

Ein Verfahren zum spektroskopischen real-time Nachweis von Nukleinsdure-
molekulen in einer PCR-Amplifikation nach einem der vorhergehenden Anspriche,
dadurch gekennzeichnet,dass

dass die Intensitdt der eingestrahlten elektromagnetischen Strahlung (21) im Giga-
Hertz- oder Tera-Hertz-Regime so ausgewihlt wird, dass sie eine vorbestimmte
Schichtdicke (8) der PCR-Loésung (11) durchdringt.
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Ein Verfahren zum spektroskopischen real-time Nachweis von Nukleinsdure-
molekulen in einer PCR-Amplifikation nach einem der vorhergehenden Anspriche,
dadurch gekennzeichnet,dass

dass die Frequenz der eingestrahlten elektromagnetischen Strahlung (21) im Giga-
Hertz- oder Tera-Hertz-Regime zwischen 100 GHz und 20 THz, insbesondere
zwischen 300 GHz und 10 THz liegt.

Ein Verfahren zum spektroskopischen real-time Nachweis von Nukleinsdure-
molekulen in einer PCR-Amplifikation nach einem der vorhergehenden Anspriche,
dadurch gekennzeichnet,dass

dass die Pufferlésung (13) der PCR-Losung (11) in Bezug auf eine Frequenz der
eingestrahlten elektromagnetischen Strahlung (21) im Giga-Hertz- oder Tera-Hertz-
Regime so ausgewihlt wird, dass die Strahlungsintensitat nach Transmission einer
vorbestimmten Schichtdicke (§) der PCR-L6sung mit dem Detektor (22) weitgehend

ungeschwicht nachgewiesen werden kann.

Ein Verfahren zum spektroskopischen real-time Nachweis von Nukleinsaure-
molekulen in einer PCR-Amplifikation nach einem der vorhergehenden Anspriche,
dadurch gekennzeichnet,dass

dass die PCR-Losung (11) auf einem Substrat (24), insbesondere in einem
vorbestimmten Aufnahmebereich (23) des Substrats (24) aufgebracht ist, welches fur
die eingestrahlte elektromagnetische Strahlung (21) im Giga-Hertz- oder Tera-Hertz-

Regime weitgehend transparent ist.

Ein Verfahren zum spektroskopischen real-time Nachweis von Nukleinsdure-
molekulen in einer PCR-Amplifikation nach Anspruch 7,

dadurch gekennzeichnet,dass

dass das Substrat (24) wenigstens einen Wellenleiter (W) tur elektromagnetische

Strahlung im Giga-Hertz- oder Tera-Hertz-Regime umfasst.

Ein Verfahren zum spektroskopischen real-time Nachweis von Nukleinsdure-
molekulen in einer PCR-Amplifikation nach einem der vorhergehenden Anspriche,
dadurch gekennzeichnet,dass

terner Temperaturinderungsmittel (24) bereit gestellt werden, mittels derer die PCR-

Losung (11) auf vorgegebene Temperaturen geheizt und/oder gekthlt werden kann.
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Ein Verfahren zum spektroskopischen real-time Nachweis von Nukleinsdure-
molekulen in einer PCR-Amplifikation nach einem der Anspruch 9,

dadurch gekennzeichnet,dass

die Temperaturanderungsmittel (24) ein Wirmemedium (26) heizen und/oder
kuhlen, welches Gber das Substrat die PCR-Lésung (11) direkt oder indirekt heizt
und/oder kuhlt.

Ein Verfahren zum spektroskopischen real-time Nachweis von Nukleinsaure-
molekulen in einer PCR-Amplifikation nach einem der vorhergehenden Anspriche,
dadurch gekennzeichnet,dass

die elektromagnetische Strahlung (21) im Giga-Hertz- oder Tera-Hertz-Regime aus
der Strahlungsquelle (20) in die PCR-Losung (11) vor und/oder nach einem Schritt
der Denaturierung, und/oder der Primerhybridisierung und/oder der Elongation

eingestrahlt wird.

Ein Verfahren zum spektroskopischen real-time Nachweis von Nukleinsdure-
molekulen in einer PCR-Amplifikation nach einem der vorhergehenden Anspriche,
dadurch gekennzeichnet,dass

die Frequenz der elektromagnetischen Strahlung ausgewihlt wird, um definierte
vibratorische Anregungsmoden von einzel- und/oder doppelstringigen
Polynucleotidsequenzen (10) zu erregen, um diese, insbesondere die fur das
Vorliegen von Hybridisierungszustinden von doppelstringigen Polynucleotid-

sequenzen (10) charakteristischen Moden, nachzuweisen.

Ein Verfahren zum spektroskopischen real-time Nachweis von Nukleinsdure-
molekulen in einer PCR-Amplifikation nach einem der vorhergehenden Anspriche,
dadurch gekennzeichnet,dass

dass wihrend der PCR-Amplifikation zeitlich vorausgehende Nachweise mittels der
elektromagnetischen Strahlung (21) im Giga-Hertz- oder Tera-Hertz-Regime als
Untergrund fur zeitlich nachfolgende Nachweise in einer Analyse der Nachweise

beriicksichtigt werden.

Ein Verfahren zum spektroskopischen real-time Nachweis von Nukleinsdure-
molekulen in einer PCR-Amplifikation nach einem der vorhergehenden Anspriche,
dadurch gekennzeichnet,dass

dass elektromagnetische Strahlung (21) im Giga-Hertz- oder Tera-Hertz-Regime aus

der Strahlungsquelle (20) vor Durchtfihren einer PCR-Amplifikation in eine Losung
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von in der PCR-Amplifikation zu verwendenden Ausgangssubstanzen (12)
eingestrahlt wird, um chemische oder physikalische Eigenschaften einzelner
Ausgangssubstanzen (12), insbesondere deren Qualitit, Spezifitit und deren

Bindungsverhalten, mittels spektroskopischen Nachweises zu bestimmen.

Eine PCR-Anordnung zum spektroskopischen real-time Nachweis von

Polynucleotidsequenzen in einer PCR-Amplifikation,

wobei diese

- Ein Substrat (24) mit einem Aufnahmebereich (23) fur eine PCR-Lésung (11),
bestehend aus den notwendigen Ausgangssubstanzen (12) und einer Pufferlésung
(13),

- Temperaturinderungsmittel (24), mittels derer die PCR-Lésung (11) auf
vorgegebene Temperaturen geheizt und/oder gekithlt werden kann, um die sich
wiederholenden PCR-Reaktionsschritte der Denaturierung, der
Primerhybridisierung oder der Elongation zu erméglichen,

- eine Strahlungsquelle (20), um elektromagnetische Strahlung (13) im Giga-Hertz-
oder Tera-Hertz-Regime in die PCR-Lésung (11) einzustrahlen,

- und einen Detektor (22), um durch die PCR-Losung (11) transmittierte Strahlung
spektroskopisch nachzuweisen,

umfasst.

Ein Verfahren zum spektroskopischen real-time Nachweis von Nukleinsdure-
molekulen in einer PCR-Amplifikation,

wobei die PCR-Amplifikation das Bereitstellen der fir die Herstellung einer PCR-
Losung (11) notwendigen Ausgangssubstanzen (12) in einer Pufferlésung (13) sowie
die sich wiederholenden PCR-Reaktionsschritte der Denaturierung, der
Primerhybridisierung und der Elongation umfasst,

und wobei wihrend der PCR-Amplifikation zu definierten Zeitpunkten aus einer
Strahlungsquelle (20) elektromagnetische Strahlung (21) im Giga-Hertz- oder Tera-
Hertz-Regime in die PCR-Lésung (11) eingestrahlt wird, um mittels eines Detektors
(22) in einem spektroskopischen real-time Nachweis wenigstens die Anwesenheit
oder Abwesenheit einer Polynucleotidsequenz (10) nachzuweisen,

und wobei der Reaktionsschritt der Denaturierung durch Tera-Hertz-Strahlung aus

der Strahlungsquelle (20) bewirkt wird.

Vertahren gemil3 Anspruch 16, wobei es sich bei den Nucleinsduremolektlen um

Polynucleotidsequenzen handelt.
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