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(57) Abstract: The present invention relates to a method for calibrating a sensor element, which has an immobilized probe oligonu-
cleotide, via which the bonding of a target nucleic acid (Z) can be detected by the sensor, comprising: a) bringing the sensor element
into contact with a control nucleic acid (K), the melting temperature Tm(K) of which is less than the melting temperature Tm(Z) of
the target nucleic acid (Z); b) hybridizing the control nucleic acid (K) to the probe oligonucleotide at a temperature T[p]<Tm(K),
and detecting a positive control signal; and optionally ¢) modifying the stringent conditions such that T[n] > Tm(K) and detecting a
negative control signal at a temperature T[n]. According to a refinement of the invention, a measuring signal of the target nucleic
acid (Z) is measured at a measuring temperature T [mess], where Tm(K) < T[mess] < Tm(Z). The method is suited in particular for

the calibration and quality control of microarrays.

< (57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Kalibrierung eines Sensorelements, welcher
o ein immobilisiertes Sondenoligonukleotid aufweist, iber welches die Bindung einer Ziel-Nukleinsdure (Z) durch den Sensor erfasst
werden kann, aufweisend: a) in Kontakt Bringen des Sensorelements mit einer Kontrollnukleinsiure (K) deren Schmelztemperatur

=
=

Tm(K) kleiner ist als die Schmelztemperatur

[Fortsetzung auf der néichsten Seite]
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Tm(Z) der Zielnukleinsdure (Z); b) Hybridisieren der Kontrollnukleinsdure (K) an das Sondenoligonukleotid bei einer Temperatur
T[pl<Tm(K), und erfassen eines Positiv-Kontrollsignals; und optional ¢) Verindern der Stringenzbedingungen, so dass T[n] > Tm(K)
und erfassen eines Negativ-Kontrollsignals bei einer Temperatur T[n]. GemB einer Weiterbildung der Erfindung wird bei einer
Messtemperatur T [mess], wobei Tm(K) < T[mess] < Tm(Z), ein Messsignal der Zielnukleinsdure (Z) gemessen. Das Verfahren
eignet sich insbesondere zur Kalibrierung und Qualitdtskontrolle von Microarrays.
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Beschreibung

Verfahren und Anordnung zur Kalibrierung eines Sensorelements

Die Erfindung betrifft ein Verfahren sowie eine Anordnung zur
Kalibrierung von Sensorelementen, insbesondere zur Kalibrie-

rung von Sensorelementen auf Mikroarray-Anordnungen.

In der Nukleinsdureanalytik hat die Entwicklung von Mikroar-
ray-basierten Methoden in den letzten Jahren rasante Fort-
schritte gemacht. Eine Mikroarray-Anordnung ist eine Anord-
nung von einer Matrix von Sondenmolekiilen, welche auf einem
Sensor in einzelnen, adressierbaren Positionen angebracht
sind, so dass jede Position in der Arrayanordnung ein Sensor-
element bildet, mit welchem ein Zielmolekiil nachgewiesen wer-
den kann. Bei der Nukleinsdureanalytik werden als Sondenmole-
kiile Ublicherweise Sondenoligonukleotide verwendet, welche
z.B. in einer Anordnung in Form eines Chips in einer raster-
artigen Matrix auf einem Tradger immobilisiert (,gespottet™)
sind. Durch Hybridisierung mit einer komplementaren Ziel-
Nukleinsdure kommt es zur Bindung an das Sondenoligonukleo-
tid. Diese Bindung kann dann durch eine Mehrzahl von alterna-
tiven Verfahren detektiert werden, so dass aufgrund des Bin-
dungsereignisses die Anwesenheit der Ziel-Nukleinsdure (Z)
erfasst und gegebenenfalls auch quantifiziert werden kann.
Als Nachweisprinzip kommen dabei optische, elektrochemische,
gravimetrische, magnetische und andere geeignete Verfahren

zum Einsatz.

Bei optischen Verfahren wird die Ziel-Nukleinsaure bzw. das
Hybrid aus Sondenoligonukleotid und Ziel-Nukleinsdure durch
ein Label markiert, welches zu einem optisch detektierbaren
Signal fihrt. Dies kann ein Farbstoff, ein Fluorophor, ein
Chromophor, ein interkalierender Farbstoff, ein Fluoreszenz-
farbstoff oder dhnliches sein. Bei Auftreten eines Bindungs-
ereignisses ist an der adressierbaren Position des jeweiligen

Sondenoligonukleotids ein optisch detektierbares Signal er-
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fassbar, z.B. durch eine CCD-Kamera, welche den gesamten Ar-

ray abbilden kann.

Bei elektrochemischen Nachweisverfahren kénnen die Sondenoli-
gonukleotide auf einem elektrochemischen Sensor immobilisiert
werden. Die Ziel-Nukleinsdure bzw. das Hybrid aus Sondenoli-
gonukleotid und Ziel-Nukleinsdure wird durch ein Label mar-
kiert, welches an der Position des jeweiligen Sondenoligo-
nukleotids lokal die elektrochemischen Eigenschaften an den
Sensorelement verandert, so dass ein elektrisches Signal,
z.B. eine Spannung, ein Stromfluss, eine Kapazitdtsdnderung
oder dhnliches gemessen werden kann. Ein entsprechendes Ver-
fahren ist aus DE 101 26 341 bekannt. Hierbei werden Ziel-
Nukleinsduren mit Biotin markiert, nach Hybridisierung der
Ziel-Nukleinsdure an das Sondenoligonukleotid wird die gebun-
dene Ziel-Nukleinsadure mit Streptavidin-alkalischer Phospha-
tase markiert und der alkalischen Phosphatase ein Enzymsub-
strat angeboten, welches bei Umsatz durch die Phosphatase ein
Produkt ergibt, welches lokal die Leitfadhigkeit andert, so
dass an der Elektrode, auf welcher das Sondenoligonukleotid

immobilisiert ist, ein lokaler Stromanstieg messbar ist.

Bei gravimetrischen Verfahren wird ein Signal erfasst, wel-
ches sich durch die Massenanderung bei Hybridisierung der
Ziel-Nukleinsdure an das Sondenoligonukleotid ergibt. Bekannt
sind z.B. so genannte FBAR-Verfahren und Kantilever-

Verfahren.

Bei einer magnetischen Detektion ist das Sondenoligonukleotid
auf einem magnetischen Sensorelement immobilisiert, z.B. ei-
nem GMR-Sensor. Die Ziel-Nukleinsaure bzw. das Hybrid aus
Sondenoligonukleotid und Ziel-Nukleinsdure kann nun z.B. mit
paramagnetischen Partikel markiert werden, z.B. Eisenoxid-
Nanopartikel, so dass an der Position des Sondenoligonukleo-
tids bei Bindung der Ziel-Nukleinsadaure lokal eine Veradnderung

der magnetischen Eigenschaften erfassbar ist.
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Ein Problem, welches bei samtlichen Detektionsprinzipien auf-
taucht, ist die Tatsache, dass zwischen einzelnen Sensorele-
menten qualitative Unterschiede auftreten konnen, die gerade
bei hoch sensitiven und quantitativen oder semiquantitativen
Messverfahren zu unterschiedlich starken Signalstarken fihren
kénnen. Auch durch andere auBere Einfliisse, z.B. Temperatur-
schwankungen oder Temperaturgradienten, durch die Fluidik an
der Sensoroberfldche bedingte Stromungsschwankungen oder
Stromungsgradienten und andere Faktoren, kann es dazu kommen,
dass nicht alle Sensorelemente in einer Mikroarray-Anordnung
die gleiche Sensitivitat aufweisen bzw. bei entsprechend
gleicher Konzentration der Ziel-Nukleinsdure (Z) ein Signal
mit gleicher Signalstarke liefern. So ist es z.B. bekannt,
dass sich Sensorelemente, welche sich am Rand einer Mikroar-
ray-Anordnung befinden, anders verhalten, als Sensorelemente,

welche sich in der Mitte einer Mikroarray-Anordnung befinden.

Fir den verladsslichen, fehlerfreien Betrieb von auf Mikroar-
rays basierenden Assays ist also eine verladssliche und feh-
lerfreie Qualitatskontrolle erforderlich. Diese muss vor al-
lem die wesentlichen Elemente einer Positiv- und Negativkon-
trolle beinhalten. Hierzu sollte ein jeweiliges Sensorelement
im Idealfall mittels einer Zwei-Punktkalibrierung kalibriert
werden, d.h. jeder Sensor sollte neben der zu bestimmenden
Probe auch noch mit zweili bekannten Proben (-Konzentrationen)
beaufschlagt werden und die jeweiligen Messsignale aufge-

zeichnet werden.

Insbesondere flir Mikroarray-Systeme mit einer hohen Anzahl
von Sensorelementen bzw. adressierbaren Positionen ist diese
Vorgehensweise sehr schwierig zu realisieren, da ein Zwei-
Punkt-Kalibriersystem iiblicherweise komplexe und kosteninten-
sive MaBnahmen erfordert. In der Technik ist es bekannt, die-
ses Problem dadurch zu 16sen bzw. zu umgehen, indem in der
Mikroarray-Anordnung verschiedene Sensorelement-Positionen
als Kontroll-Sensorelemente (Kontroll-Spots) vorgesehen wer-
den. Dies hat jedoch den Nachteil, dass dabei angenommen wer-

den muss, dass sich die verschiedenen Sensoren absolut gleich



10

15

20

25

30

35

WO 2009/065711 PCT/EP2008/064680

verhalten, und dass die vorgesehenen Kontroll-Spots fir alle

Sensorelemente reprasentativ sind.

Aufgabe der Erfindung ist die Realisierung einer einfachen,
kostengliinstigen Zwei-Punkt-Kalibrierung, die jeweils mit ein
und demselben Sensorelement durchgefithrt werden kann, welches
auch als Sensor flir eine Ziel-Nukleinsaure verwendet wird.
Erfindungsgemdall wird dieses Ziel erreicht durch das Verfahren
gemall Anspruch 1 und die Anordnung gemall Anspruch 14. Vor-
teilhafte Weiterbildungen der Erfindung sind in den abhangi-

gen Anspriichen beschrieben.

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Kalibrierung eines
Sensorelementg, welcher ein immobilisiertes Sondenoligonukle-
otid aufweist, Utiber welcheg die Bindung einer Ziel-
Nukleinsaure (Z) durch den Sensor erfasst werden kann, auf-
weisend:

a) In Kontakt Bringen deg Sensorelementg mit einer Kon-
trollnukleinsaure (K) deren Schmelztemperatur Tm(K) kleiner
igt als die Schmelztemperatur der Zielnukleinsdure Tm(Z;

b) Hybridisieren der Kontrollnukleinsdure (K) an das Sonde-
noligonukleotid bei einer Temperatur T[pl]<Tm(K), und erfassen
eines Positiv-Kontrollsignals; und optional

c) Verdndern der Stringenzbedingungen, so dass TI[n] >

Tm(K), und erfassen eineg Negativ-Kontrollgignals.

Die Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur Kalibrierung
eines Sengorelements nach Angpruch 1, aufweigend:

a) In Kontakt Bringen des Sensorelements mit einer Mischung
aufweisend Kontrollnukleingdure (K) und Ziel-Nukleinsdure
(Z), wobeil die Schmelztemperatur der Kontrollnukleinsaure
Tm(K) kleiner ist als die Schmelztemperatur der Zielnuklein-
sdure Tm(Z) ;

bl) Hybridigieren der Mischung an das Sondenoligonukleotid
bei einer Temperatur T[p] < Tm(K), und erfassen einesg Pogi-
tiv-Kontrollgignals;

b2) Verdndern der Stringenzbedingungen bei T=T[mesgg], o0

dass:
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Tm(K) < T[mess] < Tm(Z),
und erfassen eines Messsignals; und optional
c) Verdndern der Stringenzbedingungen, so dass TI[n] >

Tm(Z), und erfassen eineg Negativ-Kontrollgignals.

Tm(K) ist die Schmelztemperatur der Kontrollnukleinsdure bei

gegebenen Ldsungsmittelbedingungen.

Tm(Z) ist die Schmelztemperatur der Zielnukleinsdure bei ge-

gebenen L&ésungsmittelbedingungen.

T[n] ist die Temperatur, bei der die Megsgung des Negativkon-

trollsignals durchgefihrt wird.

T[p] ist die Temperatur, bei der die Mesgsgsung des Positiv-

Kontrollsignals durchgefihrt wird.

T[megg] ist die Temperatur, bei der die Mesgsung eines Mesgs-

signals durchgefihrt wird.

Bevorzugt wird das Verdndern der Stringenzbedingungen durch
Erhéhen der Temperatur erreicht. Alternativ kann es durch

Verdndern der Lésungsmittelbedingungen oder durch Verdndern
einer Kombination der Lé&sungsmittelbedingungen und Temperatur

erreicht werden.

Gemdf? einem weiteren Aspekt der Erfindung kdénnen mehrere
Messsignale 1 bis n bei unterschiedlichen Temperaturen T [mess

1-n] gemessen werden, wobei Tm(K) < T[mess 1-n] < Tm(Z).

Gemadf? einem weiteren Aspekt der Erfindung kann das Verfahren
fir eine Mehrzahl von in einer Arrayanordnung angeordneten

Sensorelementen durchgefihrt werden.

Gemadf? einem weiteren Aspekt der Erfindung kdénnen Zielnuklein-
saure und Kontrollnukleinsdure mit einem detektierbaren Label

markiert werden.
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Zielnukleinsdure und Kontrollnukleinsdure kdénnen direkt mar-
kiert gein (z.B. mit einem Farbstoff, Enzym, 0.4.), sie kbén-
nen aber auch indirekt markiert sein (z.B. mit Biotin, einer
Erkennungssequenz fir einen sekundaren Bindungspartner mit
Label o0.4.).

Gemafy einem weiteren Agpekt der Erfindung kann das detektier-
bare Label ein enzymatisches Label gein, welches ein Substrat
zu einem durch das Sensorelement detektierbaren Produkt um-

setzen kann.

Gemadf? einem weiteren Aspekt der Erfindung kann vor Schritt
(a) dasgs Sensorelement mit detektierbaren Produkt in Kontakt
gebracht werden, um ein erstes Kalibrierungssignal zu erfas-

sen.

Gemdf? einem weiteren Aspekt der Erfindung kann auf einem wei-
teren Sensorelement, auf welchem detektierbares Label direkt
immobilisiert ist, zusdtzlich ein Temperatur-
Kompensationgsignal jeweilg bei den Temperaturen T[p],

T[mess], T[mess 1-n] und T[n] erfasst werden.

Gemadf? einem weiteren Aspekt der Erfindung kann das Sensorele-
ment ein elektrochemigches Sensorelement sein und Zielnuk-
leinsdure und Kontrollnukleinsadure mit einem detektierbaren
Label markiert werden, welcheg ein enzymatigches Label ist,
welches ein Substrat zu einem durch das Sensorelement detek-

tierbaren Produkt umsetzt.

Das enzymatische Label kann insbesondere eine Phosphatase

gsein.

Gemadf? einem weiteren Aspekt der Erfindung ist die Schmelztem-
peratur Tm(K) der Kontrollnukleinsdure (K) bevorzugt um min-
desteng 5°C kleiner, starker bevorzugt mindestens 10°C klei-

ner als die Schmelztemperatur Tm(Z) der Zielnukleinsdure (Z).
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Gemdf? einem weiteren Aspekt der Erfindung kann bevorzugt als
Kontrollnukleinsdure eine Nukleinsdurezusammensgetzung verwen-
det werden, welche randomisierte Decaoligonukleotidsequenzen
aufweist. Die Verwendung von randomisierten 6, 7, 8, 9, 11,
12, 13, 14, oder 1l5-meren ist auch mdbglich. Insbesondere sind
biotinylierte Oligomere bevorzugt. Ebenfalls mdglich sind
Kontrollnukleinsduren, welche eine spezifische Erkennungsse-
quenz tragen, die an eine gpezifische komplementédre Sequenz
an dem Sondenolignukleotidg des Sensorelements bindet, wobei
diese komplementdre Sequenz des Sondenoclignukleotids nicht an

die Zielnukleinsdure bindet.

Die Erfindung betrifft ferner eine Anordnung, aufweisgend:

- mindestens ein Sengorelement mit einem darauf immobi-
ligierten Sondennukleotid, Utber welches die Bindung
einer Ziel-Nukleinsdure (Z) durch das Sensorelement
erfasst werden kann, wobei ein Bindungskomplex aus
Sondenoligonukleotid und Ziel-Nukleinsdure eine
Schmelztemperatur Tm(Z) aufweist;

- Heiz- und /oder Kuhlmittel zur Veranderung der Tempe-
ratur an dem Sensorelement;

- mindestens eine Kontrollnukleinsdure, welche mit dem
Sondennukleotid ein Bindungskomplex bilden kann, der

eine Schmelztemperatur von Tm(K) < Tm(Z) aufweist.

Gemadf? einem weiteren Aspekt der Erfindung weist die Anordnung
ferner eine Mehrzahl von in einer Arrayanordnung angeordneten
Sensorelementen auf. Die Sensorelemente kdnnen als Microarray
vorgesehen sein, z.B. als Biochip. Die Arrayanordnung kann
als Teil einer mikrofluidigchen Vorrichtung auggefihrt sein.
Eine mikrofluidische Vorrichtung ist eine Vorrichtung, in
welcher Fluide, insbesondere Flissigkeiten in Volumina im

Mikroliterbereich gehandhabt werden k&nnen.

Gemadf? einem weiteren Aspekt der Erfindung ist die Kontroll-
nukleinsdure in der Anordnung als Trockenreagenz bevorratet.

Durch Einbringen eines entsprechenden Ldsungsmittels (z.B.
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eine Pufferldsung) wird die Kontrollnukleinsdure geldst und

kann dann an Sondenoligonukleotide binden.

Gemadf? einem weiteren Aspekt der Erfindung ist die Anordnung
in Form eines Kitg vorgesehen, umfaggend eine Vorrichtung,
welche die Heiz- und oder Kihlmittel und das mindesteng ein
Sensorelement umfasst, und umfassend eine Zusammensetzung,

welche die Kontrollnukleinsdure aufweist.

Gemadf? einem weiteren Aspekt der Erfindung ist die Kontroll-

nukleinsdure mit einem detektierbaren Label markiert.

Gemaf einem weiteren Agpekt der Erfindung ist das detektier-
bare Label ein enzymatisches Label, welches ein Substrat zu
einem durch das Sensorelement detektierbaren Produkt umsetzen

kann.

Gemadf? einem weiteren Aspekt der Erfindung ist auf einem wei-
teren Sensorelement detektierbares Label direkt immobili-

siert.

Gemadf? einem weiteren Aspekt der Erfindung ist das Sensorele-
ment der Anordnung ein elektrochemisches Sensorelement und
die Kontrollnukleinsaure ist mit einem detektierbaren Label
markiert, welches ein enzymatisches Label ist, welchesg ein
Substrat zu einem durch das Sensorelement detektierbaren Pro-
dukt umsetzt.

Gemadf? einem weiteren Aspekt der Erfindung weist die Anordnung
als Kontrollnukleinsdure eine Nukleinsdurezugammensetzung
auf, welche randomisierte Decaoligonukleotidgsequenzen auf-

weist.

Gemadf? einem weiteren Aspekt der Erfindung sind die Nuklein-
sauren mit randomisierten Decaoligonukleotidsequenzen bioti-

nyliert.
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Im Sinne der vorliegenden Erfindung ist ein Sensorelement ein
Element, welches bei Bindung einer Ziel-Nukleinsaure (Z) an
ein mit dem Sensorelement assoziiertes Sondenoligonukleotid
ein messtechnisch verwertbares Signal erfassen kann. Dieses
Signal kann ein qualitatives oder ein quantitatives Signal
sein. Bevorzugt ist das Signal quantitativ, d.h. die Signal-
starke korreliert mit der Menge der gebundenen Ziel-

Nukleinsauren.

Ein Sondenoligonukleotid ist ein Oligonukleotid, welches als
Sonde zur Bindung einer Ziel-Nukleinsdure dient. Bevorzugt
ist als Sondenoligonukleotid eine einzelstrangige Nukleinsau-
re. Das Sondennukleotid kann mit DNA, RNA oder synthetischen
oder modifizierten Nukleotidanaloga aufgebaut sein. Bevorzugt
hat das Sondenoligonukleotid eine definierte Sequenz. Bevor-
zugt hat das Sondenoligonukleotid eine Lange von mehr als 10
Nukleotiden, starker bevorzugt mehr als 20 Nukleotiden. Ein
simmobilisiertes™ Sondenoligonukleotid bedeutet ein Nukleo-
tid, welches auf dem Sensorelement oder in ausreichend raum-
licher Ndhe zu dem Sensorelement raumlich fixiert ist, der-
art, dass es unter den Bedingungen, unter welchen Messungen
an diesem Sondensensorelement durchgefiihrt werden, seine Po-
sition an dem Sensorelement oder in ausreichender Nahe zu dem
Sensorelement beibehdlt. Das Sondenoligonukleotid kann direkt
an dem Sensorelement aufgebracht sein, z.B. auf der Elektrode
eines elektrochemischen Sensorelements oder in unmittelbarer
raumlicher Ndhe zu dem Sensorelement, es kann indirekt, =z.B.
Uber ein Spacer-Molekiil immobilisiert sein oder durch ein
Kompartiment immobilisiert sein, d.h. durch eine Abgrenzung
oder UmschlieBung. Eine Kontrollnukleinsadure im Sinne der
vorliegenden Erfindung ist eine Nukleinsdure, welche eben-
falls an das Sondenoligonukleotid hybridisieren kann, wobei
allerdings das Hybrid aus Sondenoligonukleotid und Kontroll-
nukleinsaure (K) eine geringere Schmelztemperatur als der
Hybrid aus Sondenoligonukleotid und Ziel-Nukleinsaure (Z2)
aufweist. Dies wird Ublicherweise dadurch erreicht, dass die
Lange des komplementaren Strangs, Uber welchen Kontrollnuk-

leinsdure und Sondenoligonukleotid hybridisieren, kirzer ist
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als die Stranglange, lber welche die Ziel-Nukleinsdure mit
dem Sondenoligonukleotid hybridisiert. Hierauf wird im Fol-
genden noch genauer eingegangen. Der Begriff ,hybridisieren™
umfasst das In-Kontakt-Bringen von zwei Nukleinsduren (z.B.
Sondenoligonukleotid und Kontroll-Nukleinsdure) unter Bedin-
gungen (Temperatur, pH-Wert, Pufferzusammensetzung, Salzkon-
zentration), welche die Ausbildung von Hybriden iiber komple-

mentidre Strange ermdglichen.

Der Begriff ,Erfassen eines Signals™ umfasst alle Schritte
und Voraussetzungen, welche notwendig sind, damit an dem Sen-
sorelement ein Signal abgeleitet werden kann, welches auf die
Bindung einer Nukleinsdure an das Sondenoligonukleotid anzei-
gen kann. Bei einer direkten Markierung, Markierung der Ziel-
Nukleinsdure mit einem Farbstoff, kann das Signal z.B. direkt
mit Hilfe einer CCD-Kamera erfasst werden. Bei einer indirek-
ten Markierung, z.B. durch Riotinylierung der Ziel-
Nukleinsdure oder Kontroll-Nukleinsadure, sollen im Sinne der
vorliegenden Erfindung alle weiteren erforderlichen Schritte
(Inkubation mit Streptavidin-Enzymkomplex, Waschschritte, In-
kubation mit Enzymsubstrat und Messen des Messsignals) durch

den Begriff ,Erfassen eines Signals™ mit umfasst sein.

Unter dem BRegriff Positiv-Kontrollsignal wird im Sinne der
vorliegenden Erfindung ein Signal verstanden, welches unter
den jeweils gegebenen Bedingungen (Temperatur etc.) der maxi-
malen Signalstdrke entspricht, welche an dem Sensorelement
abgeleitet werden kann. Dies ist z.B. dann der Fall, wenn
samtliche individuellen Sondenoligonukleotid-Molekiile einen

Bindungspartner gebunden haben.

Mit dem Begriff Negativ-Kontrollsignal wird im Kontext der
vorliegenden Erfindung ein Signal bezeichnet, welches fir das
Jjeweilige Sensorelement unter den jeweiligen Messbedingungen
einem Minimalsignal oder einem Hintergrundrauschen ent-
spricht. Dies ist z.B. dann der Fall, wenn keine der einzel-
nen Sondenoligonukleotid-Molekiile bei Erfassen des Signals

einen BRindungspartner gebunden hat.



10

15

20

25

30

35

WO 2009/065711 PCT/EP2008/064680

11

Eine Arrayanordnung bedeutet eine Anordnung von einzelnen
Sensorelementen, welche in einzeln adressierbaren Positionen

angeordnet sind.

Ein detektierbares Label bedeutet im Kontext der vorliegenden
Erfindung eine Markierung, durch welche direkt oder indirekt
ein messbares Signal erfasst werden kann. Dies kann ein di-
rektes Label sein, z.B. ein Farbstoff, Fluoreszenzfarbstoff,
radioaktive Markierung etc. Ebenso ist durch den Begriff de-
tektierbares Label jedoch eine indirekte Markierung umfasst,
bei welcher zur Erfassung eines messbaren Signals weitere
Schritte erforderlich sind, z.B. Biotin-Markierung, Antikor-

per-Markierung, Enzym-Markierung etc.

Die Wahl einer Sequenz und deren Lange in Basenpaaren fiir ein
Sondenolignukleotid hdngt von einer Vielzahl an Uberlegungen
ab. Die Lange einer Sondenolignukleotidsequenz darf eine be-
stimmte Lange nicht Uberschreiten. Mit der Lange des Sondeno-
lignukleotids wachst die Schmelztemperatur des Duplexes aus
Sondenolignukleotid und Zielnukleinsaure. Die Schmelztempera-
tur (Tm) ist diejenige Temperatur, bei der das Sondeno-
lignukleotid sich von der Zielnukleinsaure 16st (schmilzt),
oder anders ausgedriickt, unterhalb seiner Schmelztemperatur
hybridisiert es mit der Zielnukleinsaure. Die Schmelztempera-
tur eines Nukleinsduredoppelstrangs hangt bei konstanten aus-
seren Bedingungen (Lésungsmittelbedingungen) allerdings nicht
nur von seiner Lange ab, sondern auch von seiner Nukleotidzu-
sammensetzung. G-C-Basenpaarungen werden durch drei Wasser-
stoffbriicken stabilisiert, T-A-Basenpaarungen nur uUber zwei.
G-C-Basenpaarungen sind also ,stabiler™. Die Schmelztempera-
tur nimmt also mit der Anzahl an G-Nukleotiden und C-
Nukleotiden starker zu. Die Schmelztemperatur lasst sich mit
mehreren Methoden berechnen, die Angaben beziehen sich je-

weils auf °C:

Die GC-Methode ist eine einfache aber auch ungenaue Methode:
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Tm (°C) = (64 + 41*(%GC-16.4))°C

wobeili %GC der Anteil an G und C Basen an der Gesamtzahl der

Basen ist.

Die "salt adjusted"-Methode ist etwas genauer und bezieht die

Konzentration an Na+-Ionen im Reaktionsansatz mit ein:

Tm (°C) = (100,5 + 41*%GC - (820:L) * 16,6 log[Na+])°C

Wobei L die Gesamtzahl der Basen istund wobei [Na+] die Kon-

zentration an Na+ Ionen angibt.

Eine weitere Methode ist die ,base stacking™ Methode, bei der
die Enthalpie- und Entropieterme der Helixbildung bei der

Hybridisierung mit einbezogen werden.

Auch weitere Bestandteile des Lésungsmittels haben einen Ein-
fluss auf die Schmelztemperatur. Insbesondere, wenn Formamid
verwendet wird, um die Hybridisierungsbedingungen zu steuern.
Mit folgender Formel lasst sich die Temperatur unter Reriick-

sichtigung dieser Parameter abschdtzen:

Tm = 81,5 + 0,41 * (% GC) + 16,6 log [Na+] - (820:L) - 0,61 *
(% Formamid) - 1,4 (% mismatch)

Wobei % mismatch = Anteil der fehlgepaarten Rasen. Die Hybri-
disierungstemperatur sollte optimalerweise etwa 5-10°C unter
der Schmelztemperatur flir DNA/DNA-Hybride sein, bei DNA/RNA-
Hybriden reichen 5°C.

Fiar kirzere Sequenzen werden andere Naherungsformeln verwen-
det. Um die Hybridisierungs-Temperatur zu schatzen, hat sich
in der Praxis die (4+2)-Regel bewdahrt: Dabei werden flir jedes
Cytosin und jedes Guanin 4°C gezahlt, fiir jedes Adenin und

jedes Thymidin 2°C. Diese Summe abziiglich 5-10°C ergibt die
ungefahre Hybridisierungs-Temperatur. Die verschiedenen For-

meln zur naherungsweisen Berechnung der Schmelztemperatur
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zeigen, dass neben der Sondenlidnge (Lange des komplementidren
Bereichs) auch GC Gehalt, Salzkonzentration und Lésungsmit-

telbeschaffenheit die Schmelztemperatur bestimmen. Die Kombi-
nation dieser Parameter stellt die Stringenzbedingungen dar,

welche dariiber entscheiden, ob zwei komplementdre oder zumin-
dest abschnittsweise komplementdre Nukleinsadaurestrange hybri-
disieren oder nicht. Entsprechend kénnen durch Variation der
Parameter Temperatur, Salzkonzentration, L&ésungsmittelzusam-
mensetzung die Stringenzbedingungen veradndert werden und die
Hybridisierung (auch ,Annealing“ bezeichnet) bzw. das Schmel-

zen oder Aufldsen der Doppelstrange gesteuert werden.

Mittlerweile gibt es auch eine groBe Anzahl an Software, mit

der man die Schmelztemperatur von Sequenzen berechnen kann.

Die Erfindung wird nun anhand von Beispielen und den ange-
hangten Figuren veranschaulichend und beispielhaft beschrie-

ben. In den Figuren zeigen:

Figur 1: eine schematische Darstellung eines beispielhaf-
ten Sensorelements, wie es bei dem erfindungsge-

maBen Verfahren Verwendung findet;

Figur 2: eine schematische Darstellung einer ersten Aus-

fihrungsform der Erfindung;

Figur 3: eine schematische Darstellung einer weiteren

Ausfihrungsform der Erfindung;

Figur 4: eine schematische Darstellung einer weiteren

Ausfihrungsform der Erfindung; und

Figur 5: eine schematische Darstellung einer weiteren

Ausfihrungsform der Erfindung.

Figur 6: eine schematische Darstellung einer weiteren

Ausfihrungsform der Erfindung.
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In der Figur 1 ist ein beispielhaftes Sensorelement mit einer
Messanordnung mit zwei Elektroden 2 und 3, wobei zusatzlich
eine Goldflache 5 vorhanden ist, auf welcher ein Sondenoligo-
nukleotid 100 immobilisiert ist. Alternativ kdnnen entspre-
chende Sondenoligonukleotide auch direkt auf den Elektroden
2,3 immobilisiert sein. Entsprechende Sensorelemente sind

beispielsweise ausfihrlich in DE 101 26 341 Al beschrieben.

Figur 1 zeigt schematisch ein Substrat 1 mit planarer Ober-
fldche, welches beispielsweise durch die kristallographische
Oberfldche eines Silizium-Chips gebildet wird. Auf dem Sub-
strat 1 ist ein Array von elektrochemischen Detektoren 2, 3,
auf vorgegebenen Arraypositionen realisiert, mit denen bio-
analytische Untersuchungen mit enzymgekoppelten Reaktionen
vorgenommen werden. Im Einzelnen ist fir die biocanalytischen
Untersuchungen ein Sondenoligonukleotid mit 100, ein Analyt-
Molekil mit 200 und ein sog. Enzym-Label mit 300 bezeichnet.
Dabei reagiert das Sondenoligonukleotid 100 spezifisch mit
einem komplementaren Analytmolekiil 200 (dies kann eine Ziel-
nukleinsaure oder Kontrollnukleinsdure sein) und immobili-
siert so arraypositionsspezifisch einen Enzym-Label 300. An-
schlieBend zugegebenes Enzym-Substrat 400 wird durch die ka-
talytische Wirkung des Enzym-Labels in ein Produkt 500 iber-
fuhrt.

Auf dem Sensorelement kann mit Hilfe der Elektroden 2, 3 die
Abnahme/Zunahme von Substrat/Produkt gemessen werden. Als de-
tekierbares Produkt 500 sei als Beispiel das Redoxpaar p-

Aminophenol/Chinonimin genannt:

H
o’ o
S + 2HY + 2¢°
‘—
ll;l-H Ir;]
H H

p-Aminophenol Chinonimin
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Am entsprechenden Redoxprozess sind 2 Elektronen sowie 2 H'-

Ionen beteiligt.

Dieses System kommt z.B. bei Enzym-gekoppelten Nachweisreak-
tionen zum Einsatz. Dabei wird das Enzym “Alkalische Phospha-
tase” als Label- bzw. Verstadrkungs-Substanz eingesetzt. Alka-
lische Phosphatase ist in der Lage, p-Aminophenyl-Phosphat in
p-Aminophenol und Phosphat zu spalten:

o\\ ,OH
/P\ - ~H
O O 0
Alk. Phosphatase o, ,OH
+ OH" > + P
78N o
Oo. O
IN-H IN-H
|
H H

p-Aminophenyl-Phosphat

Das entstehende p-Aminophenol wird am Elektroden-System oxi-
diert bzw. das Redoxpaar p-Aminophenol/Chinonimin zyklisiert.
Das Signal kann dann als Anstieg der Stromstarke (I) im Ver-
lauf der Zeit (t) an den Elektroden abgeleitet werden, wobei
die Signalstarke S =dI/dt.

In Figur 2 ist eine schematische Darstellung einer ersten
Ausfihrungsform der Erfindung gezeigt. Ein Sensorelement wird
mit Kontrollnukleinsduren (K) beladen bei einer Temperatur
T[p]<Tm(K), wobei Tm(K) die Schmelztemperatur des Duplexes
aus Sondenoligonukleotid und Kontrollnukleinsdaure unter gege-
benen Lésungsmittelbedingungen ist. Die Konzentration der
Kontrollnukleinsdure ist ausreichend hoch, dass alle freien
Sondenolignukleotide abgesattigt werden konnen. Bei der Tem-
peratur T[p] hybridisieren die Kontrollnukleinsaure-Molekiile
an samtliche freie Sondenolignukleotide. Die Kontrollnuklein-
sdure ist mit Biotin (B) gelabelt bzw. markiert. Nun wird
Streptavidin-konjugiertes Enzym (E) zugegeben, welches an Bi-

otin (B) bindet und ein Substrat (nicht gezeigt) umsetzen
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kann, so dass an dem Sensorelement ein Signal (+) abgeleitet

werden kann.

Bei der Temperatur T[p] sind alle Sondenolignukleotide mit
Kontrollnukleinsdure abgesattigt, so dass man ein maximales

Signal als Positiv-Kontrollsignal erhalt.

AnschlielBend wird die Temperatur auf T[n]>Tm(K) erhoht. Die
Duplexe aus Sondenoligonukleotid und Kontrollnukleinsédure
schmelzen auf, so dass die Kontrollnukleinsduren freigesetzt
werden und (zusammen mit dem Enzym weggespilt werden kénnen.
Bei der Temperatur T[n] sind alle Sondenolignukleotide nun
wieder ungesattigt, so dass kein Signal (-) bzw. lediglich
ein Rauschsignal gemessen wird und man ein minimales Signal

als Negativ-Kontrollsignal erhalt.

Die Werte fir das Positiv-Kontrollsignal und das Negativ-
Kontrollsignal konnen z.B. in einer Steuereinrichtung gespei-
chert werden und als zukiinftige Referenzwerte weiter benutzt
werden. Man kann auf diese Weise eine spezifische Kalibrie-
rung flir die einzelnen Positionen eines Microarray durchfih-
ren, bei dem jede Arrayposition (jeder ,Spot™) durch das in
Fig. 2 dargestellte Verfahren kalibriert wird. Dies kann auch

zur Qualitdtskontrolle des Microarrays durchgefithrt werden.

In Figur 3 ist eine schematische Darstellung einer weiteren
Ausfihrungsform der Erfindung gezeigt. Ein Sensorelement wird
mit einer Probe beladen, welche mutmalBlich die Zielnuklein-
saure (Z) fir ein entsprechendes Sondenoligonukleotid ent-
halt. Ferner wird Kontrollnukleinsdure (K) mit hinzu gegeben.
Die Temperatur betragt T[p]<Tm(K), wobei Tm(K) die Schmelz-
temperatur des Duplexes aus Sondenoligonukleotid und Kon-
trollnukleinsdure unter gegebenen Ldsungsmittelbedingungen
ist (zusédtzlich gilt Tm(K)< Tm[Z]). Die Konzentration der Mi-
schung aus Zielnukleinsdure und Kontrollnukleinsdaure ist aus-
reichend hoch, dass alle freien Sondenolignukleotide mit
Zielnukleinsidure oder Kontrollnukleinsdure abgesdttigt werden

kénnen. Bei der Temperatur T[p] hybridisieren die Ziel- und
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Kontrollnukleinsaure-Molekiile an samtliche freie Sondeno-
lignukleotide. Die Kontrollnukleinsdure ist mit Biotin (B)
gelabelt. Nun wird Streptavidin-konjugiertes Enzym (E) zuge-
geben, welches an Biotin (B) bindet und ein Substrat (nicht
gezeigt) umsetzen kann, so dass an dem Sensorelement ein Sig-

nal (+) abgeleitet werden kann.

Bei der Temperatur T[p] sind nun alle Sondenolignukleotide
mit Ziel- oder Kontrollnukleinsdure abgesattigt, so dass man

ein maximales Signal als Positiv-Kontrollsignal erhadlt.

AnschlieBend wird die Temperatur T[mess]auf

Tm (K)<T[mess]<Tm(Z) erhoht, wobei Tm(Z) die Schmelztemperatur
des Duplexes aus Sondenoligonukleotid und Kontrollnukleinsau-
re unter gegebenen Losungsmittelbedingungen ist. Die Duplexe
aus Sondenoligonukleotid und Kontrollnukleinsdure schmelzen
auf, so dass die Kontrollnukleinsauren freigesetzt werden und
(zusammen mit dem daran gebundenen Enzym) weggespiilt werden
kdnnen. Bei der Temperatur T[mess] liefern nur noch die Son-
denoligonukleotide, die mit Zielnukleinsaure belegt sind, ein
Signal (+), welches ein Messsignal fir die Zielnukleinsaure

ist.

AnschlieBend wird nun die Temperatur auf T[n]>Tm(Z) erhoht.
Die Duplexe bzw. Hybride aus Sondenocligonukleotid und Ziel-
nukleinsaure schmelzen jetzt auch auf, so dass die Zielnuk-
leinsduren freigesetzt werden und (zusammen mit dem Enzym)
weggespiilt werden kdénnen. Bei der Temperatur T[n] sind alle
Sondenoligonukleotide nun wieder ungesattigt, so dass kein
Signal (-) bzw. lediglich ein Rauschsignal gemessen wird und

man ein minimales Signal als Negativ-Kontrollsignal erhalt.

Der Signalstarkewert der Zielnukleinsaure S[Z] kann bei-
spielsweise dann in Relation zu dem Positiv-Kontrollsignal
und Negativ-Kontrollsignal ausgedrickt werden, z.B. gemdB der

Formel:

S[Z]1=(S[mess]-S[n])/(S[pl-S[nl).
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Auf diese Weise kann bei jeder Messung eine gleichzeitige Ka-
librierung des Sensorelements durchgefithrt werden, was eine

besonders hohe Messgenauigkeit ermdglicht.

Die Sequenz der Kontrollnukleinsdure ist z.B. so gewdhlt,
dass sie iber eine kiirzere komplementare Sequenz an das Son-
denoligonukleotid bindet, als die Zielnukleinsdure. Alterna-
tiv kann die Kontrollnukleinsaure auch einen geringeren GC-
Gehalt oder eine Kombination aus geringerem GC-Gehalt und
kiirzerer komplementar bindender Sequenz als die Zielnuklein-
saure aufweisen. In den Figuren 2 bis 6 ist dies lediglich
schematisch dargestellt. Lediglich aus Griinden der Ubersicht-
lichkeit ist die Zielnukleinsdure mit finf bindenden Basen-
paaren und die Kontrollnukleinsdure mit zwei bindenden Basen-
paaren dargestellt. Bevorzugt bindet die Zielnukleinsaure u-
ber einen Bereich von 15 oder mehr, starker bevorzugt 30 oder

mehr bindenden Basenpaaren.

Wenn die Zielnukleinsidure iiber einen komplementdren Bereich
von ca. 20 bis 25 Basen an das Sondenoligonukleotid bindet,
so kann fiir die Kontrollnukleinsaure der komplementdre Be-
reich beigpielsweise mit einer Lange von 6 bis 12 Basen ge-
wahlt werden. Es ist mdglich, eine Zielnukleinsaure zu wah-
len, welche im komplementdren Bereich teilweise eine zur
Zielnukleinsidure identische Sequenz aufweist, so dass sie U-
ber teilweise dieselben Nukleotide im Sondenoligonukleotid
wie die Zielnukleinsdure bindet. Es ist auch denkbar, als
Kontrollnukleinsaure kurze Oligomere mit randomisierten Se-
quenzen zu verwenden, z.B. randomisierte Hexamere, randomi-

sierte Decamere oder ahnliche.

Gemall einer alternativen Ausfithrungsform weist das Sondenoli-
gonukleotid einen Bereich mit einer Sequenz auf, die nicht an
die Zielnukleinsdure hybridisieren kann, sondern nur an die
Kontrollnukleinsaure. GemdB einer weiteren Ausfihrungsform
kann dieser Bereich durch einen Spacer von der Sequenz, wel-

che die Zielnukleinsaure bindet, beabstandet sein, so dass es
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sogar mdéglich ist, dass Zielnukleinsdure und Kontrollnuklein-
sdure gleichzeitig an das gleiche Sondenoligonukleotidmolekiil
binden. Dies ist z.B. in Figur 4 dargestellt, wo an ein Son-
denoligonukleotid sowohl die klirzere Kontrollnukleinsaure als
auch die ladngere Zielnukleinsaure an unterschiedliche Berei-
che des Sondenolignukleotids binden kénnen. Das Verfahren ge-
mal Fig. 4 wird ansonsten entsprechend dem Verfahren gemal

Fig. 3 durchgefihrt.

In Fig. 5 ist eine schematische Darstellung einer weiteren
Ausfihrungsform der Erfindung gezeigt, bei dem eine Schmelz-
punktkurve der Zielnukleinsaure (Z) bestimmt wird. Ein Sen-
sorelement wird mit einer Probe beladen, welche mutmalBlich
die Zielnukleinsdure fir ein entsprechendes Sondenoligonukle-
otid enthadlt. Ferner wird - wie beim Verfahren gemal Fig. 3
Kontrollnukleinsaure (K) mit hinzugegeben. Die Temperatur be-
tragt T[p]l<Tm(K), wobei Tm(K) die Schmelztemperatur des
Duplexes aus Sondenoligonukleotid und Kontrollnukleinsaure
unter gegebenen Losungsmittelbedingungen ist. Die Konzentra-
tion der Mischung aus Zielnukleinsaure und Kontrollnuklein-
sdure 1ist ausreichend hoch, so dass alle freien Sondeno-
lignukleotide mit Zielnukleinsaure oder Kontrollnukleinsaure
abgesattigt werden kdonnen. BRei der Temperatur T[p] hybridi-
sieren die Ziel- und Kontrollnukleinsdure-Molekiile an samtli-
che freie Sondenolignukleotide. Die Kontrollnukleinsdure ist
mit Biotin (B) gelabelt. Nun wird Streptavidin-konjugiertes
Enzym (E) zugegeben, welches an Biotin (B) bindet und ein
Substrat (nicht gezeigt) umsetzen kann, so dass an dem Sen-

sorelement ein Signal (+) abgeleitet werden kann.

Bei der Temperatur T[p] sind nun alle Sondenolignukleotide
mit Ziel- oder Kontrollnukleinsdure abgesattigt, so dass man

ein maximales Signal als Positiv-Kontrollsignal erhadlt.

AnschlieBend wird die Temperatur schrittweise iUber T[mess 1]
T[mess 2] etc. erhodht auf T[pl<T[mess 1-n]<Tm(Z) und wobei
Tm(Z) die Schmelztemperatur des Duplexes aus Sondenoligo-

nukleotid und Zielnukleinsdure unter gegebenen Losungsmittel-
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bedingungen ist. Die Duplexe aus Sondenoligonukleotid und
Kontrollnukleinsdure schmelzen als erstes (wie in Fig. 5 bei
T[mess 1] dargestellt) auf, so dass die Kontrollnukleinsauren
freigesetzt werden und (zusammen mit dem daran gebundenen En-
zym) weggespilt werden kénnen. Bei der Temperatur T[mess 1]
liefern nur noch die Sondenoligonukleotide, die mit Zielnuk-
leinsdure belegt sind, ein Signal, welches ein Messsignal flr
die Zielnukleinsaure ist. Bei der schrittweisen Temperaturer-
hohung beginnen nun auch die Duplexe aus Sondenoligonukleotid
und Zielnukleinsadaure nach und nach aufzuschmelzen (wie in
Fig. 5 bei T[mess 2] dargestellt), so dass eine Schmelzkurve

erstellt werden kann.

SchlieRlich wird nun die Temperatur auf T[n]>Tm(Z) erhoht.
Die Duplexe aus Sondenoligonukleotid und Zielnukleinsédure
schmelzen jetzt vollstdndig auf, so dass samtliche Zielnuk-
leinsduren freigesetzt werden und (zusammen mit dem Enzym)
weggespiilt werden kdénnen. Bei der Temperatur T[n] sind alle
Sondenoligonukleotide nun wieder ungesattigt, so dass kein
Signal (-) bzw. lediglich ein Rauschsignal gemessen wird und

man ein minimales Signal als Negativ-Kontrollsignal erhalt.

Ferner kann mit Para-aminophenol (pAP), dem primadren Substrat
der elektrochemischen Reaktion, eine initiale Kalibrierungs-
messung durchgefihrt werden, um festzustellen, ob alle Elekt-
roden auf das Vorhandensein dieser redoxreaktiven Substanz
ansprechen. Damit kann verifiziert werden, dass samtliche E-
lektroden auf dieses redoxreaktive Produkt ansprechen. Nun
wird freies Para-aminophenol weggespiilt und mit einer Tempe-

ratur-abhiangigen Messsequenz begonnen.

In Figur 6 ist eine schematische Darstellung einer weiteren
Ausfihrungsform der Erfindung gezeigt. In der oberen Reihe
ist die normale Messsequenz, so wie fir Fig 5 beschrieben,

zusammengefasst:

Hybridisierung mit Zielnukleinsaure (Z) und Kontrollnuklein-

saure (K), Messung der Positivkontrolle bei T[p]<Tm(K), Ab-
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schmelzen der Kontrollnukleinsdure und Erstellen der Schmelz-
kurve der Zielnukleinsaure bei T[p]<T[mess 1-n]<Tm(Z)und Er-
fassen des Signals der Negativkontrolle bei T[n]>Tm(Z). Auf
weiteren Sensorelementen des Sensors, die als gesondert aus-
gelegte Spots zur Temperaturkontrolle ausgefiihrt sind, sind
Sondenoligonukleotide aufgebracht, welche ein Biotin tragen
(in Fig. 6 in der unteren Reihe dargestellt). Hier bindet das
Enzym lUber den Komplex Biotin - Streptavidin tber den gesam-
ten gemessenen Temperaturbereich von T[pl<Tm(K), T[p]<T[mess
1-n]<Tm(Z), T[n]>Tm(Z) unabhidngig von der Schmelztemperatur
der DNA-Hybride an die Sondenoligonukleotide und liefert eine
Aussage Uber die Abhdngigkeit des Detektionssystems (Enzymak-
tivitdat und elektrochemische Redoxreaktion) von der Tempera-
tur. Anhand des Temperaturverlaufs des Maximalsignales kann
die Signalstédrke auf den Mess-Spots, auf welchen die Zielnuk-

leinsdure gemessen wird, korrigiert werden.

Ferner ist es mdglich, zusatzliche Negativkontroll-Spots vor-
zusehen, welche mit Sondenoligonukleotiden mit randomisierten
Sequenzen beschichtet sind, die also nicht spezifisch die
Nukleinsdure binden konnen. Dadurch kdénnen unter anderem un-
spezifische Bindungseffekte und stromungsbedingte Temperatur-
effekte kompensiert werden. SchlieRlich wird jedes Sensor-
Paar auf Enzym-Umsatz (Substrat-Turnover) in Mol/ (Liter x
sec.) kalibriert. Auch hier ist es wiederum moglich, aus der
Signalstédrke fiir den Mess-Spot (welcher Sondenoligonukleotide
tragt, die flir die Zielnukleinsaure spezifisch sind) und dem
Negativkontroll-Spot ein kompensiertes Signal zu errechnen,

z.B. durch Bildung von Differenz oder Quotient.

Es wird darauf hingewiesen, dass die Beispiele lediglich ver-
anschaulichend und beispielhaft sind und dass im Rahmen des

Schutzumfangs der Patentanspriiche Anderungen und Modifikatio-
nen mdoglich sind. Insbesondere kann das erfindungsgeméale Ver-
fahren in Verbindung mit anderen Sensorelementen und Markern
oder Labeln verwendet werden, z.B. fir optische, magnetische

oder gravimetrische Sensorelemente.
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Patentanspriiche

2.

c)

bl)

b2)

4.

c)

Verfahren zur Kalibrierung eineg Sensorelementsg, welches
ein immobilisiertes Sondenoligonukleotid aufweist, tber
welches die Bindung einer Ziel-Nukleinsaure (Z) durch den
Sensor erfasst werden kann, aufweisend:

In Kontakt Bringen des Sensorelements mit einer Kontroll-
nukleinsaure (K) deren Schmelztemperatur Tm(K) kleiner
igt als die Schmelztemperatur der Zielnukleinsdure Tm(Z)
Hybridisieren der Kontrollnukleinsdure (K) an das Sonde-
noligonukleotid bei einer Temperatur T[pl<Tm(K), und er-

fassen eines Positiv-Kontrollsignals

Verfahren nach Anspruch 1, aufweisend den zusadtzlichen
Schritt:
Verdndern der Stringenzbedingungen, so dass T[n] > Tm(K),

und erfassen eines Negativ-Kontrollsignals.

Verfahren zur Kalibrierung eines Sensorelements nach An-
spruch 1, aufweisend:

In Kontakt Bringen des Sensorelements mit einer Mischung
aufweisend Kontrollnukleingdure (K) und Ziel-Nukleinsdure
(Z), wobeil die Schmelztemperatur der Kontrollnukleinsaure
Tm(K) kleiner ist als die Schmelztemperatur der Zielnuk-
leinsdure Tm(Z) ;

Hybridisieren der Migchung an das Sondenoligonukleotid
bei einer Temperatur T[p] < Tm(K), und erfassen eines Po-
gitiv-Kontrollsignalsg;

Verdndern der Stringenzbedingungen bei einer Meggtempera-
tur T=T[mess], so dass:

Tm(K) < T[mess] < Tm(Z),

und erfassen eines Megsgssignals; und

Verfahren nach Anspruch 2, aufweisend den zusadtzlichen
Schritt:
Verdndern der Stringenzbedingungen, so dass TI[n] > Tm(Z),

und erfassen eines Negativ-Kontrollsignals.
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10.

11.

12.

23

Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriche, wobei
das Verandern der Stringenzbedingungen durch Erhéhen der

Temperatur erreicht wird

Verfahren nach Anspruch 3, wobei mehrere Messgignale 1
big n bei unterschiedlichen Temperaturen T[mess 1-n] ge-
messgen werden, wobei Tm(K) < T[mess 1-n] < Tm(Z).

Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriche, wobei
das Verfahren fUr eine Mehrzahl von in einer Arrayanord-

nung angeordneten Sengorelementen durchgefihrt wird.

Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriche, wobei
Zielnukleingdure und Kontrollnukleinsdure mit einem de-

tektierbaren Label markiert werden.

Verfahren nach Angspruch 8, wobei dag detektierbare Label
ein enzymatisches Label igst, welches ein Substrat zu ei-
nem durch das Sensorelement detektierbaren Produkt umset-

zen kann.

Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriche, wobei
vor Schritt (a) das Sensorelement mit detektierbaren Pro-
dukt in Kontakt gebracht wird, um ein ersgstes Kalibrie-

rungssignal zu erfassen.

Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriche, wobei
auf einem weiteren Sensorelement, auf welchem detektier-
bares Label direkt immobilisiert ist, zusdtzlich ein Tem-
peratur-Kompensationgsignal jeweilg bei den Temperaturen

T[pl, Tlmess], Tlmess 1-n] und T[n] erfasst wird.

Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriche, wobei
das Sengorelement ein elektrochemisches Sengorelement ist
und wobei Zielnukleinsgdure und Kontrollnukleinsaure mit
einem detektierbaren Label markiert gind, welches ein
enzymatigches Label ist, welches ein Substrat zu einem

durch das Sensorelement detektierbaren Produkt umsetzt.
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13.

14.

15.

16.

17.

18.

24

Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriche, wobei
die Schmelztemperatur Tm(K) der Kontrollnukleinsdure (K)
um mindestens 5°C kleiner ist als die Schmelztemperatur
Tm(Z)der Zielnukleingdure (Z).

Anordnung, aufweisend

- mindestens ein Sengorelement mit einem darauf immobi-
ligierten Sondennukleotid, Utber welches die Bindung
einer Ziel-Nukleinsdure (Z) durch das Sensorelement
erfasst werden kann, wobei ein Bindungskomplex aus
Sondenoligonukleotid und Ziel-Nukleinsdure eine
Schmelztemperatur Tm(Z) aufweist;

- Heiz- und /oder Kuhlmittel zur Veranderung der Tempe-
ratur an dem Sensorelement;

- mindestens eine Kontrollnukleinsdure, welche mit dem
Sondennukleotid ein Bindungskomplex bilden kann, der

eine Schmelztemperatur von Tm(K) < Tm(Z) aufweist.

Anordnung nach Anspruch 14, ferner aufweisend eine Mehr-
zahl von in einer Arrayanordnung angeordneten Sensorele-

menten.

Anordnung nach einem der Angprlche 14 oder 15, wobei die
die Kontrollnukleinsdure in der Anordnung alg Trockenrea-

genz bevorratet ist.

Anordnung nach einem der Angprlche 14 oder 15, wobei die
Anordnung in Form eines Kitg vorgesehen ist, umfassend
eine Vorrichtung, welche die Heiz- und oder Kihlmittel
und das mindestens eine Sensorelement umfasst, und umfas-
send eine Zusammensetzung, welche die Kontrollnukleinsau-

re aufweist.

Anordnung nach einem der Angpriche 14 bis 17, wobei, wo-
bei die Kontrollnukleinsdure mit einem detektierbaren La-

bel markiert ist.
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19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

25

Verfahren nach Angpruch 18, wobei das detektierbare Label
ein enzymatisches Label igst, welches ein Substrat zu ei-
nem durch das Sensorelement detektierbaren Produkt umset-

zen kann.

Anordnung nach einem der Angprlche 14 bis 19, wobei auf
einem weiteren Sensorelement detektierbares Label direkt

immobilisert ist.

Anordnung nach einem der Angprliche 14 bis 20, wobei das
Sensorelement ein elektrochemisches Sensorelement ist und
wobeil die Kontrollnukleinsdure mit einem detektierbaren
Label markiert ist, welches ein enzymatischeg Label ist,
welches ein Substrat zu einem durch das Sensorelement de-

tektierbaren Produkt umsetzt.

Anordnung nach einem der Anspriuche 14 bis 21, wobei die
Schmelztemperatur Tm(K) der Kontrollnukleinsaure (K) um
mindestens 5°C kleiner ist als die Schmelztemperatur

Tm(Z) der Zielnukleinsdure (Z).

Anordnung nach einem der Anspriche 14 bis 22, aufweisend
als Kontrollnukleinsaure eine Nukleinsdurezusammenset-
zung, welche randomigierte Decaoligonukleotidsequenzen

aufweist.

Anordnung nach Anspruch 23, wobei die Nukleinsauren mit
randomisierten Decaoligonukleotidsequenzen biotinyliert

sind.

Anordnung nach einem der Angprliche 14 bis 24, wobei das

Sensorelement ein elektrochemisches Sensorelement ist.
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