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(57) Abstract: A method is described for detecting and quantifying at least
one single-stranded target nucleic acid (9). The method comprises
contacting at least one solid support (1) bearing at least one immobilized
capture oligonucleotide (5) with at least one opposite-strand oligonucleotide
(7) and at least one single-stranded target nucleic acid (9). The method
further comprises ligating the target nucleic acid (9) with the capture
oligonucleotide (5), contacting the support (1) with at least one reporter
oligonucleotide (11) that has a label (13), and ligating the target nucleic
acid (9) with the reporter oligonucleotide (11). Detection of the target
nucleic acid (9) is effected by reading the label (13) of the reporter
oligonucleotide (11) on the support (1).

(57) Zusammenfassung: FEs wird ein Verfahren zur Detektion und
Quantifizierung von mindestens einer einzelstréngigen Ziel-Nukleinsdure
(9) beschrieben. Das Verfahren umfasst ein In-Kontaktbringen mindestens
eines festen Tragers (1), auf dem mindestens ein Fanger-Oligonukleotid (5)
immobilisiert ist, mit mindestens einem Gegenstrang-Oligonukleotid (7)
und mindestens einer einzelstrangigen Ziel-Nukleinsédure (9). Das Verfahren
umfasst weiter ein Ligieren der Ziel-Nukleinsdure (9) mit dem Fanger-
Oligonukleotid (5), ein In-Kontaktbringen des Tragers (1) mit mindestens
einem Reporter-Oligonukleotid (11), das eine Markierung (13) aufweist,
und ein Ligieren der Ziel-Nukleinsdure (9) mit dem Reporter-
Oligonukleotid (11). Durch Auslesen der Markierung (13) des Reporter-
Oligonukleotids (11) auf dem Tréger (1) wird die Ziel-Nukleinsdure (9)
detektiert.
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Beschreibung

Verfahren zur Detektion und Quantifizierung wvon einer

einzelstrangigen Ziel-Nukleinsaure

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Detektion und Quan-
tifizierung von mindestens einer einzelstrangigen Ziel-

Nukleinsdure.

Die Expression von Genen in Zellen unterliegt einer strengen
Kontrolle und wird durch vielfaltige molekulare Prozesse re-
guliert. Neben der komplexen Regulation der Transkription der
Gene spielen auch Mechanismen auf der post-transkriptionalen
Ebene, das heilt auf der Ebene der mRNA, eine wichtige Rolle.
Insbesondere konnen kurze, nicht-kodierende Nukleinsaure-
Molekiile in die Genexpression eingreifen, indem sie sich
hochspezifisch an komplementdre Sequenzen von mRNA-Molekiilen
anlagern und dadurch die Translation der mRNA in das entspre-
chende Protein regulieren. Die kurzen Nukleinsaure-Molekiile
sind haufig sog. microRNAs (kurz ,miRNAs“Y), die in den letz-
ten Jahren zunehmend das Interesse der molekularbiologischen
und medizinischen Forschung geweckt haben. So konnte gezeigt
werden, dass manche miRNAs in einem direkten Zusammenhang mit
dem Entstehen bestimmter Krebserkrankungen wie Brustkrebs,
Lungenkrebs oder Leukdmie stehen. Dabei weisen die Krebszel-
len eine erhdhte oder verminderte Anzahl spezifischer miRNAs
auf. Auch bei immunologischen Erkrankungen, wie Rheuma, tre-
ten bestimmte miRNAs in veradnderten Konzentrationen auf. Es
wird davon ausgegangen, dass allein beim Menschen iiber 1000

verschiedene miRNA-Molekitile vorkommen.

Aufgrund der wachsenden BRedeutung und der Vielzahl von miRNAs
werden Verfahren zu deren spezifischer Detektion und Quanti-
fizierung bendétigt. Es sind verschiedene Verfahren zum Nach-
weis von miRNAs bekannt, beispielsweise die Sequenzierung der
miRNAs oder die Amplifizierung von miRNAs mittels real-time
PCR.
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Die US 6,322,971 beschreibt ein hybridisierungsbasiertes Ver-
fahren zum Nachweis einer Nukleinsadure. Dabei wird die nach-
zuweisende Nukleinsdure mit einer zweiten, markierten Nukle-
insdure kovalent verbunden, nachdem sich die beiden Nuklein-
sauren an ein immobilisiertes Gegenstrang-Oligonukleotid an-
gelagert haben und fehlende Nukleotide zwischen der nachzu-
weisenden und der markierten Nukleinsaure durch eine DNA-
Polymerase aufgefiillt worden sind. Ungebundene markierte Nuk-

leinsduren werden durch Temperaturerhdohung entfernt.

Die US 6,344,316 beschreibt ein Verfahren zum Nachweis von
Nukleinsduren, bei dem ein immobilisiertes Fanger-
Oligonukleotid mit einem zweiten, markierten Oligonukleotid
kovalent verbunden wird, nachdem sich die Oligonukleotide an
die nachzuweisende Nukleinsdure als Gegenstrang angelagert
haben. Nach dem Entfernen der nachzuweisenden Nukleinsdure
durch Waschen bei hoher Temperatur bleibt die kovalent gebun-

dene Markierung zuriick.

Aus dem Stand der Technik ergeben sich verschiedene Probleme.
Beispielsweise sind die Spezifitat und die Sensitivitat des
miRNA-Nachweises unzureichend. Bei hybridisierungsbasierten
Verfahren liegt die geringe Spezifitat unter anderem daran,
dass keine vollstandige Hybridisierung der miRNA fir den
Identifizierungsprozess erforderlich ist. Aufgrund der gerin-
gen Sensitivitdt der Verfahren missen die miRNAs haufig vor
ihrem Nachweis amplifiziert werden. Dabei kann es zu einem
Einbau von fehlerhaften Nukleotiden kommen, so dass die Spe-
zifitdt des miRNA-Nachweises noch weiter begrenzt wird. Die
Verfahren miissen aulerdem bei niedrigen Temperaturen durchge-
fihrt werden, weil die geringe Lange von miRNA-Hybriden mit
niedrigen Schmelztemperaturen verbunden ist. Dadurch ist der
miRNA-Nachweis weder besonders robust noch quantitativ aus-
wertbar. Zudem ist flir viele Verfahren ein pra-analytisches
Markieren der miRNA notwendig, das die Gefahr von ungenauen

Ergebnissen und von Artefakten mit sich bringt.
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Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, ein Verfah-

ren, das diese Probleme 1l0st, bereit zu stellen.

Die Aufgabe wird durch ein Verfahren mit den Merkmalen gemal

Anspruch 1 gelodst.

Das erfindungsgemalle Verfahren zur Detektion und Quantifizie-
rung von mindestens einer einzelstrangigen Ziel-Nukleinsaure
umfasst die Schritte: Bereitstellen mindestens eines festen
Tragers, auf dem mindestens ein Fanger-0Oligonukleotid immobi-
lisiert ist, In-Kontaktbringen des Tragers bei einer ersten
Hybridisierungsbedingung mit mindestens einem Gegenstrang-
Oligonukleotid und mindestens einer einzelstrangigen Ziel-
Nukleinsdure, das Gegenstrang-Oligonukleotid umfassend eine
Oligonukleotid-Sequenz mindestens abschnittsweise komplemen-
tar zu dem Fanger-Oligonukleotid, eine Oligonukleotid-Sequenz
komplementar zu der Ziel-Nukleinsdure und eine
Oligonukleotid-Sequenz mindestens abschnittsweise komplemen-
tdr zu einem Reporter-0ligonukleotid, um das Fanger-
Oligonukleotid mindestens abschnittsweise und die Ziel-
Nukleinsdure mit dem Gegenstrang-Oligonukleotid zu hybridi-
sieren, so dass ein erstes Ende der Ziel-Nukleinsdaure und ein
freies Ende des Fanger-0Oligonukleotids mit benachbarten Nuk-
leotiden des Gegenstrang-Oligonukleotids Basenpaarungen bil-
den. Es folgen die Schritte Ligieren des ersten Endes der
Ziel-Nukleinsdure mit dem freien Ende des Fanger-
Oligonukleotids, um die Ziel-Nukleinsaure kovalent an das
Fanger-0Oligonukleotid zu binden, und Inkubieren des Tragers
bei einer ersten Reaktionsbedingung derart, dass die Ziel-
Nukleinsdure nur bei Gegenwart von an ihrem ersten Ende 1i-
giertem Fanger-0Oligonukleotid mit dem Tradger verbunden bleibt
und das Gegenstrang-Oligonukleotid nur bei Gegenwart einer
Ziel-Nukleinsdure, die komplementar zu der entsprechenden
Oligonukleotid-Sequenz des Gegenstrang-0Oligonukleotids und an
das freie Ende des Fanger-Oligonukleotids ligiert ist, mit
dem Trager verbunden bleibt. Es folgen die Schritte In-
Kontaktbringen des Tragers bei einer zweiten Hybridisierungs-

bedingung mit mindestens einem Reporter-0Oligonukleotid, das
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eine Markierung aufweist, um das Reporter-Oligonukleotid min-
destens abschnittsweise mit dem Gegenstrang-Oligonukleotid zu
hybridisieren, so dass ein zweites Ende der Ziel-Nukleinsaure
und ein erstes Ende des Reporter-0Oligonukleotids mit benach-
barten Nukleotiden des Gegenstrang-Oligonukleotids Basen-
paarungen bilden, Ligieren des zweiten Endes der Ziel-Nu-
kleinsdure mit dem ersten Ende des Reporter-0Oligonukleotids,
um die Ziel-Nukleinsdure kovalent an das Reporter-0li-
gonukleotid zu binden, Inkubieren des Tragers bei einer zwei-
ten Reaktionsbedingung derart, dass das Reporter-Oligonu-
kleotid nur bei Gegenwart von an ihren beiden Enden ligierter
Ziel-Nukleinsdure mit dem Tréadger verbunden bleibt, und Ausle-
sen der Markierung des Reporter-Oligonukleotids auf dem Tra-

ger.

Der Begriff ,Ziel-Nukleinsdaure™ bezeichnet eine einzel-
strangige Nukleinsdure mit einer Lange von etwa 10 bis etwa
50 Nukleotiden. Die Nukleinsdure kann eine RNA oder eine DNA
sein. Bevorzugt sind natirlich vorkommende Nukleinsduren so-
wie chemisch hergestellte oder rekombinant hergestellte Nuk-

leinsduren als Ziel-Nukleinsaure.

Fiir das erfindungsgemalle Verfahren wird zunadchst mindestens
ein fester Trager bereit gestellt. In einer bevorzugten Aus-
fihrungsform ist der feste Trager ein Chip, vorzugsweise ein
Silizium-Chip. Silizium-Chips kdénnen kostengiinstig herge-
stellt werden und bieten die Moglichkeit, zusatzliche Elemen-
te wie beispielsweise Elektroden, Temperatursensoren oder

Kihl- und Heizelemente einfach auf dem Chip zu integrieren.

In einer besonders bevorzugten Ausfihrungsform ist mindestens
eine Elektrode, vorzugsweise eine Goldelektrode, auf der
Oberflédche des Tragers integriert. Nukleinsduren und
Oligonukleotide lassen sich auf einfache Weise auf Goldober-
flachen immobilisieren. Die Elektrode kann fir ein elektro-
chemisches Auslesen der Markierung verwendet werden, insbe-

sondere zum Messen eines Stroms.
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In einer bevorzugten Ausfiihrungsform weist der feste Trager
eine Temperatursteuerung und/oder einen Temperatursensor auf.
Damit kann eine Temperatur des festen Tragers eingestellt
bzw. gemessen werden. In einer weiteren Ausfihrungsform um-
fasst der feste Tradger Kihl- und/oder Heizelemente zum Abkih-

len bzw. Erwarmen des Tragers.

Auf dem festen Trager ist mindestens ein Fanger-0Oligonu-
kleotid immobilisiert. Der Begriff ,Oligonukleotid™ bezeich-
net eine Nukleinsaure. Der Begriff umfasst sowohl einzel-
strangige als auch doppelstrangige Nukleinsduren. Der Begriff
umfasst sowohl RNA-Molekiile, sog. Oligoribonukleotide, als
auch DNA-Molekiile, sog. Oligodesoxyribonukleotide.

Das Fanger-Oligonukleotid umfasst eine Oligonukleotid-
Sequenz, die mindestens abschnittsweise komplementar zu dem
Gegenstrang-Oligonukleotid ist. Der Abschnitt des Fanger-
Oligonukleotids, dessen Sequenz komplementdr zu dem Gegen-
strang-0Oligonukleotid ist, weist vorzugsweise eine Lange wvon
bis etwa 30 Nukleotide auf.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist das Fanger-

Oligonukleotid ein einzelstrangiges Fanger-Oligonukleotid.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist das Fanger-

Oligonukleotid ein Oligodesoxyribonukleotid.

In einer weiteren Ausfithrungsform ist das Fanger-
Oligonukleotid tber eine Thiol-Gruppe auf dem Trager immobi-

lisiert.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist das Fanger-
Oligonukleotid tUber einen Spacer auf dem Trager immobili-
siert. Die Verwendung des Spacers ermdglicht die effiziente
Hybridisierung des Fanger-Oligonukleotids mit dem Gegen-
strang-0Oligonukleotid. Der Spacer ist vorzugsweise aus
Thymidinnukleotiden aufgebaut. Er kann iUber eine Thiol-Gruppe

auf dem Tradger immobilisiert sein.
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Im erfindungsgemdflen Verfahren wird anschlielend der Trager
bei einer ersten Hybridisierungsbedingung mit mindestens ei-
nem Gegenstrang-Oligonukleotid und mindestens einer einzel-

strangigen Ziel-Nukleinsaure in Kontakt gebracht.

Das Gegenstrang-Oligonukleotid ist ein einzelstrangiges
Oligonukleotid, das mindestens die folgenden Oligonukleotid-
Sequenzen umfasst: eine Oligonukleotid-Sequenz, die mindes-
tens abschnittsweise komplementdr zu dem Fanger-0Oligonukleo-
tid ist, eine Oligonukleotid-Sequenz, die komplementar zu der
Ziel-Nukleinsdure ist, und eine Oligonukleotid-Segquenz, die
mindestens abschnittsweise komplementdr zu dem Reporter-
Oligonukleotid ist. Somit kodnnen das Fanger-0Oligonukleotid
und das Reporter-0Oligonukleotid jeweils mindestens ab-
schnittsweise und die Ziel-Nukleinsadure mit dem Gegenstrang-

Oligonukleotid hybridisieren.

Die Abschnitte des Gegenstrang-0Oligonukleotids, deren Sequen-
zen komplementdr zu dem Fanger-0Oligonukleotid oder dem Repor-
ter-Oligonukleotid sind, weisen vorzugsweise jeweils eine

Lange von bis etwa 30 Nukleotide auf.

Der Begriff ,hybridisieren™ bezeichnet das Anlagern einer
einzelstrangigen RNA oder DNA an eine mindestens abschnitts-
weise komplementdre einzelstrangige RNA oder DNA unter Aus-
bildung von Wasserstoffbriicken zwischen den jeweils komple-
mentdren Basen, so dass sich in dem zueinander komplementaren
Abschnitt zwischen den zwei Nukleinsaure-Molekiilen Basen-
paarungen bilden. Der BRegriff ,Basenpaarung® umfasst sowohl
Watson-Crick-Basenpaarungen als auch nicht Watson-Crick-
Basenpaarungen wie die sog. Wobble-Rasenpaarung. Eine typi-
sche Wobble-Basenpaarung ist eine Basenpaarung von Guanin mit
Uracil, die sich beispielsweise beim Anlagern einer DNA an
eine RNA bilden kann.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist die Oligonukleotid-

Sequenz des Gegenstrang-Oligonukleotids, die komplementidr zu
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der Ziel-Nukleinsaure ist, vollstandig komplementar zu der
Ziel-Nukleinsdure. Somit kann die Ziel-Nukleinsdure vollstan-
dig mit dem Gegenstrang-Oligonukleotid hybridisieren. Voll-
stdndiges Hybridisieren bedeutet, dass jede einzelne Base der
Ziel-Nukleinsdure eine Basenpaarung mit dem Gegenstrang-
Oligonukleotid bildet und damit kein einziger Basen-Mismatch

vorliegt.

Die Oligonukleotid-Sequenz des Gegenstrang-Oligonukleotids,
die mindestens abschnittsweise komplementdr zu dem Fanger-
Oligonukleotid ist, grenzt unmittelbar an die Oligonukleotid-
Sequenz an, die komplementar zu der Ziel-Nukleinsdure ist.
Dadurch bilden das erste Ende der Ziel-Nukleinsdure und das
freie Ende des Fanger-0Oligonukleotids mit unmittelbar an-
schlieRBend benachbarten Nukleotiden des Gegenstrang-
Oligonukleotids Basenpaarungen. Damit sind die zu ligierenden
Enden des Fanger-Oligonukleotids und der Ziel-Nukleinsdure
benachbart angeordnet und kdnnen ohne ein vorheriges Auffil-
len von fehlenden Nukleotiden unmittelbar miteinander ligiert
werden. Weil fehlende Nukleotide flir das Ligieren des Fanger-
Oligonukleotids mit der Ziel-Nukleinsaure nicht aufgefillt
werden miissen, kann das Verfahren besonders einfach und

schnell durchgefihrt werden.

An das andere Ende der Oligonukleotid-Sequenz des Gegen-
strang-Oligonukleotids, die komplementidr zu der Ziel-
Nukleinsdure ist, grenzt unmittelbar die Oligonukleotid-
Sequenz an, die mindestens abschnittsweise komplementdr zu

dem Reporter-0Oligonukleotid ist.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform ist die Ziel-Nuklein-
sdure vollstandig komplementdr zu der entsprechenden
Oligonukleotid-Sequenz des Gegenstrang-0Oligonukleotids, so
dass die Ziel-Nukleinsaure hochspezifisch nachgewiesen

und/oder gquantifiziert werden kann.

Der Begriff ,Hybridisierungsbedingung“ bezeichnet mindestens

einen Parameter oder eine Kombination von Parametern, bei
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dem/der mindestens einer der Hybridisierungsschritte des Ver-
fahrens durchgefiihrt wird. Die Hybridisierungsbedingung ist
eine Bedingung, bei der sich das Fanger-0Oligonukleotid, die
Ziel-Nukleinsdure und/oder das Reporter-Oligonukleotid an die
jeweils dazu komplementaren Abschnitte des Gegenstrang-
Oligonukleotids unter Bildung von Basenpaarungen anlagern.
Die Parameter umfassen vorzugsweise eine Temperatur, eine
Salzkonzentration, eine Ionenstdrke, einen pH-Wert und/oder

einen Zusatz von Reagenzien wie beispielsweise Formamid.

Die Hybridisierungsbedingung ist insbesondere eine Tempera-

tur.

Die erste Hybridisierungsbedingung ist die Hybridisierungsbe-
dingung, bei der das Fanger-Oligonukleotid mindestens ab-
schnittsweise und die Ziel-Nukleinsdure mit den jeweils dazu
komplementaren Abschnitten des Gegenstrang-Oligonukleotids
hybridisieren. Die erste Hybridisierungsbedingung wird vor-
zugsweise in Abhangigkeit der Sequenz und der Lange des Fan-
ger-0Oligonukleotids und der Ziel-Nukleinsdure gewahlt. Die
Wahl der ersten Hybridisierungsbedingung kann weiterhin davon
abhangen, ob das Fanger-0Oligonukleotid, das Gegenstrang-
Oligonukleotid bzw. die Ziel-Nukleinsdure RNA- und/oder DNA-
Molekiile sind.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform umfasst die erste Hybri-
disierungsbedingung eine Temperatur von 40°C bis 45°C, beson-
ders bevorzugt eine Temperatur von 45°C, bei 66 mM Tris/HC1
pH 7,6; 50 mM NaCl; 10 mM MgCl,; 1 mM Dithiothreitol (DTT); 1
mM Adenosintriphosphat (ATP); 7,5% PEG6000 und 1 mg/ml Rin-

derserumalbumin (BSA).

Das erfindungsgemalle Verfahren umfasst weiter das Ligieren
des ersten Endes der Ziel-Nukleinsdure mit dem freien Ende
des Fanger-Oligonukleotids, um die Ziel-Nukleinsaure kovalent
an das Fanger-0Oligonukleotid zu binden. Die Begriffe ,Ligie-

W

ren® und ,Ligation™ bezeichnen die Ausbildung einer kovalen-

ten chemischen Bindung zwischen zwei einzelstrangigen
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Oligonukleotiden an deren Zucker-Phosphat-Rliickgrat. Der Be-
griff umfasst die Bindung des 3’ -Hydroxyl-Endes einzel-
strangiger RNA oder DNA an das 5’ -Phosphoryl-Ende einer zwei-
ten RNA oder DNA, wobei auch ein Ligieren von RNA und DNA um-
fasst ist. Die Herstellung der kovalenten Bindung kann durch
Enzyme, die sog. Ligasen, vorzugsweise DNA-Ligasen, kataly-

siert werden und ist ATP-abhdngig.

Das erfindungsgemdlBe Verfahren umfasst weiter das Inkubieren
des Tragers bei einer ersten Reaktionsbedingung derart, dass
die Ziel-Nukleinsdure nur bei Gegenwart von an ihrem ersten
Ende ligiertem Fanger-Oligonukleotid mit dem Trager verbunden
bleibt und das Gegenstrang-Oligonukleotid nur bei Gegenwart
einer Ziel-Nukleinsdure, die komplementdr zu der entsprechen-
den Oligonukleotid-Sequenz des Gegenstrang-Oligonukleotids
und an das freie Ende des Fanger-Oligonukleotids ligiert ist,

mit dem Trager verbunden bleibt.

Der Begriff ,Reaktionsbedingung™ bezeichnet mindestens einen
Parameter oder eine Kombination von Parametern, beili dem/der
mindestens einer der Inkubationsschritte des Verfahrens
durchgefihrt wird. In einer bevorzugten Ausfihrungsform ist
die Reaktionsbedingung eine geeignete Bedingung flir das Auf-
schmelzen von Basenpaarungen von Fanger-Oligonukleotid, Ziel-
Nukleinsdure, Reporter-0Oligonukleotid und Gegenstrang-
Oligonukleotid. Die Parameter umfassen vorzugsweise eine Tem-
peratur, eine Salzkonzentration, eine Ionenstdrke, einen pH-
Wert und/oder einen Zusatz von Reagenzien wie beispielsweise

Formamid.

Die Reaktionsbedingung ist insbesondere eine Temperatur.

Die erste Reaktionsbedingung ist die Reaktionsbedingung, bei
der die Basenpaarung des Gegenstrang-Oligonukleotids mit dem
Fanger-Oligonukleotid und die Basenpaarung des Gegenstrang-
Oligonukleotids mit der Ziel-Nukleinsaure aufschmilzt, falls
die Ziel-Nukleinsaure zu der entsprechenden Oligonukleotid-

Sequenz des Gegenstrang-Oligonukleotids nicht komplementar
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ist. In diesem Fall werden die Wasserstoffbriicken zwischen
den jeweils gepaarten Basen aufgehoben und das Gegenstrang-
Oligonukleotid 16st sich von dem Trager. In diesem Fall ist
die Ziel-Nukleinsaure auch nicht an ihrem ersten Ende mit dem
Fanger-0Oligonukleotid ligiert, so dass sich die Ziel-
Nukleinsdure bei Inkubieren des Tradgers bei der ersten Reak-

tionsbedingung ebenfalls von dem Trager 1ost.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform umfasst die erste Reak-
tionsbedingung eine hdhere Temperatur und/oder eine geringere
Ionenstidrke als die erste Hybridisierungsbedingung. Dadurch
wird das Aufbrechen der Wasserstoffbriicken zwischen den je-
weils gepaarten Basen bei der zweiten Reaktionsbedingung er-
leichtert.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform umfasst die erste Reak-
tionsbedingung eine Temperatur von 45°C bis 55°C, besonders

bevorzugt eine Temperatur von 50°C, bei20 mM Tris/HCl pH 7,6
und 20 mM NacCl.

Im erfindungsgemdflen Verfahren wird anschlielend der Trager
bei einer zweiten Hybridisierungsbedingung mit mindestens ei-
nem Reporter-0Oligonukleotid in Kontakt gebracht, um das Re-
porter-0Oligonukleotid mindestens abschnittsweise mit dem Ge-
genstrang-0Oligonukleotid zu hybridisieren. Das Reporter-
Oligonukleotid umfasst eine Oligonukleotid-Sequenz, die min-
destens abschnittsweise komplementdr zu dem Gegenstrang-
Oligonukleotid ist. Der Abschnitt des Reporter-0Oligonukleo-
tids, dessen Sequenz komplementar zu dem Gegenstrang-
Oligonukleotid ist, weist vorzugsweise eine Lange von bis et-
wa 30 Nukleotide auf.

In einer bevorzugten Ausfithrungsform ist das Reporter-

Oligonukleotid ein einzelstrangiges Reporter-0Oligonukleotid.

In einer bevorzugten Ausfithrungsform ist das Reporter-

Oligonukleotid ein Oligodesoxyribonukleotid.
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Die zweite Hybridisierungsbedingung ist die Hybridisierungs-
bedingung, bei der das Reporter-0Oligonukleotid mindestens ab-
schnittsweise mit dem dazu komplementdren Abschnitt des Ge-
genstrang-0ligonukleotids hybridisiert. Die zweite Hybridi-
sierungsbedingung wird vorzugsweise in Abhangigkeit der Se-
quenz und der Lange des Reporter-0Oligonukleotids gewdahlt. Die
Wahl der zweiten Hybridisierungsbedingung kann weiterhin da-
von abhangen, ob das Reporter-Oligonukleotid und das Gegen-
strang-0Oligonukleotid RNA- und/oder DNA-Molekiile sind. Die
zweite Hybridisierungsbedingung kann mit der ersten Hybridi-

sierungsbedingung {ibereinstimmen.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform umfasst die zweite Hyb-
ridisierungsbedingung eine Temperatur von 35°C bei66 mM
Tris/HCl pH 7,6; 50 mM NaCl; 10 mM MgCl,; 1 mM DTT; 1 mM ATP;
7,5% PEG6000 und 1 mg/ml BSA.

Die Oligonukleotid-Sequenz des Gegenstrang-Oligonukleotids,
die mindestens abschnittsweise komplementdr zu dem Reporter-
Oligonukleotid ist, grenzt unmittelbar an die Oligonukleotid-
Sequenz an, die komplementar zu der Ziel-Nukleinsdure ist.
Dadurch bilden das zweite Ende der Ziel-Nukleinsaure und das
erste Ende des Reporter-0Oligonukleotids mit unmittelbar an-
schlieRBend benachbarten Nukleotiden des Gegenstrang-
Oligonukleotids Basenpaarungen. Damit sind die zu ligierenden
Enden der Ziel-Nukleinsdure und des Reporter-Oligonukleotids
benachbart angeordnet und kdnnen ohne ein vorheriges Auffil-
len von fehlenden Nukleotiden unmittelbar miteinander ligiert
werden. Weil fehlende Nukleotide flir das Ligieren des Repor-
ter-0Oligonukleotids mit der Ziel-Nukleinsdure nicht aufge-
fillt werden miissen, kann das Verfahren besonders einfach und

schnell durchgefihrt werden.

Das Reporter-0Oligonukleotid weist eine Markierung auf. Der
Begriff ,Markierung"™ bezeichnet eine Eigenschaft des Repor-
ter-0Oligonukleotids, die zum Anzeigen der Anwesenheit des Re-
porter-Oligonukleotids auf dem Trager verwendet werden kann.

Die Markierung ist vorzugsweise ein Reportermolekiil, das di-
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rekt oder indirekt mit dem Reporter-Oligonukleotid verbunden
ist und ein auslesbares Signal erzeugen kann. Das Reportermo-
lekiil kann beispielsweise ein Enzym, insbesondere eine
Esterase, oder ein Fluoreszenzfarbstoff sein. Das Reportermo-
lekiil kann an einem zweiten Ende des Reporter-0Oligonukleotids
angebracht sein. Das Reportermolekiil kann auch zwischen den
beiden Enden des Reporter-0Oligonukleotids, beispielsweise an
eine Base gebunden, mit dem Reporter-Oligonukleotid verbunden

sein.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform ist die Markierung ein
Abschnitt des Reporter-0Oligonukleotids, der ein Adapter ist.
An den Adapter wird in einem oder mehreren nachfolgenden
Schritten mindestens ein Reportermolekiil direkt oder indirekt
angebracht. Vorzugsweise ist der Adapter eine universell ein-

gesetzte Oligonukleotid-Sequenz.

Das erfindungsgemalle Verfahren umfasst weiter das Ligieren
des zweiten Endes der Ziel-Nukleinsdure mit dem ersten Ende
des Reporter-0Oligonukleotids, um die Ziel-Nukleinsdure kova-

lent an das Reporter-0Oligonukleotid zu binden.

Das erfindungsgemalle Verfahren umfasst weiter das Inkubieren
des Tréagers bei einer zweiten Reaktionsbedingung derart, dass
das Reporter-0Oligonukleotid nur bei Gegenwart von an ihren
beiden Enden ligierter Ziel-Nukleinsdure mit dem Trager ver-
bunden bleibt.

Die zweite Reaktionsbedingung ist die Reaktionsbedingung, bei
der die Basenpaarung des Gegenstrang-Oligonukleotids mit dem
Fanger-0Oligonukleotid, der Ziel-Nukleinsdure und dem Repor-
ter-0Oligonukleotid aufgeschmolzen wird. Dabei werden die Was-
serstoffbriicken zwischen den jeweils gepaarten Basen aufgeho-
ben. Ist die Ziel-Nukleinsdure nicht an beiden Enden ligiert,
16st sich das Reporter-0Oligonukleotid von dem Trager. Die
zweite Reaktionsbedingung kann mit der ersten Reaktionsbedin-

gung iibereinstimmen.
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In einer bevorzugten Ausfihrungsform umfasst die zweite Reak-
tionsbedingung eine hdhere Temperatur und/oder eine geringere
Ionenstarke als die zweite Hybridisierungsbedingung. Dadurch
wird das Aufbrechen der Wasserstoffbriicken zwischen den je-
weils gepaarten Basen bei der zweiten Reaktionsbedingung er-
leichtert.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform umfasst die zweite Reak-
tionsbedingung eine Temperatur von 55°C bei 2 mM Tris/HCl pH
7,6 und 2 mM NaCl.

In einer Ausfihrungsform 16st sich das Gegenstrang-
Oligonukleotid von dem Trager, indem es sich von dem Fanger-
Oligonukleotid, der Ziel-Nukleinsadure und dem Reporter-
Oligonukleotid 16st.

In einer weiteren Ausfiihrungsform verbleibt das Gegenstrang-
Oligonukleotid auf dem Trager. Um dies zu erreichen, weist
die zweite Reaktionsbedingung im Vergleich zu der Reaktions-
bedingung, bei der sich das Gegenstrang-0Oligonukleotid wvon
dem Trager 106st, vorzugsweise eine niedrigere Temperatur
und/oder eine hdhere Ionenstdrke auf. Aufgrund eines Energie-
gewinns durch die zwei Ligationen wirkt die Anwesenheit des
Gegenstrang-Oligonukleotids, das mit dem Fanger-
Oligonukleotid, der Ziel-Nukleinsadaure und dem Reporter-
Oligonukleotid durch Basenpaarungen verbunden ist, energe-
tisch stabilisierend. Durch die Stabilisierung kann das Aus-
lesen der Markierung auf dem Trager unter milderen Bedingun-
gen im Vergleich zur Abwesenheit des Gegenstrang-

Oligonukleotids durchgefithrt werden.

Das erfindungsgemdlBe Verfahren umfasst weiter das Auslesen
der Markierung des Reporter-Oligonukleotids auf dem Trager.
Mit der Anwesenheit der Markierung auf dem Trager wird nach-
gewiesen, dass die Ziel-Nukleinsdure an ihren beiden Enden
ligiert wurde, wobei das erste Ende der Ziel-Nukleinsdure mit
dem freien Ende des Fanger-0Oligonukleotids und das zweite En-

de der Ziel-Nukleinsdure mit dem ersten Ende des Reporter-
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Oligonukleotid ligiert wurde. Da das Reporter-Oligonukleotid
nur bei Gegenwart von an ihren beiden Enden ligierter Ziel-
Nukleinsdure mit dem Trager verbunden bleibt, wird durch
Nachweisen der Markierung des Reporter-Oligonukleotids auf
dem Tréager die Ziel-Nukleinsadure detektiert. Der Nachweis der
Markierung auf dem Trager kann auch der Quantifizierung der

Ziel-Nukleinsdure dienen.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform werden zwei oder mehr
Schritte des erfindungsgemalen Verfahrens miteinander kombi-
niert. Dadurch kann das Verfahren besonders effizient durch-
gefihrt werden. In einer bevorzugten Ausfihrungsform wird
Schritt b) mit Schritt c¢) und/oder Schritt e) mit Schritt f)
kombiniert. Dazu kénnen die flir das Ligieren erforderlichen
Reagenzien wie beispielsweise Ligase schon in Schritt b) bzw.

Schritt e) dem Trager zugefihrt werden.

In einer weiteren Ausfihrungform erfolgen Schritt b) und
Schritt c) und/oder Schritt e) und Schritt f) nacheinander.
Das Durchfiihren von Hybridisierung und Ligation in separaten
Verfahrensschritten fihrt zu einer verbesserten
Ligationseffizienz sowie zu geringeren unspezifischen Reakti-
onen. Zudem vereinfacht es die Anwendung des Verfahrens auf

Ziel-Nukleinsduren biologischer Proben.

Ein Vorteil des erfindungsgemalien Verfahrens ist es, dass die
Ziel-Nukleinsdure direkt detektiert und/oder quantifiziert
wird. Insbesondere ist es nicht notwendig, die Ziel-
Nukleinsdure chemisch oder enzymatisch zu modifizieren. Da
bestimmte Ziel-Nukleinsduren bevorzugt eine Modifizierung
eingehen, kann die Quantifizierung von modifizierten Ziel-
Nukleinsduren zu ungenauen Ergebnissen fiihren. Diese Unge-
nauigkeiten werden durch den direkten Nachweis der Ziel-
Nukleinsdure vermieden. Ferner werden Artefakte, die beim Mo-

difizieren der Ziel-Nukleinsdure auftreten kdnnen, vermieden.

Das erfindungsgemdlBe Verfahren ist sehr sensitiv, so dass

auch geringe Mengen der Ziel-Nukleinsdure nachgewiesen werden
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kénnen. Dadurch ist es nicht notwendig, die Ziel-Nukleinsédure
vor der Identifizierung zu amplifizieren, so dass auch keine
falschen Nukleotide in die Ziel-Nukleinsdure eingebaut wer-

den. Dadurch wird die Spezifitdt des Verfahrens erhoht.

Das erfindungsgemialle Verfahrens weist dadurch, dass beide En-
den der Ziel-Nukleinsdure an deren Identifizierung beteiligt

sind, eine hohe Selektivitat auf.

Durch die zwei Ligationen wird das Reporter-Oligonukleotid
Uber die Ziel-Nukleinsaure und das Fanger-Oligonukleotid ko-
valent an den Trager gebunden. Damit ist der Nachweis der
Markierung des Reporter-Oligonukleotids unabhidngig von der
Sequenz und der Lange der Oligonukleotide und der Ziel-
Nukleinsdure, die zu der Temperaturabhangigkeit der Anlage-
rung von Reporter-0Oligonukleotid, Ziel-Nukleinsd&ure und Fan-
ger-0Oligonukleotid an das Gegenstrang-Oligonukleotid fiihren.
Dies hat den Vorteil, dass das Auslesen der Markierung auch
bei Bedingungen durchgefithrt werden kann, bei denen keine
stabile Basenpaarung moéglich ist. Dadurch kann das Auslesen
der Markierung bei optimalen RBRedingungen, beispielsweise bei
einer optimal an die Art der verwendeten Markierung angepass-—
ten Auslesetemperatur und/oder Ausleseionenstarke durchge-
fiihrt werden, ohne dass auf eine stabile Basenpaarung Rick-
sicht genommen werden muss. Dadurch werden unspezifische Hin-
tergrundsignale verringert und ein hochsensitives Auslesen
der Markierung ermdglicht. Dies tragt zu der hohen Sensitivi-
tat des Verfahrens bei. Des Weiteren wird durch die stabile
kovalente Bindung des Reporter-Oligonukleotids an den Trager
ein robustes und quantitativ auswertbares Auslesen der Mar-

kierung erméglicht.

Ein weiterer Vorteil des erfindungsgemédlen Verfahrens liegt
darin, dass das Gegenstrang-Oligonukleotid in Schritt d) nur
bei Gegenwart einer Ziel-Nukleinsdure, die komplementdr zu
der entsprechenden Oligonukleotid-Segquenz des Gegenstrang-
Oligonukleotids ist, mit dem Trédger verbunden bleibt. Dadurch

wird verhindert, dass sich das in Schritt e) hinzugefiigte Re-



10

15

20

25

30

35

WO 2015/059040 PCT/EP2014/072291

16

porter-0Oligonukleotid an ein Gegenstrang-Oligonukleotid anla-
gert, an das keine Ziel-Nukleinsdure hybridisiert ist. Die
Bindung von Reporter-0ligonukleotid an ein solches "negati-
ves" Gegenstrang-Oligonukleotid kann selbst durch ein Waschen
des Tréagers bei hoher Temperatur nur schwer vollstdndig ge-
16st werden. Daraus resultierende unspezifische Signale wer-
den durch das Entfernen von Gegenstrang-Oligonukleotiden, an
die keine komplementare Ziel-Nukleinsaure hybridisiert ist,
von dem Trager bevor der Trager mit dem Reporter-
Oligonukleotid in Kontakt gebracht wird, verhindert. Dadurch

wird die Spezifitat des Verfahrens erhdht.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform erfolgt vor Schritt c)
und/oder in Schritt d) und/oder vor Schritt f) und/oder in
Schritt g) und/oder vor Schritt h) zusdtzlich ein Waschen des
Tragers. Durch das Waschen werden ungebundene Nukleinsauren,
ungebundene Reporter-0ligonukleotide und/oder geldste Gegen-
strang-Oligonukleotide von dem Trager entfernt. Dadurch wird
insbesondere ein Wiederanlagern des Gegenstrang-
Oligonukleotids an ein freies Fanger-Oligonukleotid auf dem
Trager, an das keine Ziel-Nukleinsdure ligiert ist, und ein
Anlagern des Reporter-0Oligonukleotids an dieses Gegenstrang-
Oligonukleotid wadhrend des Auslesen der Markierung vermieden.
Dies erhoht die Spezifitat des Nachweises der Markierung auf
dem Tradger und damit die Spezifitat der Detektion der Ziel-

Nukleinsdure.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform erfolgt das Waschen des
Tragers vor Schritt c¢) bei einer stringenten Reaktionsbedin-
gung. Der Begriff ,stringente Reaktionsbedingung™ bezeichnet
eine Reaktionsbedingung, bei der nur vollstandig hybridisier-
te Ziel-Nukleinsaure mit dem Gegenstrang-Oligonukleotid ver-
bunden bleibt, wadhrend sich Ziel-Nukleinsadure-Molekile, deren
Sequenz eine oder mehrere Basen-Mismatches gegeniiber der ent-
sprechenden Oligonukleotid-Sequenz des Gegenstrang-
Oligonukleotids aufweist, vom Gegenstrang-Oligonukleotid 106-
sen. Das Waschen des Tragers bei einer stringenten Reaktions-

bedingung vor dem Ligieren des ersten Endes der Ziel-
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Nukleinsdure mit dem freien Ende des Fanger-Oligonukleotids

erhoht die Spezifitat des Verfahrens.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform ist die erste Reaktions-
bedingung eine stringente Reaktionsbedingung. Dadurch bleibt
in Schritt d) nur vollstandig mit der Ziel-Nukleinsdure hyb-
ridisiertes Gegenstrang-Oligonukleotid mit der Ziel-
Nukleinsdure verbunden, wadhrend sich Gegenstrang-
Oligonukleotide, an die ein Ziel-Nukleinsdure-Molekiile hybri-
disiert ist, dessen Seguenz eine oder mehrere Basen-
Mismatches gegeniliber der entsprechenden Oligonukleotid-
Sequenz des Gegenstrang-Oligonukleotids aufweist, von der
Ziel-Nukleinsdure l6sen. Dadurch wird die Spezifitat des Ver-

fahrens erhoht.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform ist die Ziel-
Nukleinsdure eine RNA, vorzugsweise eine microRNA (miRNA) .
MmiRNAs sind nicht kodierende, einzelstrdngige RNAsS mit einer
Lange von etwa 17 bis etwa 25 Nukleotiden, die in der post-
transkriptionalen Regulation der Genexpression wirksam sind.
MiRNAs lagern sich hochspezifisch an komplementdre Sequenzen
von mRNA-Molekiilen an und regulieren dadurch die Translation

der mRNA in das entsprechende Protein.

In einer weiteren Ausfihrungsform ist die Ziel-Nukleinsdure
eine einzelstridngige small interfering RNA (siRNA). Ahnlich
der miRNAs koénnen auch siRNAs an der post-transkriptionalen
Regulation der Genexpression beteiligt sein, indem sie sich
spezifisch an komplementare Sequenzen von mRNA-Molekiilen an-
lagern und die Translation der mRNA in das entsprechende Pro-

tein regulieren.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform werden mindestens zwei
verschiedene Ziel-Nukleinsduren, vorzugsweise drei bis 130
verschiedene Ziel-Nukleinsduren gleichzeitig detektiert, wo-
bei der in Schritt c¢) erzeugte Doppelstrang fir alle Ziel-
Nukleinsdauren eine gleiche Schmelztemperatur aufweist. Beson-

ders bevorzugt werden 32 verschiedene Ziel-Nukleinsaduren
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gleichzeitig detektiert. Diese kodnnen beispielsweise in je-
weils vier Replikaten auf einem gemeinsamen Trager nachgewie-

sen werden.

Fiir die gleichzeitige Detektion verschiedener Ziel-
Nukleinsduren wird fir jede Ziel-Nukleinsadaure ein anderes Ge-
genstrang-0Oligonukleotid verwendet. Die Gegenstrang-
Oligonukleotide unterscheiden sich mindestens in der
Oligonukleotid-Sequenz, die komplementdr zu der Ziel-

Nukleinsdure ist.

Die Oligonukleotid-Sequenz des Gegenstrang-Oligonukleotids,
die komplementar zu der Ziel-Nukleinsaure ist, und die
Oligonukleotid-Sequenz des Gegenstrang-0Oligonukleotids, die
mindestens abschnittsweise komplementdr zu dem Fanger-
Oligonukleotid ist, und die Sequenz des Fanger-
Oligonukleotids werden so gewdhlt, dass der in Schritt c¢) er-
zeugte Doppelstrang fir alle Ziel-Nukleinsauren eine gleiche
Schmelztemperatur aufweist. Der Doppelstrang wird durch den
Abschnitt des Fanger-Oligonukleotids, der komplementar zu dem
entsprechenden Abschnitt des Gegenstrang-Oligonukleotids ist,
und die Ziel-Nukleinsadure, die mit den Jjeweils dazu komple-
mentaren Oligonukleotid-Sequenzen des Gegenstrang-
Oligonukleotids Basenpaarungen bilden, erzeugt. Der Begriff
~gleiche Schmelztemperatur™ bedeutet, dass die Schmelztempe-
ratur des Doppelstrangs fiir verschiedene Ziel-Nukleinsduren
um héchstens 4°C, vorzugsweise um hdchstens 2°C voneinander
abweicht. Die gleiche Schmelztemperatur ist besonders bevor-

zugt eine identische Schmelztemperatur.

Die gleiche Schmelztemperatur und die Auftrennung der zwei
Ligationen in separate Verfahrensschritte erlauben es,
Schritt e) bei einer fir alle Ziel-Nukleinsduren einheitli-
chen ersten Reaktionsbedingung durchzufiithren. Dies ist eine
Grundvoraussetzung, um verschiedene Ziel-Nukleinsduren mit
hoher Spezifitdt gleichzeitig auf einen gemeinsamen Trager zu

detektieren und/oder quantifizieren (multiplexing).
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In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform unterscheiden
sich die Gegenstrang-0Oligonukleotide aullerdem in der
Oligonukleotid-Sequenz, die mindestens abschnittsweise kom-
plementdr zu dem Reporter-Oligonukleotid ist und es wird fir
jede Ziel-Nukleinsaure ein anderes Reporter-0Oligonukleotid
verwendet. Die Reporter-Oligonukleotide unterscheiden sich
aulerdem in ihrer Markierung, so dass die Signale, die beim
Auslesen der Markierungen erhalten werden, Jjeweils einer be-

stimmten Ziel-Nukleinsaure zugeordnet werden kdnnen.

In einer weiteren Ausfihrungsform erfolgt das Auslesen der
Markierung auf dem Trager positionsspezifisch, um verschiede-
ne Ziel-Nukleinsduren gleichzeitig zu detektieren und/oder
quantifizieren. Durch ein positionsspezifisches Auslesen der
Markierung kdénnen auch mehrere zu untersuchende Proben mit

einem einzigen Verfahren analysiert werden.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist das Fanger-
Oligonukleotid und/oder das Reporter-0Oligonukleotid ein
chimédres Oligonukleotid, das Ribonukleotide und
Desoxyribonukleotide aufweist. Der Begriff ,chimares
Oligonukleotid™ bezeichnet ein Oligonukleotid, das sowohl
Ribonukleotide als auch Desoxyribonukleotide aufweist. Die
Verwendung chimarer Oligonukleotide verhindert die Ausbildung
von Sekundarstrukturen, die bei reinen Oligoribonukleotiden
haufig auftreten. Die Sekundarstrukturen sind sowohl fiir die
Hybridisierung des Fanger-0Oligonukleotids bzw. des Reporter-
Oligonukleotids mit den jeweils dazu komplementdaren Abschnit-
ten des Gegenstrang-0Oligonukleotids als auch fiir deren
Ligation mit der Ziel-Nukleinsaure hinderlich und wlirden so-

mit die Sensitivitdt des Verfahrens beeintradchtigen.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform weist das chimare
Oligonukleotid eine Mehrheit von Desoxyribonukleotiden auf.
Dadurch bleibt die hdhere Stabilitat der Desoxyribonukleotide

in dem chimaren Oligonukleotid weitgehend erhalten.
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In einer bevorzugten Ausfihrungsform weist ein 3’ -Hydroxyl-
Ende des chimdren Oligonukleotids mindestens ein
Ribonukleotid, vorzugsweise vier Ribonukleotide auf. Weist
das mit dem 5'-Phosphoryl-Ende der Ziel-Nukleinsadure zu 1li-
gierende 3'-Hydroxyl-Ende des Fanger-Oligonukleotids oder des
Reporter-0Oligonukleotids mindestens ein Ribonukleotid auf,
kann fiir den Fall, dass die Ziel-Nukleinsaure eine RNA ist,
eine RNA-RNA-Ligation erfolgen. Beispielsweise weisen miRNAsS
ein 5'-Phosphoryl-Ende auf, das mit Hilfe der erhaltlichen
Ligasen praktisch nicht mit dem 3'-Hydroxyl-Ende eines
Oligodesoxyribonukleotids verbunden werden kann. Durch die
Verwendung chimdrer Oligonukleotide mit einem Ribonukleotid
am 3'-Hydroxyl-Ende kann die Ligation mit dem 5'-Phosphoryl-
Ende der miRNA erfolgen.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform wird fir das Ligieren
eine T4 DNA Ligase verwendet. T4 DNA Ligase ist ein Enzym,
das die ATP-abhdngige Ligation eines 3’ -Hydroxyl-Endes eines
ersten Nukleinsaure-Molekiils an ein unmittelbar anschlielend
benachbartes 5’ -Phosphoryl-Ende eines zweiten Nukleinsdure-
Molekiils in doppelstrdngigen DNA-, RNA/DNA- oder RNA-
Molekiilen katalysiert. Dabei wird eine kovalente

Phosphodiesterbindung hergestellt.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform erfolgt das Ligieren bei
einer Ligationstemperatur. Die Ligationstemperatur liegt in
einem BRereich, in dem die verwendete Ligase eine hohe enzyma-
tische Aktivitat aufweist. Wird T4 DNA Ligase verwendet, so
liegt die Ligationstemperatur vorzugsweise bei 35°C bis 37°C,

besonders bevorzugt bei 37°C.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform ist das Gegenstrang-
Oligonukleotid ein Oligodesoxyribonukleotid.
Oligodesoxyribonukleotide sind gegeniiber Oligoribonukleotiden

stabiler und bilden nur selten Sekundarstrukturen aus.

In einer besonders bevorzugten Ausfihrungsform sind das Ge-

genstrang-0Oligonukleotid, das Fanger-Oligonukleotid und das
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Reporter-0Oligonukleotid Oligodesoxyribonukleotide, wahrend
die Ziel-Nukleinsdure eine RNA ist, so dass bei der Hybridi-
sierung mindestens abschnittsweise RNA/DNA-Duplexe gebildet

werden, welche thermodynamisch sehr stabil sind.

In einer weiteren Ausfihrungsform ist das Gegenstrang-
Oligonukleotid ein Oligodesoxyribonukleotid und die Ziel-
Nukleinsdure eine RNA, wahrend das Fanger-0Oligonukleotid und
das Reporter-0Oligonukleotid chimdre Oligonukleotide mit vor-
zugsweise mindestens einem Ribonukleotid am 3’ -Hydroxyl-Ende

sind.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform umfasst das Gegenstrang-
Oligonukleotid eine Oligonukleotid-Sequenz, die vollstandig
komplementdr zu dem Fanger-Oligonukleotid ist, und/oder eine
Oligonukleotid-Sequenz, die vollstandig komplementar zu dem
Reporter-0Oligonukleotid ist. Dadurch wird eine besonders
stabile Hybridisierung des Gegenstrang-Oligonukleotids mit
dem Fanger-0Oligonukleotid und/oder dem Reporter-
Oligonukleotid erreicht. Dies tragt zu einer zuverlassigen

Detektion und Quantifizierung der Ziel-Nukleinsdure bei.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform erfolgt das Auslesen der
Markierung mittels eines ,branched DNA"-Tests. Der ,branched
DNA"-Test (,branched DNA", auf deutsch: verzweigte DNA), der
auch unter der Bezeichnung ,branched DNA Assay“ bekannt ist,
ist ein Signalamplifizierungs-Assay zur Amplifizierung des
Reportersignals. Dazu wird ein sogenannter "Preamplifier"
(auf deutsch: Vorverstarker) eingesetzt, der direkt oder in-
direkt an die nachzuweisende Ziel-Nukleinsadure hybridisiert.
In nachfolgenden Schritten werden sogenannte "Amplifier" (auf
deutsch: Verstarker) an den ,Preamplifier™ hybridisiert.
sPreamplifier™ und ,Amplifier™ sind kurze einzelstrangige
Oligodesoxyribonukleotide. Dabei sind die ,Amplifier™ ver-
zweigte Oligodesoxyribonukleotide, die Reportermolekiile bin-
den. Die Signalamplifizierung wird erreicht, indem mehrere
LhAmplifier™ an einen ,Preamplifier™ binden und jeder

SAmplifierY typischerweise mehrere Reportermolekiile bindet.
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Durch die Verzweigung der ,Amplifier™ kann eine hohe Dichte
der ,Amplifier™ auf dem ,Preamplifier™ erreicht werden, die
zu einer hohen Sensitivitat des ,branched DNA"-Tests fihrt.
Somit wird durch den Einsatz des ,branched DNA“-Tests die
Sensitivitat des Verfahrens weiter erhéht. Der ,branched
DNA"-Test ist auch fiir den Nachweis von mehreren verschiede-
nen Ziel-Nukleinsduren im Multiplex-Verfahren geeignet. Hier-
bei werden die Spezifitdt und die Zuverlassigkeit der Detek-

tion vorzugsweise durch kombinatorische Fluoreszenz erhdht.

In einer besonders bevorzugten Ausfiithrungsform ist das Repor-
ter-0Oligonukleotid ein ,Preamplifier™. In diesem Fall hybri-
disieren die ,Amplifier™ direkt an das Reporter-
Oligonukleotid, so dass zusadtzliche Hybridisierungsschritte
entfallen. Dadurch kann das Auslesen der Markierung mittels
des ,branched DNA“-Tests besonders effizient durchgefihrt

werden.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform erfolgt eine Phosphory-
lierung von einem Ende der Ziel-Nukleinsdure, des Fanger-
Oligonukleotids und/oder des Reporter-0Oligonukleotids. Der
Begriff ,Phosphorylierung™ bezeichnet das Anhdngen eines
Phosphatrestes an das 5’ -Hydroxyl-Ende von RNA oder DNA. Das
Ligieren von zweil unmittelbar anschlieRend benachbarten
Oligonukleotiden bzw. Nukleinsdure-Molekiilen erfordert ein

5’ -Phosphoryl-Ende an dem zweiten Nukleinsaure-Molekiil. Das
Vorliegen eines 5’ -Phosphoryl-Endes des zweiten Nukleinsaure-
Molekiils hangt unter anderem von dessen Synthese ab. Ein feh-
lendes 5’ -Phosphoryl-Ende kann durch die Phosphorylierung an-
gefligt werden, damit das Fanger-0Oligonukleotid mit der Ziel-
Nukleinsdure und die Ziel-Nukleinsdure mit dem Reporter-

Oligonukleotid ligiert werden kénnen.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform ist die Phosphorylierung

eine enzymatische Phosphorylierung.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform erfolgt die Phosphory-

lierung durch In-Kontaktbringen des zu phosphorylierenden Mo-
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leklils mit einer T4 Polynukleotidkinase. T4
Polynukleotidkinase ist ein Enzym, das die Phosphorylierung
von 5’ -Hydroxyl-Enden von RNA- oder DNA-Molekiilen kataly-

siert.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform erfolgt vor Schritt f)
und/oder g) ein erstes Auslesen der Markierung auf dem Tréager
und/oder in Schritt h) erfolgt ein zweites Auslesen der Mar-
kierung auf dem Tradger. Bei dem ersten Auslesen der Markie-
rung wird ein Referenzwert erhalten, wahrend bei dem zweiten
Auslesen der Markierung ein Messwert erhalten wird. Der Mess-
wert wird vorzugsweise in Relation zu dem Referenzwert ge-
setzt. Dadurch konnen von verschiedenen Tragern gewonnene Da-
ten untereinander verglichen werden. Der Referenzwert kann
beispielsweise ein MaR fir die Anzahl der Fanger-
Oligonukleotide, die auf dem Tradger immobilisiert sind, sein.
Sind auf einem ersten Trager weniger Fanger-Oligonukleotide
immobilisiert als auf einem zweiten Trager, dann ist sowohl
der Referenzwert als auch der Messwert des ersten Tragers
niedriger. Somit kann eine Kalibierung der einzelnen Trager

durchgefihrt werden.

Ein Quotient aus dem Messwert und dem Referenzwert bleibt bei
unterschiedlicher Anzahl an immobilisierten Fanger-
Oligonukleotiden auf unterschiedlichen Trdgern naherungsweise
konstant. Dadurch kénnen Streuungen von Messwerten, die von
verschiedenen Tragern gewonnen werden, eliminiert werden. So-
mit werden auch eine bessere Reproduzierbarkeit und niedrige-
re Standardabweichungen fiir die Werte, die beim Auslesen der

Markierung erhalten werden, erreicht.

Weiterhin wird eine Kalibrierung einzelner Positionen auf dem

selben Trager ermdglicht.

In einer besonders bevorzugten Ausfihrungsform erfolgen das
erste Auslesen und das zweite Auslesen bei einer gleichen
Reaktionsbedingung. Dadurch wird sichergestellt, dass die En-

zymaktivitat, die von der Reaktionsbedingung, insbesondere
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von der Temperatur, abhidngig ist, bei dem ersten und den

zweiten Auslesen gleich ist.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform ist die Markierung des
Reporter-0Oligonukleotids ein Enzym, vorzugsweise eine

Esterase.

In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform ist die
Esterase die thermostabile Esterase 2 aus Alicyclobacillus
acidocaldarius. Die Esterase 2 ist aus einer einzigen Prote-
inkette aufgebaut und kann somit auf einfache Weise an das

Reporter-0Oligonukleotid gekoppelt werden.

In einer bevorzugten Ausfithrungsform ist das Enzym kovalent
an das Reporter-0Oligonukleotid gebunden. Dadurch ist das En-
zym stabil mit dem Reporter-0ligonukleotid verbunden und kann
sich nicht aufgrund von Waschvorgangen oder den sich andern-
den Temperaturen von dem Reporter-Oligonukleotid abldsen. So-
mit kann eine zuverldssige Detektion und Quantifizierung der

Ziel-Nukleinsdure sicher gestellt werden.

In einer weiteren Ausfihrungsform ist die Markierung ein Flu-
oreszenzfarbstoff, der vorzugsweise kovalent an das Reporter-
Oligonukleotid gebunden ist. Die Verwendung des Fluoreszenz-
farbstoffs ermdglicht ein besonders einfaches und schnelles
Auslesen der Markierung. Ferner wird fiir das Auslesen kein
Substrat bendtigt, so dass das Verfahren besonders kosten-

ginstig durchgefithrt werden kann.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform wird die Markierung
elektrochemisch ausgelesen. Bei einem elektrochemischen Aus-
lesen werden an der Markierung, die vorzugweise ein Enzym
ist, Substrate zu redoxaktiven Reaktionsprodukten umgesetzt,
so dass ein Strom oder eine Anderung der Spannung an einer

Elektrode gemessen werden kann.

In einer besonders bevorzugten Ausfihrungsform erfolgt das

Auslesen durch Redoxcycling von p-Aminophenol und Quinonimin.
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In einer weiteren Ausfihrungsform erfolgt das Auslesen der
Markierung auf dem Trager bei einer Auslesetemperatur. Die
Auslesetemperatur liegt in einem Bereich, in dem das Enzym
eine hohe enzymatische Aktivitat aufweist. Wird Esterase 2
aus Alicyclobacillus acidocaldarius als Markierung verwendet,

so liegt die Auslesetemperatur vorzugsweise bei etwa 35°C.

In einer weiteren Ausfihrungsform erfolgt das Auslesen der
Markierung auf dem Trager optisch. Ein optisches Auslesen der

Markierung ist einfach und kostenglinstig.

Im Folgenden werden bevorzugte Ausfihrungsformen des erfin-
dungsgemalen Verfahrens anhand schematischer Zeichnungen dar-
gestellt.

Figur 1 zeigt die Identifizierung einer einzelstrangigen
Ziel-Nukleinsdure (9) mittels des erfindungsgemialen Verfah-
rens. Die Ziel-Nukleinsaure (9) ist miDNA-96. Die miDNA-96
weist ein 5’ -Phosphoryl-Ende auf und ist eine synthetisch
hergestellte DNA-Version vom miRNA-96. Es wird ein Silizium-
Chip mit zwei integrierten Goldelektroden als fester Trager
(1) verwendet, auf dem ein einzelstrangiges Fanger-
Oligonukleotid (5) iUber einen Spacer (3) immobilisiert ist.
Der Chip wird zundchst fiur 15 Minuten bei 35°C mit einer Blo-
ckierungsldsung (,The BRlocking Solution™, CANDOR Bioscience
GmbH, Wangen, Deutschland) inkubiert, um freie Bindungsstel-
len auf der Oberfliache des Chips abzusadttigen. AnschlieBend
wird der Chip fir 3 Minuten bei 45°C in einem ersten Wasch-
puffer, der 20 mM Tris/HCl pH 7,6 und 20 mM NaCl aufweist,
gewaschen. Darauf folgt ein erster Schritt des erfindungsge-
maBen Verfahrens, in dem der Chip bei einer Hybridisierungs-
temperatur von 45°C mit 100 nM Gegenstrang-Oligonukleotid (7)
und 10 nM miDNA-96 in einem Reaktionspuffer in Kontakt ge-
bracht wird. Der Reaktionspuffer weist 66 mM Tris/HCl pH 7,6;
50 mM NaCl; 10 mM MgCl,;; 1 mM Dithiothreitol (DTT); 1 mM Ade-
nosintriphosphat (ATP); 7,5% PEG6000 und 1 mg/ml Rinderserum-
albumin (BSA) auf. Das Gegenstrang-Oligonukleotid (7) umfasst
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drei Oligonukleotid-Sequenzen, die so angeordnet sind, dass
sie unmittelbar aneinander grenzen. Eine Oligonukleotid-
Sequenz ist vollstandig komplementdr zu dem Fanger-
Oligonukleotid (5). Daran schlieBt sich eine Oligonukleotid-
Sequenz an, die vollstdndig komplementdr zu miRNA-96 ist. Da-
rauf folgt eine Oligonukleotid-Sequenz, die vollstandig kom-
plementdar zu einem Reporter-0Oligonukleotid (11) ist. Der Chip
wird fir 5 Minuten bei 45°C inkubiert, so dass das Fanger-
Oligonukleotid (5) und die miDNA-96 mit den jeweils dazu kom-
plementdren Abschnitten des Gegenstrang-0Oligonukleotids (7)
vollstandig hybridisieren. Wie in Figur 1 dargestellt, fihrt
die Anordnung der Oligonukleotid-Sequenzen auf dem Gegen-
strang-Oligonukleotid (7) dazu, dass ein unteres Ende der
miDNA-96 und ein freies oberes Ende des Fanger-
Oligonukleotids (5) Jjeweils mit benachbarten Nukleotiden des
Gegenstrang-Oligonukleotids (7) hybridisieren. AnschlieBend
wird der Chip fiir 5 Minuten bei 45°C in dem Reaktionspuffer
gewaschen. In einem ndchsten Schritt wird der Chip mit 100
units/ml T4 DNA Ligase in Kontakt gebracht und fiur 5 Minuten
bei einer Ligationstemperatur von 35°C in dem Reaktionspuffer
inkubiert. In diesem Schritt ligiert die T4 DNA Ligase in ei-
ner ersten Ligation (15) die benachbarten Enden des Fanger-
Oligonukleotids (5) und der miDNA-96 miteinander. Dadurch
wird die miDNA-96 am unteren Ende kovalent an das Fanger-
Oligonukleotid (5) gebunden. Der Chip wird anschlieBend bei
einer ersten Reaktionstemperatur von 50°C in dem ersten
Waschpuffer flir 5 Minuten inkubiert. Da das Gegenstrang-
Oligonukleotid (7) wvollstandig an das Fanger-Oligonukleotid
(5) und die miDNA-96 hybridisiert hat und die miDNA-96 an das
Fanger-0Oligonukleotid (5) ligiert ist, bleibt das Gegen-
strang-0Oligonukleotid (7) auf dem Chip. In einem nachsten
Schritt wird der Chip bei einer Hybridisierungs- und
Ligationstemperatur von 35°C mit 250 nM Reporter-
Oligonukleotid (11) und 100 units/ml T4 DNA Ligase in Reakti-
onspuffer in Kontakt gebracht. Das Reporter-0Oligonukleotid
(11) weist als Markierung (13) eine thermostabile Esterase 2
aus Alicyclobacillus acidocaldarius auf, die kovalent an das

Reporter-0Oligonukleotid (11) gebunden ist. Der Chip wird fir
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5 Minuten bei 35°C inkubiert, so dass das Reporter-
Oligonukleotid (11) mit dem dazu komplementaren Abschnitt des
Gegenstrang-Oligonukleotids (7) vollstédndig hybridisiert. Wie
in Figur 1 dargestellt, fihrt die Anordnung der
Oligonukleotid-Sequenzen auf dem Gegenstrang-Oligonukleotid
(7) dazu, dass ein oberes Ende der miDNA-96 und ein unteres
Endes des Reporter-Oligonukleotids (11) mit benachbarten Nuk-
leotiden des Gegenstrang-Oligonukleotids (7) hybridisieren.
In diesem Schritt ligiert die T4 DNA Ligase in einer zweiten
Ligation (17) die benachbarten Enden der miDNA-96 und des Re-
porter-Oligonukleotids (11) miteinander. Dadurch wird die
miDNA-96 am oberen Ende kovalent an das Reporter-
Oligonukleotid (11) gebunden. Der Chip wird anschlieBend bei
einer zweiten Reaktionstemperatur von 55°C in einem zweiten
Waschpuffer, der 2 mM Tris/HCl pH 7,6 und 2 mM NaCl aufweist,
fir 15 Minuten inkubiert. Dadurch wird die Basenpaarung des
Gegenstrang-Oligonukleotids (7) mit dem Fanger-0Oligonukleotid
(5), der miDNA und dem Reporter-Oligonukleotid (11) auf-
geschmolzen, so dass sich das Gegenstrang-Oligonukleotid (7)
16st. AnschlieBend wird der Chip fir 3 Minuten bei 35°C in
dem ersten Waschpuffer gewaschen, um das geldste Gegenstrang-
Oligonukleotid (7) zu entfernen. AnschlieBend wird die
Esterase 2 auf dem Chip bei einer Auslesetemperatur von
35%ausgelesen. Das Auslesen wird elektrochemisch durchge-
fiithrt. Dazu wird der Chip mit einem Substrat (19) der
Esterase 2 para-Aminophenol-butyrat in Kontakt gebracht. Das
para-Aminophenol-butyrat flielt iiber den Chip und wird wvon
der Esterase 2 zu einem Reaktionsprodukt (21) para-
Aminophenol umgesetzt, welches redoxaktiv ist. Durch
Redoxcycling von para-Aminophenol und Quinonimin wird Strom
erzeugt, der bei Stopp des Substratflusses iiber den Chip an
der Goldelektrode gemessen wird. Die Messung des Stroms dient
als Nachweis der Esterase 2 auf dem Chip, wobei eine Signal-

steigung die Gegenwart der miDNA-96 anzeigt.

Mittels dieses Verfahrens wurde eine Signalsteigung von
36,6812 nA/s gemessen, wobel die Standardabweichung 1,3894
nA/s betrdgt. Als Kontrolle (in Figur 1 nicht gezeigt) wurde
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parallel ein Kontroll-Fanger-Oligonukleotid und ein Kontroll-
Gegenstrang-Oligonukleotid eingesetzt. Auch das Kontroll-
Gegenstrang-Oligonukleotid umfasst drei Oligonukleotid-
Sequenzen, die so angeordnet sind, dass sie unmittelbar anei-
nander grenzen. Dabei ist eine Oligonukleotid-Sequenz voll-
standig komplementdr zu dem Kontroll-Fanger-Oligonukleotid.
Daran schlielt sich eine Oligonukleotid-Sequenz an, die voll-
stdndig komplementar zu miRNA-21 ist. Darauf folgt eine
Oligonukleotid-Sequenz, die vollstidndig komplementdr zu dem
Reporter-0Oligonukleotid (11) ist und somit mit der entspre-
chenden Oligonukleotid-Sequenz des Gegenstrang-
Oligonukleotids (7) lUbereinstimmt. Die miDNA-96 hybridisiert
bei der Inkubation des Chips bei 45°C nicht mit dem Kontroll-
Gegenstrang-Oligonukleotid, so dass der an der Kontrolle ge-
messene Strom ein unspezifisches Hintergrundsignal auf dem
Chip anzeigt. Flur die Kontrolle wurde in diesem Versuch eine
Signalsteigung von 0,0061 nA/s gemessen, wobei die Standard-
abweichung 0,0124 nA/s betragt.

Parallel dazu wurde unter gleichen Bedingungen ein herkoémmli-
ches Verfahren zur Identifizierung vom miDNA-96 durchgefiihrt.
In dem herkédmmlichen Verfahren wird der Chip in einem Schritt
mit dem Gegenstrang-Oligonukleotid (7), der miDNA-96 und dem
Reporter-0Oligonukleotid (11) in Kontakt gebracht und die ers-
te und die zweite Ligation (15, 17) erfolgen ebenfalls in ei-
nem gemeinsamen Schritt. Damit entfdllt gegeniiber dem erfin-
dungsgemalen Verfahren der Schritt des Inkubierens des Chips

bei einer ersten Reaktionsbedingung.

Bei der Identifizierung von miDNA-96 mittels des herkdmmli-
chen Verfahrens wurde eine Signalsteigung von 27,2097 nA/s
gemessen, wobel die Standardabweichung 2,0325 nA/s betragt.
Im Vergleich dazu ist die mittels des erfindungsgemdlBen Ver-
fahrens gemessene Signalsteigung mit 36,6812 nA/s etwa 30%
hoher. Dies zeigt, dass das erfindungsgemdle Verfahren eine
hohere Sensitivitadt gegeniiber dem herkdmmlichen Verfahren

aufweist.
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Fiir die Kontrolle wurde im herkdmmlichen Verfahren eine Sig-
nalsteigung von 0,1921 nA/s gemessen, wobei die Standardab-
weichung 0,0403 nA/s betragt. Im Gegensatz dazu wurde im er-
findungsgemalRen Verfahren lediglich eine Signalsteigung wvon
0,0061 nA/s gemessen. Damit betragt das unspezifische Hinter-
grundsignal des erfindungsgemdfBen Verfahrens weniger als 10%
im Vergleich zu dem herkdmmlichen Verfahren. Dies zeigt, dass
unspezifische Signale durch das erfindungsgemdfBe Verfahren
effektiv verhindert werden. Dadurch weist das erfindungsgema-
Be Verfahren eine hdhere Spezifitat als das herkdmmliche Ver-

fahren auf.

Figur 2 und Figur 3 zeigen das erfindungsgemale Verfahren un-
ter Verwendung einer Nukleinsaure (23, 25), deren Sequenz
nicht oder nur abschnittsweise mit der Sequenz der zu identi-
fizierenden miDNA-96 {iberein stimmt (Figur 2 bzw. 3). Eine
solche Nukleinsaure (23, 25) wird als Negativkontrolle zur
Verifizierung des erfindungsgemalen Verfahrens eingesetzt.
Figur 2 zeigt, dass eine Nukleinsaure (23), deren Sequenz
nicht mit der Segquenz der miDNA-96 liberein stimmt, bei der
Inkubation des Tréadgers (1) bei der Hybridisierungstemperatur
von 45°C nicht mit dem Gegenstrang-Oligonukleotid (7) hybri-
disiert. Daher kann die T4 DNA Ligase das freie Ende des Fan-
ger-0Oligonukleotids (5) nicht mit einem Ende der Nukleinsaure
(23) ligieren. Wahrend der Inkubation des Tréadgers (1) bei der
ersten Reaktionstemperatur von 50°C 1lést sich das Gegen-
strang-0Oligonukleotid (7) von dem Fanger-0Oligonukleotid (5).
Aufgrund des fehlenden Gegenstrang-Oligonukleotids (7) kann
im nachfolgenden Schritt das Reporter-Oligonukleotid (11)
nicht an das Gegenstrang-Oligonukleotid (7) binden. Dadurch
wird das Reporter-0Oligonukleotid (11) bei der zweiten
Reaktitemperatur von dem Trager (1) entfernt, so dass keine
Esterase 2 auf dem Trager (1) verbleibt. Folglich wird beim

Auslesen der Esterase 2 kein Strom gemessen.

Figur 3 zeigt, dass eine Nukleinsaure (25), deren Sequenz ab-
schnittsweise mit der Sequenz der miDNA-96 lberein stimmt,

bei der Inkubation des Trédgers (1) bei der Hybridisierungs-
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temperatur von 45°C in dem Abschnitt, der mit der Sequenz der
MiDNA-96 iUbereinstimmt, mit dem Gegenstrang-Oligonukleotid
(7) hybridisiert. Das erste Ende der Nukleinsadaure (25) und
das freie Ende des Fanger-0Oligonukleotids (5) hybridisieren
mit benachbarten Nukleotiden des Gegenstrang-Oligonukleotids
(7), so dass im nachsten Schritt die T4 DNA Ligase die be-
nachbarten Enden des Fanger-Oligonukleotids (5) und der Nuk-
leinsaure (25) miteinander ligiert. Damit wird die Nuklein-
saure (25) kovalent an das Fanger-Oligonukleotid (5) gebun-
den. Beim Inkubieren des Tragers bei der ersten Reaktionstem-
peratur von 50°C 1ldst sich das Gegenstrang-Oligonukleotid (7)
von dem Fanger-Oligonukleotid (5) und der nur abschnittsweise
hybridisierten Nukleinsaure (25). Die Nukleinsaure (25)
bleibt durch die kovalente Bindung an das Fanger-
Oligonukleotid (5) auf dem Tradger (1). Durch das Fehlen des
Gegenstrang-Oligonukleotids (7) kann das Reporter-
Oligonukleotid (11), das in einem nachfolgenden Schritt hin-
zugefligt wird, nicht an das Gegenstrang-Oligonukleotid (7)
binden und wird beim Waschen des Tragers (1) bei der zweiten
Reaktionstemperatur von 55°C von dem Trager (1) entfernt. Da-
mit verbleibt keine Esterase 2 auf dem Trager (1), so dass

beim Auslesen der Esterase 2 kein Strom gemessen wird.



10

15

20

25

30

35

WO 2015/059040 PCT/EP2014/072291

31

Patentanspriiche

Verfahren zur Detektion und Quantifizierung von mindes-
tens einer einzelstrangigen Ziel-Nukleinsdure (9), umfas-
send die Schritte

a) Bereitstellen mindestens eines festen Tragers (1), auf
dem mindestens ein Fanger-Oligonukleotid (5) immobili-
siert ist;

b) In-Kontaktbringen des Trédgers (1) bei einer ersten
Hybridisierungsbedingung mit mindestens einem Gegen-
strang-0Oligonukleotid (7) und mindestens einer
einzelstrangigen Ziel-Nukleinsaure (9), das Gegenstrang-
Oligonukleotid (7) umfassend eine Oligonukleotid-Sequenz
mindestens abschnittsweise komplementar zu dem Fanger-
Oligonukleotid (5), eine Oligonukleotid-Sequenz komple-
mentar zu der Ziel-Nukleinsdure (9) und eine
Oligonukleotid-Sequenz mindestens abschnittsweise komple-
mentdr zu einem Reporter-0ligonukleotid (11), um das Fan-
ger-0Oligonukleotid (5) mindestens abschnittsweise und die
Ziel-Nukleinsdure (9) mit dem Gegenstrang-Oligonukleotid
(7) zu hybridisieren, so dass ein erstes Ende der Ziel-
Nukleinsdure (9) und ein freies Ende des Fanger-
Oligonukleotids (5) mit benachbarten Nukleotiden des Ge-
genstrang-0Oligonukleotids (7) Basenpaarungen bilden;

c) Ligieren des ersten Endes der Ziel-Nukleinsdure (9)
mit dem freien Ende des Fanger-0Oligonukleotids (5), um
die Ziel-Nukleinsaure (9) kovalent an das Fanger-
Oligonukleotid (5) =zu binden;

d) Inkubieren des Trédgers (1) bei einer ersten Reaktions-
bedingung derart, dass die Ziel-Nukleinsadure (9) nur bei
Gegenwart von an ihrem ersten Ende ligiertem Fanger-
Oligonukleotid (5) mit dem Trager (1) verbunden bleibt
und das Gegenstrang-0Oligonukleotid (7) nur bei Gegenwart
einer Ziel-Nukleinsaure (9), die komplementdr zu der ent-
sprechenden Oligonukleotid-Sequenz des Gegenstrang-
Oligonukleotids (7) und an das freie Ende des Fanger-
Oligonukleotids (5) ligiert ist, mit dem Tra&ger (1) ver-
bunden bleibt;
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e) In-Kontaktbringen des Tragers (1) bei einer zweiten
Hybridisierungsbedingung mit mindestens einem Reporter-
Oligonukleotid (11), das eine Markierung (13) aufweist,
um das Reporter-Oligonukleotid (11) mindestens ab-
schnittsweise mit dem Gegenstrang-Oligonukleotid (7) =zu
hybridisieren, so dass ein zweites Ende der Ziel-
Nukleinsaure (9) und ein erstes Ende des Reporter-
Oligonukleotids (11) mit benachbarten Nukleotiden des Ge-
genstrang-0Oligonukleotids (7) Basenpaarungen bilden;

f) Ligieren des zweiten Endes der Ziel-Nukleinsdure (9)
mit dem ersten Ende des Reporter-Oligonukleotids (11), um
die Ziel-Nukleinsaure (9) kovalent an das Reporter-
Oligonukleotid (11) zu binden;

g) Inkubieren des Trédgers (1) bei einer zweiten Reakti-
onsbedingung derart, dass das Reporter-0Oligonukleotid
(11) nur bei Gegenwart von an ihren beiden Enden ligier-
ter Ziel-Nukleinsaure (9) mit dem Trager (1) wverbunden
bleibt;

h) Auslesen der Markierung (13) des Reporter-

Oligonukleotids (11) auf dem Trager (1).

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass
vor Schritt c¢) und/oder in Schritt d) und/oder vor
Schritt f) und/oder in Schritt g) und/oder vor Schritt h)

zusatzlich ein Waschen des Tragers (1) erfolgt.

Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass
das Waschen des Tragers (1) vor Schritt c¢) bei einer

stringenten Reaktionsbedingung erfolgt.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, dass die Ziel-Nukleinsaure (9) eine

RNA, vorzugsweise eine miRNA, ist.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, dass mindestens zwei verschiedene
Ziel-Nukleinsduren (9), vorzugsweise drei bis 130 ver-

schiedene Ziel-Nukleinsauren (9) gleichzeitig detektiert
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werden, wobei der in Schritt c¢) erzeugte Doppelstrang fir
alle Ziel-Nukleinsduren (9) eine gleiche Schmelztempera-

tur aufweist.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, dass das Fanger-0Oligonukleotid (5)
und/oder das Reporter-0Oligonukleotid (11) ein chimidres
Oligonukleotid, das Ribonukleotide und

Desoxyribonukleotide aufweist, ist.

Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass
ein 3’ -Hydroxyl-Ende des chimaren Oligonukleotids mindes-
tens ein Ribonukleotid, vorzugsweise vier Ribonukleotide

aufweist.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, dass flir das Ligieren eine T4 DNA

Ligase verwendet wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, dass das Gegenstrang-0Oligonukleotid

(7) ein Oligodesoxyribonukleotid ist.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, dass das Auslesen der Markierung
(13) mittels eines ,branched DNA"-Tests erfolgt und das
Reporter-0Oligonukleotid (11) vorzugsweise ein

“Preamplifier™ ist.
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