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(57) Abstract: The invention relates to a device and a method for detecting and
quantifying single-stranded target nucleic acids. The device comprises at least one
solid carrier on which at least one double-stranded capture oligonucleotide and at
least one double-stranded reporter oligonucleotide are immobilised. The capture
oligonucleotide comprises at least one first oligonucleotide sequence that is
partially complementary to a target nucleic acid, and the reporter oligonucleotide
comprises at least one second oligonucleotide sequence that is partially
complementary to the target nucleic acids. The device also comprises a reading
unit for reading a marker of the reporter oligonucleotide on the carrier.

(57) Zusammenfassung: Die FErfindung betrifft eine Vorrichtung und ein
Verfahren zur Detektion und Quantifizierung von einzelstrdngigen Ziel-
Nukleinsduren. Die Vorrichtung umfasst wenigstens einen festen Trager, aut dem
wenigstens ein doppelstringiges Fénger-Oligonukleotid und wenigstens ein
doppelstriangiges Reporter-Oligonukleotid immobilisiert sind. Das Fanger-
Oligonukleotid umfasst wenigstens eine erste Oligonukleotid-Sequenz, welche zu
einer Ziel-Nukleinsduren teilweise komplementdr ist und das Reporter-
Oligonukleotid umfasst wenigstens eine zweite Oligonukleotid-Sequenz, welche
zur Ziel-Nukleinsduren teilweise komplementdr ist. Weiterhin umfasst die
Vorrichtung eine Ausleseeinheit zum Auslesen einer Markierung des Reporter-
Oligonukleotids auf dem Tréger.
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Beschreibung

Vorrichtung und Verfahren zur Detektion und Quantifizierung

von einzelstrangigen Ziel-Nukleinsduren

Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung und ein Verfahren zur
Detektion und Quantifizierung von einzelstrangigen Ziel-

Nukleinsauren.

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 spe-
zifisch an komplementdre Sequenzen von mRNA-Molekiilen anla-
gern und dadurch die Translationsrate der mRNA in das ent-
sprechende Protein veradndern. Die kurzen Nukleinsaure-
Molekiile sind haufig sog. microRNAs (kurz ,miRNAs™), die in
den letzten Jahren zunehmend das Interesse der molekularbio-
logischen und medizinischen Forschung geweckt haben. So konn-
te gezeigt werden, dass ausgewdhlte miRNAs in einem direkten
Zusammenhang mit dem Entstehen bestimmter Krebserkrankungen
wie Brustkrebs, Lungenkrebs oder Leukamie stehen. Dabei wei-
sen die Krebszellen eine erhdhte oder verminderte Anzahl spe-
zifischer miRNAs auf. Auch bei immunologischen Erkrankungen,
wie Rheuma, treten bestimmte miRNAs in verdnderten Konzentra-
tionen auf. Es wird davon ausgegangen, dass allein beim Men-

schen tUber 1000 verschiedene miRNA-Molekiuile vorkommen.

Aufgrund der wachsenden BRedeutung und der Vielzahl von miRNAs
werden Verfahren zu deren spezifischen Identifizierung und
Quantifizierung bendtigt. Es sind verschiedene Verfahren zum
Nachweis von miRNAs bekannt, beispielsweise die Sequenzierung
der miRNAs oder die Amplifikation 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, eine Vorrich-
tung und ein Verfahren zur Detektion von einzelstrangigen
Nukleinsduren bereit zu stellen, welches die genannten Prob-

leme 1lo0st.

Die erfindungsgemdBe Vorrichtung zur Detektion von wenigstens
einer einzelstrangigen Ziel-Nukleinsdure in einer Probe um-
fasst wenigstens einen festen Trager, auf dem wenigstens ein
doppelstrangiges Fanger-0Oligonukleotid immobilisiert ist. Das
Fanger-0Oligonukleotid umfasst einen ersten Fanger- Oligonuk-
leotid-Teilstrang und einen zweiten Fanger- Oligonukleotid-
Teilstrang. Das erste Ende des ersten Fanger-0Oligonukleotid-
Teilstrangs ist fest an den Trédger gebunden. Der zweite Fan-
ger- Oligonukleotid-Teilstrang weist einen ersten Fanger-
Oligonukleotid-Uberhang an der vom Trager abgewandten Seite

auf.

Weiterhin umfasst die erfindungsgemale Vorrichtung ein
doppelstrangiges Reporter-0Oligonukleotid mit einem ersten und
einem zweiten Reporter-0Oligonukleotid-Teilstrang. Ein erstes
Ende des zweiten Reporter-Oligonukleotid-Teilstrangs umfasst
einen ersten einzelstrangigen Reporter-0ligonukleotid-

Uberhang.

Der erste Fianger-Oligonukleotid-Uberhang umfasst wenigstens
eine erste Oligonukleotidsequenz, welche zu einem ersten
Ziel-Nukleinsdurenabschnitt komplementdr ist. Der erste Re-
porter- Oligonukleotid-Uberhang umfasst wenigstens eine zwei-
te Oligonukleotidsequenz, welche zu einem zweiten Ziel-
Nukleinsduren-Abschnitt komplementdr ist. Der erste Fanger-
Oligonukleotid-Uberhang hybridisiert somit mit dem ersten
Ziel-Nukleinsduren-Abschnitt und der erste Reporter- Oligo-
nukleotid-Uberhang hybridisiert mit dem zweiten Ziel-

Nukleinsdure-Abschnitt.

Weiterhin umfasst die erfindungsgemalle Vorrichtung eine Aus-
leseeinheit zum Auslesen einer Markierung des ersten Repor-

ter-Oligonukleotid-Teilstrangs auf dem Trager.
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Das erfindungsgemdlBe Verfahren zur Detektion und Quantifizie-
rung von wenigstens einer einzelstrangigen Zielnukleinsaure
umfasst mehrere Schritte: Bereitstellen wenigstens eines fes-
ten Tragers auf dem wenigstens ein doppelstrangiges Fanger-
Oligonukleotid immobilisiert ist. Das Fanger-Oligonukleotid
umfasst einen ersten Fanger- Oligonukleotid-Teilstrang und
einen zweiten Fanger- Oligonukleotid-Teilstrang. Das erste
Ende des ersten Fanger-0Oligonukleotid-Teilstrangs ist an den
Trager gebunden. Der zweite Fanger- Oligonukleotid-Teilstrang
weist einen ersten Fanger-Oligonukleotid-Uberhang an der vom

Trager abgewandten Seite auf.

Ein weiterer Schritt ist das in Kontaktbringen des Tragers
mit wenigstens einer einzelstrangigen Zielnukleinsaure und
wenigstens einem doppelstrangigen Reporter-0Oligonukleotid bei
einer ersten Hybridisierungsbedingung, wobei das Reporter-
Oligonukleotid einen ersten und einen zweiten Reporter-
Oligonukleotid-Teilstrang umfasst. Ein erstes Ende des zwei-
ten Reporter-0Oligonukleotid-Teilstrangs umfasst einen ersten

einzelstradngigen Reporter-0Oligonukleotid-Uberhang.

Der erste Fianger- Oligonukleotid-Uberhang umfasst wenigstens
eine erste Oligonukleotidsequenz, welche zu einem ersten
Ziel-Nukleinsduren-Abschnitt komplementdr ist. Weiterhin um-
fasst der erste Reporter- Oligonukleotid-Uberhang wenigstens
eine zweite Oligonukleotidsequenz, welche zu einem zweiten
Ziel-Nukleinsduren-Abschnitt komplementdr ist, derart, dass
der erste Fanger-Oligonukleotid-Uberhang mit dem ersten Ziel-
Nukleinsduren-Abschnitt und dem ersten Reporter- Oligonukleo-
tid-Uberhang mit dem zweiten Ziel-Nukleinsiduren-Abschnitt

hybridisieren.

Das Verfahren umfasst weiterhin den Schritt Ligieren der Ziel
-Nukleinsadaure an den ersten Fanger- Oligonukleotid-Teilstrang
und an den ersten Reporter-0Oligonukleotid-Teilstrang mittels
einer Ligase. Weiterhin umfasst es ein erstes Waschen des

Tragers bei stringenten Waschbedingungen derart, dass der
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Trager von nicht ligierten Nukleinsduren gereinigt wird. Ein
weiterer Schritt ist das Auslesen einer Markierung des ersten

Reporter-0Oligonukleotid-Teilstrangs auf dem Trager.

Der Begriff Ziel-Nukleinsdure bezeichnet eine einzelstrangige
Nukleinsdure mit einer Lange von insbesondere etwa 17 bis et-
wa 50 Nukleotiden. Die Nukleinsaure kann eine RNA oder eine
DNA sein. Insbesondere sind die Nukleinsduren natirlich vor-
kommende Nukleinsduren sowie chemisch hergestellte oder re-

kombinant hergestellte Nukleinsduren.

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 Begriff ,Hybridisierungsbedingung“ bezeichnet mindestens
einen Parameter oder eine Kombination von Parametern, bei
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.

Mittels der erfindungsgemalen Vorrichtung und des erfindungs-
gemalen Verfahrens wird die Spezifitdt der Analyse der Ziel-
Nukleinsdure deutlich erhoht. Die Ziel-Nukleinsdure wird
vollstandig an das Reporter- und das Fanger-0Oligonukleotid
gebunden. Somit wird jede BRase analysiert ohne definierte Ab-

schnitte der Ziel-Nukleinsdure auszulassen. Vorteilhaft wird
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dadurch die Diskriminierung von Ziel-Nukleinsduren, die sich

in randstandigen Nukleotiden unterscheiden verbessert.

Weiterhin wird die Sensitivitadt vorteilhaft erhdéht. Nach dem
Schritt der Hybridisierung der Ziel-Nukleinsaure an den Dop-
pelstrang des Fanger-Oligonukleotids, bzw. des Reporter-
Oligonukleotids, und nach der anschlieRenden Ligation der
Ziel-Nukleinsdure mit dem Fanger-0Oligonukleotid und dem Re-
porter-0Oligonukleotid ist die Ziel-Nukleinsdure sowohl fest
an den Trager, als auch fest an die Markierung gebunden. Im
Waschschritt werden somit sehr gezielt nur ungebundene oder
schwach gebundene Reporter-Oligonukleotide oder Nicht-Ziel-
Nukleinsduren vom Trager entfernt. Vorteilhaft verringert
dies falsch-positive Signale erheblich und erhéht somit die
Sensitivitat. Durch die Erhdhung der Sensitivitat kann vor-
teilhaft ein Amplifizieren der Ziel-Nukleinsaure vor einer

Analyse vermieden werden.

Das erfindungsgemdlBe Verfahren ist ein quantitatives Messver-
fahren, welches vorteilhaft sehr geringe Testzeiten zum Nach-

weise der Ziel-Nukleinsdure bendtigt.

In einer vorteilhaften Weiterbildung und Ausgestaltung der
Erfindung umfasst der erste Fanger-Oligonukleotid-Uberhang
und/oder der erste Reporter-Oligonukleotid-Uberhang acht bis
25 Basen. Die Linge des jeweiligen Uberhangs héngt von der
Léange der Ziel-Nukleinsadure ab. Die Ziel-Nukleinsadure bezie-
hungsweise deren Komplementarsequenz wird auf den Reporter-
und Fanger- Oligonukleotid-Uberhang aufgeteilt. Diese Auftei-
lung erfolgt typischerweise derart, dass jedes Nukleotid der
Zielnukleinsdure an einen Reporter- oder Fanger-Uberhang hyb-
ridisiert werden kann. Es ist aber auch denkbar, dass eine
Nukleotidfolge oder eine einzelne BRase der Ziel-Nukleinsaure
weder an das Reporter-Oligonukleotid noch an das Fanger-
Oligonukleotid gebunden ist. Dies ist insbesondere zur Detek-

tion von Einzelnukleotid-Polymorphismen vorteilhaft.
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In einer weiteren vorteilhaften Ausgestaltung und Weiterbil-
dung der Erfindung umfasst das erste Ende des ersten Fanger-
Oligonukleotid-Teilstrangs sechs Thyminbasen. Das Fanger-
Oligonukleotid ist vorteilhaft mit wenigstens einer

Thyminbase an den Trager gebunden.

In einer weiteren vorteilhaften Ausgestaltung und Weiterbil-
dung der Erfindung weist der erste Reporter-0Oligonukleotid-
Teilstrang die Markierung auf. Besonders bevorzugt weist der
erste Reporter-0Oligonukleotid-Teilstrang die Markierung an
seinem zum Trager, bzw. zur Ziel-Nukleindure, distalen Ende
auf. Die Markierung wird dann wahrend der Ligation fest lber
die Ziel-Nukleinsdure und den ersten Fanger-Oligonukleotid-

Teilstrang an den Trager gebunden.

In einer weiteren vorteilhaften Ausgestaltung und Weiterbil-
dung der Erfindung ist die Ligase eine T4-DNA-Ligase. Die T4-
DNA Ligase ist ein Enzym, das die ATP-abhangige Ligation wvon
zwel einzelstrdangigen RNA- oder DNA-Molekiilen katalysiert.
Dabei wird eine kovalente Bindung des 3’ -Hydroxylendes eines
ersten Nukleinsdure-Molekiils an das 5’ -Phosphorylende eines
zweiten Nukleinsdure-Molekiils hergestellt. Die T4-DNA Ligase
kann insbesondere zwei DNA-Molekille miteinander, zwei RNA-
Molekiille miteinander sowie ein DNA-Molekiill mit einem RNA-
Molektil ligieren. Dies ist erforderlich, da das Repoter- und
das Fanger-Oligonukleotid typischerweise DNA-Nukleotide um-
fassen und die Ziel-Nukleinsdure typischerweise RNA-
Nukleotide umfasst. Allerdings ligiert die T4-DNA Ligase nur
das 5'-Ende einer DNA mit einem 3‘'-Ende einer RNA. Sie 1i-
giert nicht ein 3‘'-Ende der DNA mit einem 5‘'-Ende der RNA.
Daher wird in einer weiteren vorteilhaften Ausgestaltung und
Weiterbildung der Erfindung das 3‘'-Ende der DNA mit wenigs-
tens einem, bevorzugt vier, RNA-Nukleotiden als Chimar syn-
thetisiert, um eine Ligation zu ermdglichen. Dies betrifft
insbesondere den ersten Fanger-Oligonukleotid-Teilstrang.
Dieser ist mit seinem 5‘'-Ende an den Tradger gebunden. Das 3'-
Ende des ersten Fanger-Oligonukleotid-Teilstrangs wird hier

mit dem 5'-Ende der Ziel-Nukleinsdure ligiert. Es ist aber
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ebenso denkbar, dass die Orientierung der Teilstrange gegen-

laufig auf dem Trager gebunden ist.

Weiterhin muss zur Ligation von DNA und RNA mit der T4-DNA-
Ligase das 5'-Ende der DNA und der RNA phosphoryliert sein.
Die Ziel-Nukleinsdure ist insbesondere eine miRNA. Diese
liegt bereits natiirlich im Koérper phosphoryliert vor. Das Re-
porter- oder das Fanger-Oligonukleotid muss entsprechend

phosphoryliert synthetisiert werden.

Allgemein missen flur die T4-DNA-Ligase zusammenfassend fol-
gende Voraussetzungen zur Ligation gegeben sein: Die zu 1li-
gierenden 5‘'-Enden miissen phosphoryliert vorliegen. Im Falle,
dass die Ziel-Nukleinsidure eine RNA ist, miissen die zu ligie-
renden 3'-Enden des Reporter- oder Fanger-0Oligonukleotids
RNA-Nukleotide umfassen. Dies kann als RNA-Strang oder als
Chimédr ausgebildet sein, wobei das Chimadr grundsatzlich

stabiler ist.

In einer weiteren vorteilhaften Ausgestaltung und Weiterbil-
dung der Erfindung erfolgt vor dem Ligieren ein zweites Wa-
schen des Tragers bei milden Waschbedingungen. Bei milden
Waschbedingungen ist die Salzkonzentration gegeniiber den har-
schen Waschbedingungen erhéht und/oder die Temperatur ernied-
rigt. Bei harschen Waschbedingungen wird hingegen mit niedri-
gen Salzkonzentrationen und/oder hohen Temperaturen gewa-

schen.

In einer weiteren vorteilhaften Ausgestaltung und Weiterbil-
dung der Erfindung werden wenigstens zweil unterschiedliche

Ziel-Nukleinsduren, vorzugsweise 3 bis 130 unterschiedliche
Nukleinsduren, gleichzeitig ausgelesen. Vorteilhaft ist der

Trager dann als Chip ausgebildet.

In einer weiteren vorteilhaften Ausgestaltung und Weiterbil-

dung der Erfindung wird die Ligation bei 37 °C durchgefihrt.
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In einer weiteren vorteilhaften Ausgestaltung und Weiterbil-
dung der Erfindung erfolgt das Auslesen der Markierung mit-
tels eines ,branched DNA"-Tests und das Reporter-
Oligonukleotid ist vorzugsweise ein “Preamplifier™. Der
.pbranched DNA"-Test (,branched DNA", auf deutsch: verzweigte
DNA), der auch unter der Bezeichnung ,branched DNA Assay“ be-
kannt ist, ist ein Signalamplifizierungs-Assay zur
Amplifizierung des Reportersignals. Dazu wird ein sogenannter
"Preamplifier" (auf deutsch: Vorverstarker) eingesetzt, der
direkt oder indirekt an die nachzuweisende Ziel-Nukleinsdure
hybridisiert. In nachfolgenden Schritten werden sogenannte
"Amplifier" (auf deutsch: Verstarker) an den ,Preamplifier™
hybridisiert. ,Preamplifier™ und ,Amplifier™ sind kurze ein-
zelstrangige Oligodesoxyribonukleotide. Dabei sind die
LAmplifier™ verzweigte Oligodesoxyribonukleotide, die Repor-
termolekiile binden. Die Signalamplifizierung wird erreicht,
indem mehrere ,Amplifier™ an einen ,Preamplifier™ binden und
jeder ,Amplifier™ typischerweise mehrere Reportermolekiile
bindet.

Durch eine 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. In Abhdngigkeit
der eingesetzten Markierung, insbesondere Enzym-Markierung
oder bDNA-Test, kodnnen insbesondere beim Einsatz eines Enzyms
bei Testzeiten kleiner als 30 Minuten Konzentrationen der
Ziel-Nukleinsdure von kleiner 10 pM detektiert werden. Fir
den Einsatz eines bDNA-Test sind fiir Testzeiten kleiner als
45 Minuten Konzentrationen von kleiner als 100fM
detektierbar.

Die Erfindung wird nachfolgend unter Bezugnahme auf die

Zeichnungen noch weiter erlautert.

Fig. 1 zeigt schematisch die Schritte des Verfahrens zur

Analyse einer RNA zu den Zeitpunkten tl bis tb.
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Fig. 2 zeigt schematisch einen Trager mit zwei Fanger-

Oligonukleotiden zum Zeitpunkt tl.

Fig. 3 zeigt schematisch einen Trager mit zwei Fanger-
Oligonukleotiden, zwei Reporter-0Oligonukleotiden und

zwel miRNAs zum Zeitpunkt t2.

Fig. 4 zeigt schematisch einen Trager mit zwei Fanger-
Oligonukleotiden und einem Reporter-Oligonukleotid

zum Zeitpunkt t2%'.

Fig. 5 zeigt schematisch einen Trager mit zwei Fanger-
Oligonukleotiden und zwei Reporter-Oligonukleotiden,

zwel miRNAs und den T4-DNA Ligasen zum Zeitpunkt t3.

Fig. 6 zeigt schematisch die miRNA mit einem Fanger-
Oligonukleotid-Einzelstrang und mit einem Reporter-

Oligonukleotid-Einzelstrang ligiert zum Zeitpunkt t4.

Fig. 7 zeigt schematisch Fanger-Oligonukleotid-Einzelstrang
nach harschen Waschbedingungen ohne miRNA Anwesenheit

zum Zeitpunkt t4‘.

Figur 1 zeigt schematisch die Schritte des Verfahrens zur De-
tektion und Quantifizierung einer miRNA. In diesem Beispiel
ist die Ziel-Nukleinsdure eine miRNA mit dem Namen miR-16 5.
MiR-16 5 ist eine miRNA, welche in Lymphozyten die Expression
des antiapoptotischen Proteins Bcl-2 vermindern kann. Das
Verfahren lasst sich beispielhaft in finf Schritte in Gegen-
wart der miRNA 5 unterteilen (Schritte tl, t2, t3, t4 und
t5). In Abwesenheit einer Ziel-Nukleinsaure 5 umfasst das
Verfahren in diesem Beispiel die Schritte tl, t2%', t4' und
£S5,

In Schritt tl erfolgt das Bereitstellen eines Tragers 1 mit
daran immobilisierten doppelstridngigen Fanger-

Oligonukleotiden 2 (Figur 2). Hierbei ist der erste Fanger-
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Oligonukleotid-Teilstrang 14 mit einem erste Ende eines zwei-
ten einzelstridngigen Fanger-Oligonukleotid-Uberhangs 3 tber
einen Spacer fest an den Trager 1 gebunden, d.h. immobili-
siert. Der Spacer umfasst insbesondere sechs Thymin-Basen.
Alternativ kann der erste Fanger-0Oligonukleotid-Teilstrang 14
mit dem ersten Ende an den Trager gebunden sein, wobei kein

Oligonukleotid-Uberhang vorhanden ist.

Der erste einzelstringige Fanger-Oligonukleotid-Uberhang 4
umfasst eine Oligonukleotid-Sequenz, welche zur Ziel-

Nukleinsdure miR-16 5 abschnittsweise komplementdr ist.

Im zweiten beispielhaften Verfahrensschritt zum Zeitpunkt t2
bzw. t2' (Figur 3 und 4) wird nun das Reporter-Oligonukleotid
6 zum System hinzugegeben und die biologische Probe iiber den

Trager 1 gefuhrt.

Flir den Fall, dass die biologische Probe die Zielnukleinsaure
miR-16 5 umfasst, ist dieser Schritt in Figur 3 gezeigt. In
Figur 3 ist schematisch dargestellt, dass das Fanger-
Oligonukleotid 2 mit seinem ersten Fanger-Oligonukleotid-
Uberhang 4 mit einem ersten Abschnitt der miR16 5 hybridi-
siert. Weiterhin ist zu sehen, dass ein zweiter Abschnitt der
miR-16 an einen zweiten Reporter-0Oligonukleotid-Uberhang 8,
welcher komplementdr zu dem zweiten Abschnitt der miR-16 ist,
hybridisiert. Das Reporter-Oligonukleotid 6 umfasst an einem
zweliten Reporter-Oligonukleotid-Uberhang 9 eine Markierung 7.
Alternativ konnen die beiden Reporter-0Oligonukleoid-
Teilstradange 16, 17 am vom Trager aus gesehen distalen Ende

keinen Uberhang haben, sondern in etwa gleich lang sein.

In diesem Beispiel sind die einzelstrangigen Abschnitte des
Fanger-0Oligonukleotids 4 und des Reporter-Oligonukleotids 9
in der Weise komplementdar, dass kein freier Sequenzabschnitt
in der Mitte der miRNA 5 frei bleibt. Weiterhin umfasst der
Reporter-0Oligonukleotid-Teilstrang ohne Markierung den zu ei-

nem Abschnitt der Ziel-Nukleinsidure komplementdren Abschnitt.
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Fiir den Fall, dass die biologische Probe keine Ziel-
Nukleinsdure miR-16 5 umfasst, ist der Schritt zum Zeitpunkt
t2' in Figur 4 schematisch dargestellt. Auch ohne die Anwe-
senheit einer Ziel-Nukleinsadure 5 kodnnen zwischen Reporter-
Oligonukleotid 6 und Fanger-Oligonukleotid 2 schwache und un-

spezifische Bindungen entstehen.

In einem nachsten Verfahrensschritt zum Zeitpunkt t3 (Figur
5) wird nun Ligase zu dem System hinzugefiigt. In diesem Bei-
spiel handelt es sich um eine T4-DNA Ligase 13. Diese Ligase
verbindet den ersten Fanger-Oligonukleotid -Teilstrang 14 an
der Ligationsstelle 10 mit der miRNA 5 und dem ersten Repor-
ter-Oligonukleotid-Teilstrang 16. Diese Verbindungen sind ko-
valente Bindungen. Das bedeutet, dass der erste Fanger-
Oligonukleotid-Teilstrang 14, die miRNA 5 und der erste Re-
porter-Oligonukleotid-Teilstrang 16 fest miteinander verbun-
den sind. Zur Ligation der Einzelstrange 14, 5, 16 ist es er-
forderlich, dass diese unmittelbar aneinander grenzen. Dies
wird dadurch gewidhrleistet, dass die beiden Uberhinge 4, 9

die miRNA 5 vollstandig komplementar binden.

Fiir den Fall, dass keine Ziel-Nukleinsdure 5 in der biologi-
schen Probe vorliegt, kann die T4-DNA-Ligase 13 die Enden des
Fanger-0Oligonukleotids 2 und des Reporter-Oligonukleotids ©

nicht mit der Ziel-Nukleinsdure 5 ligieren.

Der Tradger 1 wird anschlieBend bei einer Temperatur von 55°C
fir 10 Minuten mit einer salzhaltigen Pufferldsung gewaschen.
Dadurch werden, in Anwesenheit der miR-16 5, die Basen-
Paarungen des zweiten Fanger-Oligonukleotidteilstrangs 15 und
des zweiten Reporter-0Oligonukleotidteilstrangs 17 auf-
geschmolzen und die geldsten Einzelstrang-Oligonukleotide 15,
17 mit dem Waschen entfernt. Dieser Waschschritt erfolgt mit

einem Niedrigsalzpuffer.

Ist keine miR-16 5 vorhanden, 1lost sich wahrend des Waschens
des Tragers 1 bei 55°C unspezifisch gebundenes Reporter-

Oligonukleotid 6 von dem Fanger-Oligonukleotid 2 ab. Das Re-
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porter-0Oligonukleotid 6 wird somit vom Trager 1 entfernt, so
dass keine Markierung 7 auf dem Trager 1 verbleibt. Folglich
wird beim Auslesen der Markierung 7 kein Signal gemessen. Fi-
gur 7 zeigt das Fanger-0Oligonukleotid 2 nach diesem Waschpro-

VASISICIEN

Auch fir den Fall, dass eine miRNA anwesend ist, welche nicht
komplementar zu dem Fanger-Oligonukleotid 2 oder Reporter-
Oligonukleotid 6 ist, wird das Reporter-Oligonukleotid 6 mit
der Markierung 7 weggewaschen, da keine kovalente Bindung
nach einer Ligation vorliegt. Somit wird auch kein Signal er-
zeugt. Dies sichert eine hohe Spezifitat des Verfahrens filr

die jeweilige Ziel-miRNA.

AnschlielBend wird der Trager 1 auf eine Auslesetemperatur von
37°C gebracht bei der die Markierung 7 auf dem Tridger 1 aus-
gewertet wird. Als Markierung 7 wird ein Enzym an das Repor-
ter-Oligonukleotid 6 gekoppelt. In diesem Beispiel ist das
Enzym bereits zu Beginn des Detektionsverfahrens an das Re-
porter-0Oligonukleotid als Markierung gebunden. Alternativ
kann die Kopplung des Enzyms in einem weiteren Verfahrens-

schritt an das Reporter-Oligonukleotid gebunden werden.

Zum Auslesen eines Signals wird ein Substrat auf den Trager 1
gegeben, das vom Enzym umgesetzt wird. Das Produkt dieser Re-
aktion wird elektrochemisch durch ein Redoxcycling an zwei
Elektroden gemessen. Als Reporter-Enzym kann eine Esterase
oder eine alkalische Phosphatase verwendet werden. Alternativ
zu einer einfachen Enzymkopplung an das Reporter-
Oligonukleotid 6, kann auch eine Signalamplifikation mit Hil-
fe eines ,branched DNA“-Tests erfolgen. Dabei bildet in die-
sem Bespiel der ,Preamplifier™ des bDNA Assays den Teilstrang

des Reporters, der an die Ziel-Nukleinsdure ligiert wird.
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Patentanspriiche

1. Vorrichtung (20) zur Detektion von wenigstens einer
einzelstrangigen Ziel-Nukleinsdaure (5) in einer Probe, umfas-
send:

- wenigstens einen festen Trager (1), auf dem wenigstens ein
doppelstrangiges Fanger-0Oligonukleotid (2) immobilisiert ist,
wobei das Fanger-0Oligonukleotid (2) einen ersten Fanger- 0Oli-
gonukleotid-Teilstrang (14) und einen zweiten Fanger- Oligo-
nukleotid-Teilstrang (15) umfasst, wobei ein erstes Ende des
ersten Fanger-Oligonukleotid-Teilstrangs (14) fest an den
Trager gebunden ist und wobei der zweite Fanger- Oligonukleo-
tid-Teilstrang (15) einen ersten Fanger-Oligonukleotid-
Uberhang (4) an der vom Tradger (1) abgewandten Seite auf-
weist,

- wenigstens ein doppelstrangiges Reporter-0Oligonukleotid (6)
mit einem ersten und einem zweiten Reporter-0Oligonukleotid-
Teilstrang (16, 17), wobei ein erstes Ende des zweiten Repor-
ter-0Oligonukleotid-Teilstrangs (17) einen ersten
einzelstriangigen Reporter-0Oligonukleotid-Uberhang (9) um-
fasst,

- und wobei der erste Fianger-Oligonukleotid-Uberhang (4) we-
nigstens eine erste Oligonukleotid-Sequenz umfasst, welche zu
einem ersten Ziel-Nukleinsduren-Abschnitt komplementdr ist,
und wobei der erste Reporter-0Oligonukleotid-Uberhang (9) we-
nigstens eine zweite Oligonukleotid-Sequenz umfasst, welche
zu einem zweiten Ziel-Nukleinsduren-Abschnitt komplementar
ist, um den ersten Fanger-0Oligonukleotid-Teilstrang (4) mit
dem ersten Ziel-Nukleinsduren-Abschnitt und den ersten Repor-
ter-Oligonukleotid-Uberhang (9) mit dem zweiten Ziel-
Nukleinsduren-Abschnitt zu hybridisieren;

- eine Ausleseeinheit zum Auslesen einer Markierung (7) des
ersten Reporter-Oligonukleotid-Teilstrangs (16) auf dem Tra-

ger (1).

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, wobei der erste Fanger-
Oligonukleotid-Uberhang (4) und/oder der erste Reporter-
Oligonukleotid-Uberhang (9) acht bis 25 Basen umfassen.
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3. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 oder 2, wobei das
erste Ende des ersten Fanger-0Oligonukleotid-Teilstrangs (14)

sechs Thymin-Basen umfasst.

4. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei der
erste Fanger-0Oligonukleotid-Teilstrang als Chimdr mit wenigs-
tens einem, insbesondere mit vier, RNA-Nukleotiden an seinem

3'-Ende ausgebildet ist.

5. Verfahren zur Detektion und Quantifizierung von wenigstens
einer einzelstrangigen Ziel-Nukleinsdure (5) mit den Schrit-
ten:

a) Bereitstellen wenigstens eines festen Tragers (1) auf dem
wenigstens ein doppelstrangiges Fanger-0Oligonukleotid (2) im-
mobilisiert ist, wobei das Fanger-Oligonukleotid (2) einen
ersten Fanger-Oligonukleotid-Teilstrang (14) und einen zwei-
ten Fanger- Oligonukleotid-Teilstrang (15) umfasst, wobei ein
erstes Ende des ersten Fanger-0Oligonukleotid-Teilstrangs (14)
fest an den Trager gebunden ist und wobei der zweite Fanger-
Oligonukleotid-Teilstrang (15) einen ersten Fanger-
Oligonukleotid-Uberhang (4) an der vom Trager (1) abgewandten
Seite aufweist,

b) In -Kontaktbringen des Tragers (1) mit wenigstens einer
einzelstrangigen Ziel-Nukleinsaure (5) und wenigstens einem
doppelstrangigen Reporter-Oligonukleotid (6) bei einer ersten
Hybridisierungsbedingung,

- wobei das Reporter-Oligonukleotid (6) einen ersten und ei-
nen zweiten Reporter-0Oligonukleotid-Teilstrang (16, 17) um-
fasst, wobei ein erstes Ende des zweiten Reporter-
Oligonukleitd-Teilstrangs (17) einen ersten einzelstrangigen
Reporter-0Oligonukleotid-Uberhang (9) umfasst,

- und wobei der erste Fianger-Oligonukleotid-Uberhang (4) we-
nigstens eine erste Oligonukleotid-Sequenz umfasst, welche zu
einem ersten Ziel-Nukleinsduren-Abschnitt komplementdar ist,

- und wobei der erste Reporter-0Oligonukleotid-Uberhang (9)
wenigstens eine zweite Oligonukleotid-Sequenz umfasst, welche

zu einem zweiten Ziel-Nukleinsduren-Abschnitt komplementar
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ist, derart, dass der erste Fianger-Oligonukleotid-Uberhang
(4) mit dem ersten Ziel-Nukleinsaduren-Abschnitt und dem ers-
ten Reporter-0Oligonukleotid-Uberhang (9) mit dem zweiten
Ziel-Nukleinsduren-Abschnitt hybridisieren;

c) Ligieren der Ziel-Nukleinsaure (5) an den ersten Fanger-
Oligonukleotid-Teilstrang (14) und an den ersten Reporter-
Oligonukleotid-Teilstrang (16) mittels einer Ligase (13);

d) Erstes Waschen des Tragers (1) bei stringenten Waschbedin-
gungen derart, dass der Trager (1) von nicht-ligierten Nukle-
insduren gereinigt wird;

e) Auslesen einer Markierung (7) des ersten Reporter-

Oligonukleotid-Teilstrangs (16) auf dem Trager (1).

6. Verfahren nach Anspruch 5 mit einer RNA als Ziel-

Nukleinsdure.

7. Verfahren nach Anspruch 6 mit einer miRNA (5) als RNA.

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 5 bis 7 mit einer
T4-DNA-Ligase (13) als Ligase.

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 5 bis 8, wobei vor dem
Ligieren ein zweites Waschen des Tragers (1) bei milden

Waschbedingungen erfolgt.

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 5 bis 9, wobei wenigs-
tens zwel unterschiedliche Ziel-Nukleinsduren, vorzugsweise
drei bis 130 unterschiedliche Nukleinsduren gleichzeitig aus-

gelesen werden.

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 5 bis 10, wobei die

Ligation bei 37°C durchgeftihrt wird.

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 5 bis 11, wobei das
Auslesen der Markierung (7) mittels eines ,branched DNA"-
Tests erfolgt und das Reporter-0Oligonukleotid (6) vorzugswei-

se ein “Preamplifier™ ist.
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