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Abstract: Die Bedeutung der MicroRNA(miRNA)-Dysregu-
lierung fîr die Entwicklung und den Fortschritt von Krank-
heiten sowie die Entdeckung stabiler miRNA in peripherem
Blut haben diese kurzen Nukleins�uren zu Biomarkern der
n�chsten Generation gemacht. Hier pr�sentieren wir einen
vollkommen homogenen Multiplex-miRNA-FRET-Test, der
sorgf�ltiges biophotonisches Design mit verschiedenen RNA-
Hybridisierungs- und Ligationsschritten kombiniert. Im Ver-
gleich zum Stand der Technik in der miRNA-Detektion bietet
der Einzelschritt-Einzeltemperatur- und amplifikationsfreie
Assay eine einzigartige Kombination von Leistungsparame-
tern. Pr�zise Multiplex-Quantifizierung von miRNA-20a, -20b
und -21 in Konzentrationen zwischen 0.05 und 0.5 nm in einer
einzigen 150-mL-Probe und Nachweisgrenzen zwischen 0.2
und 0.9 nm in 7.5-mL-Serumproben zeigen die Anwendbarkeit
der Technologie sowohl fîr die Hochdurchsatzanalyse als auch
die patientennahe klinische Diagnostik.

Mehr als die H�lfte der menschlichen Gene wird von
microRNAs (miRNAs) reguliert, und ein Typ von miRNA
kann mehrere hundert Zielgene regulieren.[1–3] Wegen ihrer
Bedeutung in der Krankheitsentwicklung sind miRNAs zu
Biomarker der n�chsten Generation fîr die Diagnose und
Prognose von Krankheiten geworden.[4–6] Dies hat zu einer
starken Nachfrage nach Routineanalysen zum quantitativen
Nachweis der miRNA-Dysregulierung in Zellen, Gewebe
und Blut gefîhrt.[7, 8] Zwei der grçßten Nachteile fîr die
Entwicklung von spezifischen und sensitiven miRNA-De-
tektionstechnologien sind die kurzen Sequenzen (19 bis 25
Nukleotide) und starken Sequenz�hnlichkeiten, die in kom-
plexen Proben mit vielen verschiedenen miRNAs (und pre-
miRNAs) in unterschiedlichen Konzentrationen unter-
scheidbar sein mîssen.[9] Durch hohe Schmelztemperaturun-
terschiede aufgrund der Sequenzvariabilit�t von miRNAs
sind hybridisierungsbasierte Detektionsformate nur schwer
auf große Expressionsprofiling-Studien anwendbar. Auf der
anderen Seite limitieren praktische Probleme der Pr�ampli-

fikation in der klinischen Praxis, die Notwendigkeit von
miRNA-Markierung oder indirekter Amplifikation und
Konvertierungsschritte in komplement�re DNA (oft die pri-
m�re Ursache von Variationen) die Anwendbarkeit von Po-
lymerasekettenreaktion(PCR)-basierten Technologien in ro-
busten und reproduzierbaren Sensoren fîr die klinische
Diagnostik.[10, 11] Biologische Ablagerungen an Oberfl�chen,
niedriger Durchsatz, Schwierigkeiten bei der Hochskalierung
oder Miniaturisierung, zeitraubende und arbeitsintensive
Vorbereitungs- und Trennschritte und sehr anspruchsvolle
und teure Analysetechniken sind weitere Probleme, die die
Anwendung in der klinischen Diagnostik begrenzen kçnnen.

Eine �bersicht îber die vielen miRNA-Detektionstech-
nologien und ihre Leistungsparameter bezîglich diagnosti-
scher Anwendungen ist in Tabelle 1A dargestellt. Die große
technologische Vielfalt und die Bedeutung der spezifischen
Anforderungen an unterschiedliche Probenbedingungen und
Diagnosezwecke veranschaulichen die Tatsache, dass eine
perfekte miRNA-Detektionstechnologie nicht existiert.
Obwohl quantitative reverse Transkriptase-PCR (qRT-PCR)
den sensitiven Nachweis von nur einigen miRNA-Kopien
ermçglicht und Microarrays die parallele Detektion von
vielen unterschiedlichen miRNAs erlauben, sind neue tech-
nologische Entwicklungen, die Benutzerfreundlichkeit mit
schneller Zubereitung, Detektion und Analyse, Multiplexing
und hoher Empfindlichkeit kombinieren, um die steigende
Nachfrage von klinischer miRNA Diagnostik zu befriedigen,
nicht kommerziell erh�ltlich. Darîber hinaus w�re es sehr
vorteilhaft, wenn solche Techniken leicht auf andere Nukle-
ins�ure-basierte Biomarker, wie z.B. sequenzspezifische
DNA-Targets, die eine wichtige Rolle in der Diagnose und
Therapie von genetischen Krankheiten,[12] in der Typifizie-
rung und Verfolgung von Infektionserregern,[13] in der Fo-
rensik,[14] und in der Detektion von Einzelnukleotid-Poly-
morphismen (SNPs) antiker DNAs spielen,[15] îbertragen
werden kçnnten. Unser Fluoreszenztest bietet eine einzigar-
tige Kombination von diagnostischen Leistungsparametern
(Tabelle 1 B), welche durch eine sorgf�ltige Implementierung
mehrerer spektroskopischer Technologien (FRET, Zeitfens-
ter-Fluoreszenzdetektion, Farbmultiplexing, Korrektur von
biospektralem Nebensprechen) in ein vielseitiges Nuklein-
s�ure-Test-Design mit unterschiedlichen Hybridisierungs-
und Ligationsschritten ermçglicht wird.

Die optische Detektion basiert auf Zeitfenster-Fluores-
zenzdetektion mit Fçrster-Resonanzenergietransfer („time-
gated FRET“: TG-FRET)[16] vom lumineszierenden Terbi-
umkomplex Lumi4-Tb (Tb)[17] auf verschiedene organische
Farbstoffe (Cy3.5, Cy5 und Cy5.5). Tb hat vier helle und
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schmale Photolumineszenz(PL)-Emissionsbanden, die mit
den Absorptionsspektren der drei verschiedenen Farbstoffe
îberlappen (Abbildung 1a,b). Fîr die FRET-Paare Tb-Cy3.5,
Tb-Cy5, und Tb-Cy5.5 betrugen die Fçrster-Radien 6.5 nm,
6.3 nm und 5.7 nm. Dieser „Einzeldonor-multiple-Akzepto-
ren“-Ansatz erlaubt Triplex-Tb-auf-Farbstoff-FRET. Um
spektrales Nebensprechen der Tb-PL in die Farbstoffdetek-
tionskan�le als auch zwischen den verschiedenen Farbstoff-
kan�len (Abbildung 1b) zu vermeiden, verwendeten wir
unser vor kurzem entwickeltes Korrekturverfahren fîr Im-
munassays,[18] welches dem Multiplex-miRNA-Nachweis an-
gepasst wurde (siehe unten).

Die extrem lange Lebensdauer des angeregten Zustands
von Tb (� 2.7 ms) wurde zur Zeitfenster-Fluoreszenzdetek-
tion genutzt, welche effizient die Hintergrundfluoreszenz der
Probe unterdrîckte und zum hochempfindlichen Nachweis
von miRNA ohne Amplifikation verwendet werden konnte.
Durch ein flexibles Assay-Design (Abbildung 2) konnten die
Donor-Akzeptor-Abst�nde fîr eine Triplex-Signal�nderung
im Zeitfenster von 0.05 bis 0.15 ms optimiert werden. Weil
frei diffundierende Tb- und Farbstoff-Oligonukleotide immer
in den Assays vorhanden waren (homogener Test ohne
Waschschritte), fîhrte die Zugabe von geringen miRNA-
Konzentrationen zu relativ schwacher FRET-Desaktivierung
der Tb-PL, wie in Abbildung 1c gezeigt. Die Farbstoff-Ak-
zeptoren wurden jedoch sehr stark FRET-sensibilisiert (siehe
Abbildung 1d).

Der Nukleins�ure-Assay wurde entwickelt, um Wasch-
oder Trennschritten zu vermeiden und zur Anwendung auf
einem klinischen Fluoreszenzimmunoassay-Plattenleseger�t
konditioniert (KRYPTOR, Cezanne/Thermofisher). Er
kombiniert unterschiedliche Hybridisierungs- und Ligations-
schritte fîr die Sonden-Target-Erkennung, welche die Ver-
wendung einer konstanten und niedrigen Arbeitstemperatur
(� 37 88C, unempfindlich gegen Stçrungen von pre-miRNA)
selbst fîr RNAs oder DNAs mit sehr unterschiedlichen
Schmelztemperaturen (Tm) ermçglichen. Das Hybridisie-
rungs/Ligations-Konzept bietet maximale Selektivit�t, Sensi-
tivit�t und Flexibilit�t fîr eine einfache Anpassung an jede
kurze Nukleins�uresequenz. Das Arbeitsprinzip ist in Ab-
bildung 2 dargestellt. Die Sonde besteht aus zwei FRET-
Oligonukleotiden (FRET-Oligos) und zwei Adapter-Oligo-
nukleotiden (Adapter-Oligos). Die FRET-Oligos beinhalten
einen Tb-Donor oder einen Farbstoff-Akzeptor, anpas-
sungsf�hige Polynukleotid-�berh�nge (O1 und O2) und eine
spezifische Hybridisierungssequenz. Die Adapter-Oligos sind
aus einer spezifischen Sequenz fîr die Donor- (FRET-D)
oder die Akzeptor- (FRET-A) Sonden-Oligos und einer Se-
quenz (TGT-A oder D), die spezifisch fîr einen Teil des
Targets (miRNA oder ssDNA) ist, zusammengesetzt. Die
Assays enthalten ebenfalls Ligase zur Ligation von TGT-D
und TGT-A (unter Verwendung von ATP in der Lçsung und
einer in TGT-A integrierten 5’-Phosphat(P)-Modifikation).
Mischen von Sonde und Target fîhrt zur Bildung von stabilen
FRET-Adapter-Oligo-Doppelstr�ngen und semistabilen Ad-

Tabelle 1: miRNA-Detektionstechnologien und deren Leistungsparameter bezíglich klinischer Diagnostik.

Technologie
(Lit.)[a]

Quanti-
tativ

Schnell[b] Homo-
gen[c]

Multi-
plex

konst.
Temp.

Hoch-
durchsatz[d]

Flíssigphasen-
kinetik

amplifika-
tionsfrei

POCT[e] Sensiti-
vit�t

A Northern Blot[9, 25] p
Ö Ö Ö Ö Ö Ö

p
Ö ¢

Microarray[6, 9, 26, 30] Ö Ö Ö
p

Ö
p

Ö
p

Ö ¢
RT-PCR[6, 9,25, 26, 30] p

Ö Ö
p

Ö
p p

Ö
p

+ +

Nanostring-nCount[30] p
Ö Ö

p
* Ö Ö Ö

p
Ö +

Deep-Sequencing[6, 9,30] Ö Ö Ö
p

Ö
p

Ö
p

Ö + +
Rolling-Circle-
Amplifikation[6, 27]

p p
Ö Ö Ö Ö

p
Ö

p
+

Elektrochemie[9, 26, 30] p
Ö Ö Ö

p
Ö Ö

p p
+

SPR-Bildgebung[9, 25] p p
Ö

p
*

p
Ö Ö

p p
+

Oberfl�chenverst.
Raman-Spektr.[9, 26]

p p
Ö

p
*

p
Ö Ö

p p
+

Biolumineszenz[9,25, 26] p p
Ö Ö Ö

p
Ö

p p
+

Fluoreszenzkorrelations-
spektroskopie[9, 25]

p
Ö Ö

p
*

p
Ö

p p
Ö +

Fluoreszenz-In-situ-
Hybridisierung[6, 9]

Ö Ö Ö
p

Ö Ö
p p

Ö ¢

QD-basierte
Fluoreszenz[25, 26, 28]

p p
Ö Ö Ö Ö

p
Ö

p
+

Zeitfenster-
Fluoreszenz[29]

p p
Ö Ö

p
Ö

p p p
+

B Zeitfenster-FRET-
Ligation (diese Arbeit)

p p p p p p p p p
+

[a] SPR =Oberfl�chenplasmonenresonanz, QD = Quantenpunkte. [b] Kurze Messzeiten (unter ca. 1 min) und kurze absolute Testdauer inklusive
Pr�paration, Inkubation und Messung (unter ca. 2 h). [c] Einzelschritt-Pr�paration ohne Wasch- und Separationsschritte (mischen und messen).
[d] Tests, die Arrays (mikro oder nano) und/oder Mikrotiterplatten zur parallelen oder seriellen Detektion vieler Proben benutzen (z.B. fír klinische
Labore). [e] POCT= point-of-care testing (patientennahe Diagnostik-Tests): einfache Tests mit geringen Ger�tekosten und Miniaturisierungsmçg-
lichkeiten;

p
= erh�ltlich; Ö = nicht erh�ltlich; *= Einzelprobe (d.h. keine parallele Detektion von mehreren Proben, wie z.B. in Microarrays);¢= nm

bis mm ; + = fm bis nm ; + + = zm bis fm.
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apter-Target-Komplexen mit einer Adapter-Lîcke (Nick)
îber dem Target (Splint) (Abbildung 2b). Die Ligation des
Nick fîhrt zur Bildung von stabilen Doppelstr�ngen (Abbil-
dung 2c), die Tb-auf-Farbstoff-FRET und damit eine Multi-
plex-Zeitfenster-PL-Detektion der drei miRNAs miRNA-
20a, -20b und -21 ermçglichen (Abbildung 2d). Diese zwei-
stufige Targeterkennung wurde verwendet, um eine hohe
Selektivit�t auch bei sehr homologen Targetsequenzen wie
miRNA-20a und miRNA-20b (Abbildung 2 e) zu ermçgli-
chen. Die Trennung von FRET und Adapter-Oligos hat den
großen Vorteil von universellen Donor- und Akzeptor-FRET-
Oligos, die fîr verschiedene Targets verwendet werden
kçnnen, weil die FRET-Oligo-spezifischen Regionen der
Adapter-Oligos von den Target-spezifischen Regionen un-
abh�ngig sind. Darîber hinaus kçnnen FRET-Oligos mit
unterschiedlichen �berhangl�ngen (fîr eine Optimierung des
FRET-Abstandes) mit den gleichen Adapter-Oligos verwen-
det werden, was ein wichtiger Aspekt fîr die Optimierung der
Sonden fîr die gewînschten Targets ist. Dieses Sondenformat
bietet insbesondere fîr eine Multitargetanalyse deutlich mehr
Flexibilit�t gegenîber einer direkten Markierung der FRET-
Paare an die Adapter-Oligos.

Fluoreszenz-miRNA-Detektion und Ligation zur Ver-
besserung der Selektivit�t sind keine grunds�tzlich neuen
Konzepte. Aufgrund des Strangaustausches in der Schleifen-
region durch das Target ermçglichen Molecular-Beacon-ba-
sierte Fluoreszenzassays sehr hohe Selektivit�ten. Auf der
anderen Seite bîßt dieser Ansatz Sensitivit�t ein, weil eine
Energiebarriere (Strangversatz) îberwunden werden muss,
um die Haarnadelstruktur zu çffnen. Deshalb bençtigen
Molecular-Beacon-Assays relativ hohe Targetkonzentratio-
nen (unterer nanomolarer Bereich).[19] Hohe Sensitivit�t ist
jedoch eine der wichtigsten Voraussetzungen fîr die Dia-
gnostik, und niedrigere Nachweisgrenzen kçnnen fîr Mo-
lecular Beacons nur durch Target- oder Signalamplifikation
erreicht werden.[20] Unser auf Ligation basierender TG-
FRET-Assay wurde dahingehend entworfen, komplett
„offen“ fîr das Target zu sein (kein Strangversatz) und er-
mçglicht daher eine sehr hohe Selektivit�t (Unterscheidung
sehr homologer Targets in einer einzigen Probe) bei 100- bis
1000-fach niedrigeren Konzentrationen (unterer pikomolarer
Bereich). Ligations-basierte qRT-PCR-Techniken (auch mit
Fluoreszenzdetektion) konnten ebenfalls erhçhte Selektivit�t
bei extrem niedrigen Konzentrationen zeigen,[21, 22] jedoch

Abbildung 1. Photophysikalische Eigenschaften der FRET-Assays. a) Absorptionsspektren (linke Ordinate) des Tb-Donor und der Akzeptor-Farb-
stoffe Cy3.5 (blau), Cy5 (grín) und Cy5.5 (rot). Zur Verdeutlichung des spektralen Donor-Akzeptor �berlapps ist das PL-Spektrum von Tb (grau)
ebenfalls abgebildet. b) PL Emissionsspektren von Tb (schwarz), Cy3.5 (blau), Cy5 (grín), und Cy5.5 (rot). Transmissionsspektren der Tb- und
Farbstoffdetektionskan�le sind in grau dargestellt. c + d) Repr�sentative PL Abklingkurven im Tb-Detektionskanal (c) und im Cy3.5 Detektionska-
nal (d) fír die Tb-miRNA-20a-Cy3.5 Sonde. „FRET aus“ Kurven wurden in Abwesenheit von miRNA detektiert und repr�sentieren reine Tb PL.
„FRET an“ Kurven wurden in Gegenwart von miRNA detektier und repr�sentieren Tb PL Desaktivierung (c) und Cy3.5 PL Sensibilisierung (d)
durch Tb-auf-Cy3.5 FRET. Graue Bereiche repr�sentieren die Detektionszeitfenster.
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ohne Multiplexing und unter Beibehaltung der anderen
Nachteil von qRT-PCR (Tabelle 1). Deshalb stellt unser
schneller, und hochsensitiver Multiplex-FRET-Assay ein
grundlegend neues Konzept dar, welches einzigartige Vorteile
und ein großes Potential fîr die miRNA-Diagnostik bietet.

Um die volle Funktionalit�t unseres Multiplex-Assays zu
demonstrieren, w�hlten wir die Kolonkarzinom-relevanten
miRNAs hsa-miR-20a-5p und hsa-miR-21-5p[23] zusammen
mit hsa-miR-20b-5p (sehr �hnlich zu hsa-miR-20a-5p) sowie
deren ssDNA-Analoga (ssDNA-20a/20b/21). Die grçßte
Herausforderung in Bezug auf Selektivit�t war die Differen-
zierung zwischen miRNA-20a und -20b, deren Sequenzen sich
durch lediglich zwei von 23 Nukleotiden (Abbildung 2e und
Tabelle S1 in den Hintergrundinformationen) unterscheiden.
Der Nachweis so starker Sequenzhomologien ist besonders
fîr homogene Tests sehr schwierig, da diese keine Trennungs-,

Wasch- oder Amplifikationsschritte
beinhalten. Die Sonde wurde auf Se-
lektivit�t fîr den Nachweis von
miRNA-20a und -20b optimiert (Ab-
bildungen S1 und S2a,b) und weiter
durch die Verwendung von fînf zu-
s�tzlichen ssDNA-Targets mit sehr
�hnlichen Sequenzen wie ssDNA20a/b
verifiziert (Abbildung S2c,d). Obwohl
die st�rkste Homologie der miRNA-
Targets zwei Basenfehlpaarungen
betrug, ist zu erwarten, dass sogar
einzelne Basenpaar-Unterschiede dif-
ferenziert werden kçnnen. Wie in
Abbildung 2 d und e gezeigt, resultiert
die Diskriminierung von miRNA20a
und -20b lediglich aus der TGT-A-Se-
quenz des zweiten Adapter-Oligos
(A4a und A4b). Die Tm-Werte dieser
Oligonukleotide betragen 30 88C und
20 88C (Tabelle S1 fîr 2 mm Mg2+-Puf-
ferbedingung). Die Eingrenzung auf
eine einzige Basenfehlpaarung wîrde
zu einer gesch�tzten Tm-Differenz von
5 88C fîhren, was eine immer noch ef-
fiziente Diskriminierung erlauben
sollte, insbesondere bei einer opti-
mierten Positionierung des Nick îber
dem Target-Splint.

Eines der wichtigsten Ziele unserer
Studie war der Multiplex-Nachweis
mehrerer miRNAs oder ssDNAs in
einem kleinen Probevolumen. Um dies
zu demonstrieren, wurden unsere
Sonden fîr Triplex-Assays von
miRNA-20a, miRNA-20b und
miRNA-21 (Abbildung 2d) oder
deren ssDNA-Analoga entworfen und
die Assays auf dem KRYPTOR-Plat-
tenleseger�t durchgefîhrt. Da die
Bindung zwischen miRNA-Target 20a
und der Tb-miRNA-20b-Cy5-Sonde zu
biologischem Nebensprechen fîhrte,

erweiterten wir das Korrekturverfahren fîr spektrales Ne-
bensprechen fîr Immunassays[18] zu einer effizienten bio-
spektralen Korrektur fîr die miRNA-Diagnose (siehe Hin-
tergrundinformationen). Obwohl unsere homogenen
miRNA-Assays starkes biospektrales Nebensprechen zeig-
ten, erlaubte das aufgerîstete Korrekturverfahren eine sehr
effiziente Korrektur fîr alle drei Targets (Abbildung S3),
auch unter komplexen Bedingungen, wenn die jeweils ande-
ren Targets in hohen und niedrigen, niedrigen und hohen oder
hohen und hohen Konzentrationen vorlagen (Abbildun-
gen S4 und S5). Fîr eine fokussierte Darstellung dieser F�-
higkeit, sehr niedrige Konzentrationen der drei Targets in
verschiedenen Konzentrationen sehr genau messen zu
kçnnen, untersuchten wir neun Proben mit unterschiedlichen
Targetkonzentrationen zwischen 0.05 und 0.5 nm mit unseren
homogenen Multiplex-FRET-Assays unter Verwendung der

Abbildung 2. Prinzip des multiplex miRNA FRET-Assays. A) Jede Sonde (SON) besteht aus zwei
FRET Oligos (mit anpassungsf�higen Polynukleotidíberh�ngen O1 und O2) und zwei Adapter
Oligos. Die Assays enthalten auch eine Ligase fír die Ligation der Adapter Oligos (unter Verwen-
dung von ATP in der Lçsung und einer im Adapter Oligo A integrierten 5’-Phosphat (P) Modifika-
tion). B) Mischen von Sonde und Target (TGT) fíhrt zur Bildung von stabilen FRET-Adapter Dop-
pelstr�ngen (1a und 1b, Schmelztemperaturen Tm>50 88C) und eines semistabilen Adapter-TGT-
Komplexes (Tm Target- und Assay-spezifisch), mit einem Adapter Nick íber dem TGT Splint. Liga-
tion dieses Nick fíhrt zur Bildung stabiler Doppelstr�nge. C) Stabile SON-TGT-Komplexe
(Tm>50 88C) ermçglichen Tb-auf-Farbstoff FRET fír den multiplex Zeitfenster PL Nachweis von
Nukleins�ure Biomarkern. D) FRET-Assays fír triplex miRNA Nachweis. Bezeichnungen auf den
verschiedenen Teilen der Oligos (F: FRET Oligo, A: Adapter Oligo) beschreiben die best�ndigen
oder wechselnden Sequenzen der verschiedenen SON-TGT Komplexe (A4a, A4b, A4c und A3b
sind RNA, alle anderen Sequenzen sind DNA). E) Vergrçßerung der einzelnen Basen in der A4a-
miRNA-20a und A4b-miRNA-20b-Basenpaarung.
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Kalibrierungskurven aus Abbildung S3. Die Ergebnisse
(Abbildung 3a fîr miRNA und Abbildung S6 fîr ssDNA)
bieten eine eindrucksvolle Demonstration der außerge-
wçhnlich hohen Spezifit�t und Sensitivit�t unserer Einzel-
schritt-miRNA-und ssDNA-Tests, auch wenn alle drei Ziele
in der gleichen Probe bei unterschiedlichen Konzentrationen
vorhanden sind. Um die hohe Pr�zision der Einzelmessung
(2.5 s pro Messung) zu verdeutlichen, wurde jede Probe nur
einmal hergestellt und gemessen. Die Fehlerbalken repr�-
sentieren die aus der biospektralen Korrektur resultierenden
Abweichungen. Diese Assaykurven zeigen einen reduzierten
linearen dynamischen Bereich (0.05–0.75 nm), der sich ei-
gentlich von ca. 0.03 nm (Nachweisgrenze) bis ca. 3 nm
(Sondenkonzentration) erstreckt, wonach die Zugabe von
weiteren Targets keine zus�tzlichen FRET-Paare erzeugt
(S�ttigung der Sonden). In einem automatisierten diagnosti-
schen Assay kann dieser lineare Bereich auf hçhere Kon-
zentrationen, durch Verdînnung von hochkonzentrierten
Proben, die durch das KRYPTOR-Plattenlesesystem mit ki-
netischen Messungen am Anfang der Sonden-Target-Inku-
bation automatisch erkannt werden, erweitert werden.

Um eine eventuelle Anwendbarkeit in der patientenna-
hen Diagnostik (point-of-care-testing, POCT) zu demon-
strieren, forderten wir unseren Test mit dem direktem
miRNA-Nachweis in einigen Mikrolitern Serum heraus. Ab-
bildungen 3b–d zeigen die ausgezeichnete Leistung der Tests
fîr die Detektion der drei verschiedenen miRNA-Targets.

Obwohl weitere Optimierungsschritte
vermutlich zu noch hçherer Selektivi-
t�t und Sensitivit�t fîhren wîrden,
demonstrieren unsere Serum-basierten
Assays die Machbarkeit eines homo-
genen Multiplex-miRNA- und ssDNA-
Nachweises direkt im Serum. Zur Be-
stimmung der Nachweisgrenzen
(NWG, Nullkonzentrationswert plus
dreimal dessen Standardabweichung)
der Puffer- und Serum-basierten Tests
unter den verschiedenen Bedingungen
verwendeten wir die jeweiligen Kali-
brierungskurven und berechneten die
Standardabweichung von 10 Proben
ohne Targets. Alle Assays erreichten
sehr niedrige NWG unter 0.032 oder
0.052 nm (5 oder 8 fmol) fîr miRNA
oder ssDNA in Puffer und unter 0.9
oder 2.0 nm (7 oder 15 fmol) fîr
miRNA oder ssDNA in Serumproben
(Tabelle 2).

Unter Berîcksichtigung unserer
bisherigen Ergebnisse zur hochemp-
findlichen Multiplex-Detektion von
Protein-Biomarkern[18, 24] und der Viel-
seitigkeit des Assay-Designs ist zu er-
warten, dass unsere Technologie auch
auf Multiplexing hçherer Ordnung,
niedrigere NWG und jede andere
kurze Nukleins�uresequenz mit einer
L�nge zwischen ca. 10 und 26 Nukle-

otiden îbertragen werden kann. Daher wird unser homoge-
ner Multiplex-FRET-Assay hçchstwahrscheinlich auch An-
wendung in anderen wichtigen Nukleins�ureanalysetechno-
logien finden, wie z.B. der genetischen Variation von mRNA
fîr Erbkrankheiten, Medikamentenresistenz w�hrend der
Krebstherapie, einzelstr�ngiger viraler RNA oder DNA
durch virale Infektionen und Fluoreszenzmikroskopie von
in vitro kultivierten Zellen und fixierten oder frisch gefrore-
nen Gewebeproben, um die molekulare Grundlage und pa-
thologische Entwicklung vieler verschiedener Krankheiten zu
untersuchen.
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Abbildung 3. Multiplex Detektion unterschiedlicher miRNA Konzentrationen und miRNA Nach-
weis direkt im Serum. a) Neun Proben (S1 bis S9), die unterschiedliche Mengen von miRNAs
enthalten (gestrichelte Linien zeigen die bekannten Konzentrationen) wurden gemessen. Abwei-
chungen von den gestrichelten Linien sind auf experimentelle Fehler zuríckzufíhren (Pipettieren
und/oder Anregungsintensit�t). b bis d) Kalibrierungskurven, die die Target-spezifischen Signalin-
tensit�ten nach bio-spektraler Korrektur (AmiRNA-x) fír die Targets miRNA-20a (b), miRNA-20b (c)
und miRNA-21 (d) in 7.5 mL Serumproben zeigen. Alle Assays enthalten alle drei Sonden aber
nur ein Target pro Test. Ergebnisse fír ssDNA befinden sich in Abbildung S6. Blau: miRNA-20a;
grín: miRNA-20b, rot: miRNA-21.
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Tabelle 2: NWG der verschiedenen miRNA- und ssDNA-Targets unter verschiedenen Versuchsbedingungen (in Abwesenheit und in Anwesenheit von
anderen Targets in der Probe).

Target: miRNA-20a miRNA-20b miRNA21 ssDNA-20a ssDNA-20b ssDNA-21

Bedingungen[a] NWG in 150 mL Puffer-basierten Proben (in pm)
X 23 23 21 11 17 25
X + (750 pm Y) 37 29 29 19 29 57
X + (750 pm Z) 36 29 27 15 21 40
X + (750 pm Y und Z) 31 17 23 15 27 86
Mittelwert 32 24 25 15 23 52

Bedingungen[a] NWG in 7.5 mL Serum (in pm)
X 230 210 250 390 460 610
X + (750 pm Y) 150 250 700 420 450 1900
X + (750 pm Z) 210 1070 740 400 810 1720
X + (750 pm Y und Z) 200 410 1840 470 490 3680
Mittelwert 200 490 880 420 550 1980

[a] Wenn X =20a dann Y= 20b und Z= 21; wenn X =20b dann Y = 21 und Z = 20a; wenn X =21 dann Y= 20b und Z= 20a.
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