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(54) Verfahren zur Bestimmung eines oder mehrerer Analyten in komplex zusammengesetzten 
Proben biologischen Ursprungs und dessen Verwendung

(57) Die vorliegende Erfindung betrifft ein Mikroarray
zur quantitativen Bestimmung eines oder mehrerer Ana-
lyten in komplex zusammengesetzten Proben biologi-
schen Ursprungs, welche in Messbereichen des Mikroar-
rays ein erste Vielzahl von jeweils kleinen Mengen kom-
plex zusammengesetzter Proben biologischen Ur-
sprungs immobilisiert sind, und mindestens eine zweite
Vielzahl von Messbereichen in besagtem Array auf dem
festen Träger bereitgestellt ist, in welchen Messberei-
chen den nachzuweisenden Analyten gleichartige Stoffe
in unterschiedlichen Konzentrationen immobilisiert sind,
welche geeignet sind, mittels Kontaktierung des Mikroar-
rays mit einer ersten Lösung enthaltend ein oder mehrere
Bindungsreagentien als spezifische Bindungspartner für
die in der ersten Vielzahl von diskreten Messbereichen
in den aufgebrachten komplex zusammengesetzten Pro-

ben biologischen Ursprungs enthaltenen, nachzuwei-
senden Analyten und die in der zweiten Vielzahl von dis-
kreten Messbereichen enthaltenen, besagten nachzu-
weisenden Analyten gleichartigen Stoffe und nachfol-
gende ortsaufgelöste Messung von ersten optischen Si-
gnalen, welche von diskreten Messbereichen eines oder
mehrerer Arrays, welche mit der ersten Lösung in Kon-
takt gebracht wurden, ausgehen, sowie Aufzeichnung
dieser ersten optischen Signale, eine Kalibrationskurve
für besagte in den immobiliserten komplex zusammen-
gesetzten Proben enthaltenen, quantitativ nachzuwei-
senden Analyten zu erzeugen.

Die vorliegende Erfindung betrifft außerdem ein dar-
auf beruhendes quantitatives Nachweisverfahren.
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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren
zum Nachweis eines oder mehrerer Analyten in einer
oder mehreren komplex zusammengesetzten Proben
biologischen Ursprungs

Technischer Hintergrund

[0002] Für zahlreiche Anwendungsgebiete ist es erfor-
derlich, eine Vielzahl von biologisch relevanten Analyten
in einer komplexen Probe zu bestimmen, beispielsweise
in diagnostischen Verfahren zur Bestimmung des Ge-
sundheitszustandes eines Individuums oder des Effekts
therapeutischer Behandlung oder in der Pharmafor-
schung und -entwicklung zur Bestimmung der Beeinflus-
sung biologischer Systeme, wie beispielsweise eines Or-
ganismus, und deren komplexer Funktionsweise durch
äußere Einwirkungen, wie beispielsweise mittels Zufüh-
rung biologisch aktiver Verbindungen.
[0003] Während bekannte analytische Trennverfah-
ren im allgemeinen dahingehend optimiert sind, inner-
halb möglichst kurzer Zeit eine möglichst große Anzahl
von in einer gegebenen Probe enthaltenen Verbindun-
gen gemäß eines vorgegebenen physikalisch-chemi-
schen Parameters, wie beispielsweise des Molekularge-
wichts oder des Quotienten aus molekularer Ladung und
Masse, aufzutrennen, beruhen Bioaffinitäts-Nachweis-
verfahren darauf, mit jeweils einem biologischen oder
biochemischen oder synthetischen Erkennungselement
möglichst hoher Spezifizität den entsprechenden (ein-
zelnen) Analyten hochselektiv in einer komplex zusam-
mengesetzten Probe zu erkennen und zu binden. Der
Nachweis einer Vielzahl unterschiedlicher Verbindungen
erfordert also die Verwendung einer entsprechenden An-
zahl unterschiedlicher spezifischer Erkennungselemen-
te.
[0004] Ein Nachweisverfahren basierend auf Bioaffi-
nitätsreaktionen kann sowohl in einer homogenen Lö-
sung als auch an der Oberfläche eines festen Trägers
erfolgen. Je nach dem spezifischen Aufbau des Verfah-
rens sind nach Bindung der Analyten an die entsprechen-
den Erkennungselemente und gegebenenfalls weitere
Nachweissubstanzen sowie gegebenenfalls zwischen
verschiedenen Verfahrensschritten jeweils Waschschrit-
te notwendig, um die gebildeten Komplexe aus den Er-
kennungselementen und den nachzuweisenden Analy-
ten sowie gegebenenfalls weiteren Nachweissubstan-
zen vom Rest der Probe und der gegebenenfalls einge-
setzten zusätzlichen Reagentien zu trennen.
[0005] Relativ weit verbreitet sind inzwischen Verfah-
ren zum gleichzeitigen Nachweis einer Vielzahl unter-
schiedlicher Nukleinsäuren in einer Probe mithilfe ent-
sprechender komplementärer, auf einem festen Träger
in diskreten, räumlich getrennten Messbereichen immo-
bilisierter Nukleinsäuren als Erkennungselementen. Bei-
spielsweise sind, basierend auf einfachen Glas- oder Mi-
kroskop-Plättchen, Arrays von Oligonukleotiden als Er-

kennungselementen mit einer sehr hohen Feature-Dich-
te (Dichte von Messbereichen auf einem gemeinsamen
festen Träger) bekannt. Beispielsweise werden in der
US-Patentschrift No. 5,445,934 (Affymax Technologies)
Arrays von Oligonukleotiden mit einer Dichte von mehr
als 1000 Features pro Quadratzentimeter beschrieben
und beansprucht.
[0006] Seit kurzem häufen sich auch Beschreibungen
von Arrays und damit ausgeführter Nachweisverfahren
ähnlicher Art zur gleichzeitigen Bestimmung einer Viel-
zahl von Proteinen, beispielsweise in der US-Patent-
schrift No. 6,365,418 B1, insbesondere mit Arrays von
immobilisierten Antikörpern als Erkennungselementen
für die nachzuweisenden Analyten.
[0007] In den Patentschriften für derartige sogenannte
"Mikroarrays", sowohl für den Nachweis von Nukleinsäu-
ren als auch anderer Biopolymere, wie beispielsweise
Proteine, wird jeweils beschrieben, dass eine Vielzahl
unterschiedlicher spezifischer Erkennungselemente in
diskreten Messbereichen zur Erzeugung eines Arrays für
die Analyterkennung immobilisiert und anschließend die
zu untersuchende Probe mit den darin (gegebenenfalls
in einer komplexen Mischung) vorhandenen Analyten mit
diesem sogenannten "Capture-Array" in Kontakt ge-
bracht wird. Den bekannten Beschreibungen folgend, lie-
gen unterschiedliche spezifische Erkennungselemente
dabei jeweils in einer möglichst hochreinen Form in un-
terschiedlichen diskreten Messbereichen vor, so dass an
Messbereiche mit unterschiedlichen Erkennungsele-
menten im allgemeinen unterschiedliche Analyten aus
der Probe binden.
[0008] Diese Art bekannter Assays erfordert, dass die
in möglichst hochreiner Form zu immobilisierenden spe-
zifischen Erkennungselemente mittels teilweise sehr auf-
wendiger Arbeitsschritte gereinigt und angereichert und
werden. Da sich unterschiedliche Erkennungselemente
mehr oder minder stark in ihren physikalisch-chemischen
Eigenschaften (z. B. in ihrer Polarität) unterscheiden, gibt
es auch entsprechende Unterschiede in den Bedingun-
gen für eine optimale Immobilisierung dieser Erken-
nungselemente, beispielsweise durch Adsorption oder
kovalente Bindung, in diskreten Messbereichen auf ei-
nem gemeinsamen festen Träger, gegebenenfalls auf ei-
ner darauf aufgebrachten Haftvermittlungsschicht. Dem-
zufolge können die zur Immobilisierung einer Vielzahl
unterschiedlicher Erkennungselemente gewählten Im-
mobilisierungsbedingungen (wie z. B. Art der Haftver-
mittlungsschicht) kaum gleichzeitig für alle Erkennungs-
elemente ein Optimum, sondern lediglich einen Kompro-
miss zwischen den Immobilisierungseigenschaften der
verschiedenen Erkennungselemente darstellen. Auf die-
ser Art von "Capture-Arrays" kann außerdem jeweils
nachteilig nur eine zugeführte Probe pro Array auf darin
enthaltene Analyten untersucht werden.
[0009] Es bestand daher das Bedürfnis nach einem
geänderten Assay-Aufbau, welcher es ermöglicht, eine
Vielzahl von Proben in einem Array oder mehreren Ar-
rays auf einem gemeinsamen Träger gleichzeitig oder in
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mehreren Arrays auf mehreren Trägern sequentiell auf
in den Proben enthaltene Analyten zu untersuchen. Dazu
wäre es zweckmäßig, nicht die unterschiedlichen spezi-
fischen Erkennungselemente, sondern die zu untersu-
chenden Proben selbst direkt, d.h. unbehandelt, oder
nach möglichst wenigen Vorbereitungsschritten in dis-
kreten Messbereichen in einem oder mehreren Arrays
auf einem oder mehreren Trägern aufzutragen. Ein sol-
cher Assay-Aufbau soll nachfolgend als eine "invertierte
Assay-Architektur" bezeichnet werden.
[0010] Zur Befriedigung dieses Bedürfnisses wurden
vor kurzem, z. B. in Paweletz et al., Oncogene 2001, Vol.
20, 1981 - 1989, derartige Arrays zum Proteinnachweis
basierend auf einer invertierten Assay-Architektur unter
der Bezeichnung "Reverse Phase Protein Microarrays"
vorgeschlagen.
[0011] Ein gemeinsames Problem solcher Verfahren
zum Analytnachweis mithilfe von Mikroarrays wie auch
in noch allgemeinerer Form von an Oberflächen durch-
geführten Nachweisverfahren, welche auf der spezifi-
schen Bindung von Bindungsreagentien als spezifischen
Bindungspartnern an die nachzuweisenden Analyten be-
ruhen, ist das Auftreten unspezifischer Bindungsereig-
nisse, welche nicht auf der spezifischen Wechselwirkung
zwischen den Analyten und den zu ihrem Nachweis ein-
gesetzten Bindungsreagentien und gegebenenfalls wei-
teren Detektionsreagentien beruhen.
[0012] In der US-Patentschrift Nr. 5,726,064 werden
verschiedene Methoden zur Kompensation von Störun-
gen der Assay-Signale durch Hintergrundsignale, wie
beispielsweise Hintergrundfluoreszenz, welche insbe-
sondere auf unspezifischen Bindungsereignissen beru-
hen kann, sowie Änderungen von Temperatur oder pH,
welche die beobachteten Assay-Signale beeinträchtigen
könnten, beschrieben. Im wesentlichen beruhen diese
Methoden auf der Bereitstellung zusätzlicher für derarti-
ge Kompensationszwecke ausgewiesener Bereiche, ne-
ben den für die Erzeugung der Assay-Signale ausgewie-
senen Bereichen, auf einem gemeinsamen festen Trä-
ger.
[0013] In der US-Patentanmeldung 2004/0043508 A1
wird der Umfang spezifischer und unspezifischer Bin-
dung an unterschiedliche Oberflächen für die Herstellung
von "Capture Arrays", welche mit unterschiedlichen Ma-
terialien zur Minimierung unspezifischer Bindung behan-
delt wurden, beschrieben. Vorteilhaft zur Verminderung
unspezifischer Bindung werden dabei elektrostatisch
wirkende Beschichtungen genannt.
[0014] Unterschiedliche Oberflächenbeschichtungen
zur Minimierung unspezifischer Bindung, insbesondere
solche umfassend Polyethylenglycole, und Messungen
des absoluten und des relativen Anteils unspezifischer
Bindung werden auch in US-Patent Nr. 5,677,196 be-
schrieben, allerdings wieder in einem (Sensor-) Format
entsprechend Capture-Arrays.
[0015] Den genannten Methoden zur Minimierung der
Auswirkungen unspezifischer Bindung auf die Assay-Re-
sultate ist gemeinsam, dass sie auf der Veränderung der

Beschaffenheit der Oberfläche des Trägers beruhen, um
dadurch die Bindung von Analyten oder anderer im As-
say eingesetzter Bindungs- und Nachweisreagentien au-
ßerhalb der Messbereiche mit dort immobilisierten ana-
lytspezifischen Erkennungselementen zu verhindern
oder zu minimieren. Zugleich wird stillschweigend vor-
ausgesetzt, dass in besagten Messbereichen selbst eine
unspezifische Bindung nicht stattfindet; denn solche Ef-
fekte könnten mithilfe der beschriebenen Verfahren nicht
berücksichtigt werden. Im Falle von Capture-Arrays, mit
einer wohldefinierten Zusammensetzung der in den
Messbereichen aufgebrachten Verbindungen, nämlich
im allgemeinen einer einheitlichen Form von Erken-
nungselementen innerhalb eines Messbereichs, kann
diese genannte Voraussetzung unter anderem durch
sorgfältige Auswahl der Erkennungselemente und der
im Assay eingesetzten Bindungs- und Detektions-
reagentien weitgehend erfüllt werden.
[0016] Im Falle von Arrays für Assays mit einer inver-
tierten Assay-Architektur, d.h. mit in den Messbereichen
immobilisierten, komplex zusammengesetzten Proben
biologischen Ursprungs, ist die genannte Voraussetzung
schwer und kaum verlässlich zu erfüllen, da die aufge-
brachten Proben eine unbekannte Zusammensetzung
mit einer Vielzahl unterschiedlicher Verbindungen der
biologischen Probenmatrix haben. Daher ist zu erwarten,
dass auch innerhalb der Messbereiche unspezifische
Bindung von Bindungs- und gegebenenfalls eingesetz-
ten Detektionsreagentien in einem erheblichen Ausmaß
stattfinden kann.
[0017] Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es,
für derartige Assays mit Arrays von Messbereichen, in
denen komplex zusammengesetzte Proben biologi-
schen Ursprungs mit darin enthaltenen, nachzuweisen-
den Analyten immobilisiert wurden, ein Verfahren bereit-
zustellen, welches ermöglicht, den Anteil von durch un-
spezifische Wechselwirkung mit den zugegebenen Bin-
dungsreagentien und mit den gegebenenfalls zugege-
benen Detektionsreagentien erzeugten optischen Signa-
len an den von den Messbereichen ausgehenden Signa-
len zu bestimmen.
[0018] Außerdem löst die vorliegende Erfindung das
noch allgemeinere Problem der Bestimmung der abso-
luten Mengen eines oder mehrerer Analyten in immobi-
lisierten, komplex zusammengesetzten Proben biologi-
schen Ursprungs und der Kalibration der infolge von Bin-
dung von Bindungsreagentien an die nachzuweisenden
Analyten entstehenden Signale. Die Erstellung von Ka-
librationskurven für aus der Bindung in zugeführten Pro-
ben enthaltener Analyten an ihre in "Capture-Arrays" im-
mobiliserten Erkennungselemente entstehenden Signa-
le, mittels Zugabe einer geeigneten Anzahl von Kalibra-
tionslösungen, welche die entsprechenden Analyten in
geeigneten Konzentrationen enthalten, ist wohlbekannt.
Nachteilig erfordert diese Methode die Zugabe einer Viel-
zahl von Lösungen auf eine entsprechende Vielzahl zu-
einander gleichartiger Arrays von Messbereichen. In den
internationalen Anmeldungen WO 01/092870 und WO
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02/40998 wird vorgeschlagen, dass in einem oder meh-
reren Arrays jeweils mehrere Messbereiche mit dort in
einer unter-schiedlichen, kontrollierten Dichte immobili-
sierten biologischen oder biochemischen oder syntheti-
schen Erkennungselementen zum Nachweis eines für
diese Messbereiche gemein-samen Analyten vorgese-
hen sind. Dabei wird besonders bevorzugt, dass bei be-
kannter Kon-zentrationsabhängigkeit der Bindungssi-
gnale zwischen einem Analyten und seinen biolo-gi-
schen oder biochemischen oder synthetischen Erken-
nungselementen und einer ausreichend grossen "Varia-
tion" dieser in unterschiedlicher kontrollierter Dichte in
verschiedenen Messbereichen eines Arrays immobili-
sierten Erkennungselemente bereits mittels Zugabe ei-
ner einzigen Kalibrationslösung zu diesem Array eine Ka-
librationskurve für diesen Analyten erstellt werden
kann." Diese verschiedenen Kalibrationsmethoden
für "Capture-Arrays" dienen aber immer der Kalibration
der Signale infolge von Bindung der in unbekannter Kon-
zentration in Lösung befindlichen Analyten an die immo-
bilisierten Erkennungselemente des Arrays. Für Arrays
mit in diskreten Messbereichen immobiolisierten, kom-
plex zusammengesetzten Proben biologischen Ur-
sprungs stellt sich demgegenüber die Aufgabe einer Ka-
libration der in unbekannter Konzentration in der Immo-
bilisierungsmatrix enthaltenen Analyten. Diese Aufgabe
wird mit einem erfindungsgemäßen Array von Messbe-
reichen und einem darauf beruhenden erfindungsgemä-
ßen quantitativen Nachweisverfahren gelöst. Durch
Kombination mit dem vorangehend genannten erfin-
dungsgemäßen Verfahren zur Unterscheidung von
durch spezifische und unspezifische Bindung erzeugten
Signalanteilen wird dadurch eine verlässliche Bestim-
mung absoluter Analytmengen und - konzentrationen er-
möglicht.
[0019] Die Erfindung erlaubt es überraschenderweise,
auch für die hier verwendete Art von Arrays die relative
und/oder absolute Menge oder relative und/oder abso-
lute Konzentration von in den immobilisierten, komplex
zusammengesetzten Proben enthaltenen Analyten mit
hoher Genauigkeit zu bestimmen.

Kurzbeschreibung der Abbindung

[0020]

Fig. 1: Träger mit 6 Arrays von Messbereichen für
das erfindungsgemäße Verfahren. Gitterstrukturen
zur Lichteinkopplung und Lichtauskopplung sind
links und rechts von den Arrays angedeutet. Die Aus-
schnittsvergrößerung zeigt die geometrische Anord-
nung der Messbereiche in einem einzelnen Array. -
Zur Bedeutung der Messbereichsinhalts-Kennzah-
len siehe Tab. 1.

Fig. 2: referenzierte Fluoreszenzintensitäten (RFI)
aus Messbereichen mit darin aufgebrachtem, gerei-
nigtem Akt unter zusätzlicher Anwesenheit von 0.1

mg/ml BSA bzw. 0.1 mg/ml Rattenserum in den Im-
mobilisierungslösungen, als Funktion der Akt-Kon-
zentration der Immobilisierungslösungen. Ausgefüll-
te Symbole: Kalibrationskurven erzeugt ohne Kom-
petitor in der Lösung des Bindungsreagens (Antikör-
per "anti-Akt", 5 nM), leere Symbole: Messkurve er-
zeugt mit 100 nM Akt als Kompetitor in der Lösung
des Bindungsreagenz.

Fig. 3: referenzierte Fluoreszenzintensitäten (RFI)
aus Messbereichen mit darin aufgebrachtem, gerei-
nigtem Akt unter zusätzlicher Anwesenheit von 0.1
mg/ml BSA bzw. 0.1 mg/ml Rattenserum in den Im-
mobilisierungslösungen, als Funktion der Akt-Kon-
zentration der Immobilisierungslösungen. Ausgefüll-
te Symbole: Kalibrationskurven erzeugt ohne Kom-
petitor in der Lösung des Bindungsreagens (Antikör-
per "anti-Akt", 5 nM), leere Symbole: Messkurve er-
zeugt mit 0.1 mg/ml Rattenserum als Kompetitor um
unspezifische Bindung in der Lösung des Bindungs-
reagenz.

Fig. 4: referenzierte Fluoreszenzintensitäten für den
Nachweis von endogenem Akt in aus Rattenherzge-
webe hergestellten Proben, mit (obere Kurve) und
ohne (mittlere Kurve) zusätzlich hinzugegebenes
gereinigtes Akt (1000 ng/ml), als Funktion der Ge-
samtproteinkonzentration der Immobilisierungslö-
sungen (obere Abszisse). Zusätzlich eingetragen ist
die Kalibrationskurve aus Fig. 2 für den Nachweis
von Akt, erstellt mit Messbereichen zusätzlich ent-
haltend 0.1 mg/ml BSA (als Funktion der Akt-Kon-
zentration, untere Abszisse).

Fig. 5: referenzierte Fluoreszenzintensitäten für den
Nachweis von endogenem Akt in aus Rattenherzge-
webe hergestellten Proben, mit (obere Kurve) und
ohne (mittlere Kurve) zusätzlich hinzugegebenes
gereinigtes Akt (1000 ng/ml), als Funktion der Ge-
samtproteinkonzentration der Immobilisierungslö-
sungen (obere Abszisse). Ausgefüllte Symbole:
Messwerte erhalten aus Messung ohne Kompetitor
in der Lösung des Bindungsreagenz (Antikörper "an-
ti-Akt", 5 nM); leere Symbole: Messwerte erhalten
aus Messung mit 100 nM gereinigtem Akt als Kom-
petitor in der Lösung des Bindungsreagenz (Antikör-
per "anti-Akt", 5 nM ). Zusätzlich eingetragen sind
die Kalibrationskurve aus Fig. 2 für den Nachweis
von Akt, erstellt mit Messbereichen zusätzlich ent-
haltend 0.1 mg/ml BSA (ausgefüllte Symbole; als
Funktion der Akt-Konzentration, untere Abszisse)
sowie eine entsprechende Kalibrationskurve, erstellt
mit 100 nM Akt als Kompetitor in der Lösung des
Bindungsreagenz (leere Symbole; als Funktion der
Akt-Konzentration, untere Abszisse).

Fig. 6: Bestimmung der durch spezifische Bindung
verursachten Anteile an den Signalen aus Fig. 5 bei
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einer Proteinkonzentration von 0.1 mg/ml aus dem
Vergleich der Messwerte in Anwesenheit und Abwe-
senheit des Kompetitors in Lösung (Fig. 6a) und die
Bestimmung des Gehalts an endogenem Akt aus
dem Vergleich des durch spezifische Bindung ("SB")
verursachten Signalanteils mit der Kalibrationskurve
(Fig. 62b).

Fig. 7: referenzierte Fluoreszenzintensitäten für den
Nachweis von endogenem Akt in aus Rattenherzge-
webe hergestellten Proben, mit (obere Kurven) und
ohne (mittlere Kurven) zusätzlich hinzugegebenes
gereinigtes Akt (1000 ng/ml), als Funktion der Ge-
samtproteinkonzentration der Immobilisierungslö-
sungen (obere Abszisse). Ausgefüllte Symbole:
Messwerte erhalten aus Messung ohne Kompetitor
in der Lösung des Bindungsreagenz (Antikörper "an-
ti-Akt", 5 nM); leere Symbole: Messwerte erhalten
aus Messung mit 0.1 mg/ml Rattenserum als Kom-
petitor um unspezifische Bindung in der Lösung des
Bindungsreagenz (Antikörper "anti-Akt", 5 nM). Zu-
sätzlich eingetragen sind die Kalibrationskurve aus
Fig. 2 für den Nachweis von Akt, erstellt mit Messbe-
reichen zusätzlich enthaltend 0.1 mg/ml BSA (aus-
gefüllte Symbole; als Funktion der Akt-Konzentrati-
on, untere Abszisse) sowie eine entsprechende Ka-
librationskurve, erstellt mit 0.1 mg/ml Rattenserum
als Kompetitor um unspezifische Bindung in der Lö-
sung des Bindungsreagenz (leere Symbole; als
Funktion der Akt-Konzentration, untere Abszisse).

Fig. 8: referenzierte Fluoreszenzintensitäten (RFI)
aus Messbereichen mit darin aufgebrachtem, gerei-
nigtem Akt unter zusätzlicher Anwesenheit von 0.1
mg/ml BSA bzw. 0.1 mg/ml Rattenserum in den Im-
mobilisierungslösungen, als Funktion der Konzen-
tration der Immobilisierungslösungen an P-Akt
(Ser473). Ausgefüllte Symbole: Kalibrationskurven
erzeugt ohne Kompetitor in der Lösung des Bin-
dungsreagens (Antikörper "anti- P-Akt (Ser473)", 5
nM), leere Symbole: Messkurve erzeugt mit 100 nM
Akt als Kompetitor in der Lösung des Bindungsrea-
genz.

Fig. 9: referenzierte Fluoreszenzintensitäten (RFI)
aus Messbereichen mit darin aufgebrachtem, gerei-
nigtem Akt unter zusätzlicher Anwesenheit von 0.1
mg/ml BSA bzw. 0.1 mg/ml Rattenserum in den Im-
mobilisierungslösungen, als Funktion der Konzen-
tration der Immobilisierungslösungen an P-Akt
(Ser473). Ausgefüllte Symbole: Kalibrationskurven
erzeugt ohne Kompetitor in der Lösung des Bin-
dungsreagens (Antikörper "anti- P-Akt (Ser473)", 5
nM), leere Symbole: Messkurve erzeugt mit 0.1
mg/ml Rattenserum als Kompetitor um unspezifi-
sche Bindung in der Lösung des Bindungsreagenz.

Fig. 10: referenzierte Fluoreszenzintensitäten für

den Nachweis von endogenem P-Akt (Ser473) in
aus Rattenherzgewebe hergestellten Proben, mit
(obere Kurve) und ohne (mittlere Kurve) zusätzlich
hinzugegebenes gereinigtes Akt (1000 ng/ml), als
Funktion der Gesamtproteinkonzentration der Im-
mobilisierungslösungen (obere Abszisse). Zusätz-
lich eingetragen ist die Kalibrationskurve aus Fig. 7
für den Nachweis von P-Akt (Ser473), erstellt mit
Messbereichen zusätzlich enthaltend 0.1 mg/ml
BSA (als Funktion der Konzentration an P-Akt
(Ser473), untere Abszisse).

Fig. 11: referenzierte Fluoreszenzintensitäten für
den Nachweis von endogenem P-Akt (Ser473) in
aus Rattenherzgewebe hergestellten Proben, mit
(obere Kurve) und ohne (mittlere Kurve) zusätzlich
hinzugegebenes gereinigtes Akt (1000 ng/ml), als
Funktion der Gesamtproteinkonzentration der Im-
mobilisierungslösungen (obere Abszisse). Ausge-
füllte Symbole: Messwerte erhalten aus Messung
ohne Kompetitor in der Lösung des Bindungsrea-
genz (Antikörper "anti- P-Akt (Ser473)", 5 nM); leere
Symbole: Messwerte erhalten aus Messung mit 100
nM gereinigtem Akt als Kompetitor in der Lösung
des Bindungsreagenz (Antikörper "anti- P-Akt
(Ser473)", 5 nM). Zusätzlich eingetragen sind die
Kalibrationskurve aus Fig. 7 für den Nachweis von
P-Akt (Ser473), erstellt mit Messbereichen zusätz-
lich enthaltend 0.1 mg/ml BSA (ausgefüllte Symbole;
als Funktion der Konzentration an P-Akt (Ser473),
untere Abszisse) sowie eine entsprechende Kalibra-
tionskurve, erstellt mit 100 nM Akt als Kompetitor in
der Lösung des Bindungsreagenz (leere Symbole;
als Funktion der Akt-Konzentration, untere Abszis-
se).

Fig. 12: Bestimmung der durch spezifische Bindung
verursachten Anteile an den Signalen aus Fig. 11
bei einer Proteinkonzentration von 0.1 mg/ml aus
dem Vergleich der Messwerte in Anwesenheit und
Abwesenheit des Kompetitors in Lösung (Fig. 12a)
und die Bestimmung des Gehalts an endogenem Akt
aus dem Vergleich des durch spezifische Bindung
("SB") verursachten Signalanteils mit der Kalibrati-
onskurve (Fig. 12b).

Fig. 13: referenzierte Fluoreszenzintensitäten für
den Nachweis von endogenem P-Akt (Ser473) in
aus Rattenherzgewebe hergestellten Proben, mit
(obere Kurven) und ohne (mittlere Kurven) zusätz-
lich hinzugegebenes gereinigtes Akt (1000 ng/ml),
als Funktion der Gesamtproteinkonzentration der
Immobilisierungslösungen (obere Abszisse). Aus-
gefüllte Symbole: Messwerte erhalten aus Messung
ohne Kompetitor in der Lösung des Bindungsrea-
genz (Antikörper "anti- P-Akt (Ser473)", 5 nM); leere
Symbole: Messwerte erhalten aus Messung mit 0.1
mg/ml Rattenserum als Kompetitor um unspezifi-
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sche Bindung in der Lösung des Bindungsreagenz
(Antikörper "anti- P-Akt (Ser473)", 5 nM). Zusätzlich
eingetragen sind die Kalibrationskurve aus Fig. 8 für
den Nachweis von P-Akt (Ser473), erstellt mit
Messbereichen zusätzlich enthaltend 0.1 mg/ml
BSA (ausgefüllte Symbole; als Funktion der Konzen-
tration an P-Akt (Ser473), untere Abszisse) sowie
eine entsprechende Kalibrationskurve, erstellt mit
0.1 mg/ml Rattenserum als Kompetitor um unspezi-
fische Bindung in der Lösung des Bindungsreagenz
(leere Symbole; als Funktion der Konzentration an
P-Akt (Ser473), untere Abszisse).

Fig. 14: referenzierte Fluoreszenzintensitäten (RFI)
aus Messbereichen mit darin aufgebrachtem, gerei-
nigtem Akt unter zusätzlicher Anwesenheit von 0.1
mg/ml BSA bzw. 0.1 mg/ml Rattenserum in den Im-
mobilisierungslösungen, als Funktion der angenom-
menen Konzentration der Immobilisierungslösun-
gen an P-Akt (Thr308). Ausgefüllte Symbole: Kali-
brationskurven erzeugt ohne Kompetitor in der Lö-
sung des Bindungsreagens (Antikörper "anti- P-Akt
(Thr308)", 5 nM), leere Symbole: Messkurve erzeugt
mit 100 nM Akt als Kompetitor in der Lösung des
Bindungsreagenz.

Fig. 15: referenzierte Fluoreszenzintensitäten (RFI)
aus Messbereichen mit darin aufgebrachtem, gerei-
nigtem Akt unter zusätzlicher Anwesenheit von 0.1
mg/ml BSA bzw. 0.1 mg/ml Rattenserum in den Im-
mobilisierungslösungen, als Funktion der angenom-
menen Konzentration der Immobilisierungslösun-
gen an P-Akt (Thr308). Ausgefüllte Symbole: Kali-
brationskurven erzeugt ohne Kompetitor in der Lö-
sung des Bindungsreagens (Antikörper "anti- P-Akt
(Thr308)", 5 nM), leere Symbole: Messkurve erzeugt
mit 0.1 mg/ml Rattenserum als Kompetitor um un-
spezifische Bindung in der Lösung des Bindungs-
reagenz.

Fig. 16: referenzierte Fluoreszenzintensitäten für
den Nachweis von endogenem P-Akt (Thr308) in aus
Rattenherzgewebe hergestellten Proben, mit (obere
Kurve) und ohne (mittlere Kurve) zusätzlich hinzu-
gegebenes gereinigtes Akt (1000 ng/ml), als Funk-
tion der Gesamtproteinkonzentration der Immobili-
sierungslösungen (obere Abszisse). Zusätzlich ein-
getragen ist die Kalibrationskurve aus Fig. 12 für den
Nachweis von P-Akt (Thr308), erstellt mit Messbe-
reichen zusätzlich enthaltend 0.1 mg/ml BSA (als
Funktion der angenommenen Konzentration an P-
Akt (Thr308), untere Abszisse).

Fig. 17: referenzierte Fluoreszenzintensitäten für
den Nachweis von endogenem P-Akt (Thr308) in aus
Rattenherzgewebe hergestellten Proben, mit (obere
Kurve) und ohne (mittlere Kurve) zusätzlich hinzu-
gegebenes gereinigtes Akt (1000 ng/ml), als Funk-

tion der Gesamtproteinkonzentration der Immobili-
sierungslösungen (obere Abszisse). Ausgefüllte
Symbole: Messwerte erhalten aus Messung ohne
Kompetitor in der Lösung des Bindungsreagenz (An-
tikörper "anti- P-Akt (Thr308)", 5 nM); leere Symbole:
Messwerte erhalten aus Messung mit 100 nM gerei-
nigtem Akt als Kompetitor in der Lösung des Bin-
dungsreagenz (Antikörper "anti- P-Akt (Thr308)", 5
nM). Zusätzlich eingetragen sind die Kalibrations-
kurve aus Fig. 14 für den Nachweis von P-Akt
(Thr308), erstellt mit Messbereichen zusätzlich ent-
haltend 0.1 mg/ml BSA (ausgefüllte Symbole; als
Funktion der angenommenen Konzentration an P-
Akt (Thr308), untere Abszisse) sowie eine entspre-
chende Kalibrationskurve, erstellt mit 100 nM Akt als
Kompetitor in der Lösung des Bindungsreagenz
(leere Symbole; als Funktion der angenommenen
Konzentration an P-Akt (Thr308), untere Abszisse).

Fig. 18: Bestimmung der durch spezifische Bindung
verursachten Anteile an den Signalen aus Fig. 17
bei einer Proteinkonzentration von 0.1 mg/ml aus
dem Vergleich der Messwerte in Anwesenheit und
Abwesenheit des Kompetitors in Lösung.

Fig. 19: referenzierte Fluoreszenzintensitäten für
den Nachweis von endogenem P-Akt (Thr308) in aus
Rattenherzgewebe hergestellten Proben, mit (obere
Kurven) und ohne (mittlere Kurven) zusätzlich hin-
zugegebenes gereinigtes Akt (1000 ng/ml), als
Funktion der Gesamtproteinkonzentration der Im-
mobilisierungslösungen (obere Abszisse). Ausge-
füllte Symbole: Messwerte erhalten aus Messung
ohne Kompetitor in der Lösung des Bindungsrea-
genz (Antikörper "anti-P-Akt (Thr308)", 5 nM); leere
Symbole: Messwerte erhalten aus Messung mit 0.1
mg/ml Rattenserum als Kompetitor um unspezifi-
sche Bindung in der Lösung des Bindungsreagenz
(Antikörper "anti- P-Akt (Thr308)t", 5 nM). Zusätzlich
eingetragen sind die Kalibrationskurve aus Fig. 12
für den Nachweis von P-Akt (Thr308), erstellt mit
Messbereichen zusätzlich enthaltend 0.1 mg/ml
BSA (ausgefüllte Symbole; als Funktion der ange-
nommenen Konzentration an P-Akt (Thr308), untere
Abszisse) sowie eine entsprechende Kalibrations-
kurve, erstellt mit 0.1 mg/ml Rattenserum als Kom-
petitor um unspezifische Bindung in der Lösung des
Bindungsreagenz (leere Symbole; als Funktion der
angenommenen Konzentration an P-Akt (Thr308),
untere Abszisse).

Genaue Beschreibung der Erfindung

[0021] Im Sinne der vorliegenden Erfindung sollen
räumlich getrennte oder diskrete Messbereiche auf ei-
nem festen Träger durch die geschlossene Fläche defi-
niert werden, die dort aufgebrachte komplex zusammen-
gesetzte Proben biologischen Ursprungs oder aufge-
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brachte Referenzierungsreagentien (wie beispielsweise
fluoreszenzmarkiertes Albumin) oder Kalibrations-
reagentien oder deren aufgebrachte Mischungen ein-
nehmen. Diese Flächen können dabei eine beliebige
Geometrie, beispielsweise die Form von Kreisen, Recht-
ecken, Dreiecken, Ellipsen etc., haben.
[0022] Erster Gegenstand der vorliegenden Erfindung
ist ein Verfahren zum Nachweis eines oder mehrerer
Analyten in einer oder mehreren komplex zusammenge-
setzten Proben biologischen Ursprungs, umfassend die
folgenden Schritte:

(1) Bereitstellung einer oder mehrerer komplex zu-
sammengesetzter Proben biologischen Ursprungs,

(2) Bereitstellung mindestens eines festen Trägers,

(3) Aufbringung kleiner Mengen der komplex zusam-
mengesetzten Proben biologischen Ursprungs, in
verdünnter oder unverdünnter Form, an diskreten
Orten direkt auf dem festen Träger oder nach vor-
heriger Aufbringung einer Haftvermittlungsschicht
auf besagter Haftvermittlungsschicht auf dem festen
Träger, wodurch ein oder mehr Arrays von diskreten
Messbereichen auf dem mindestens einen festen
Träger erzeugt werden,

(4) Kontaktierung mindestens eines Arrays von dis-
kreten Messbereichen mit einer ersten Lösung ent-
haltend ein oder mehrere Bindungsreagentien als
spezifische Bindungspartner für die in diskreten
Messbereichen in den aufgebrachten komplex zu-
sammengesetzten Proben biologischen Ursprungs
enthaltenen, nachzuweisenden Analyten und, gege-
benenfalls falls erforderlich, ein oder mehr Detekti-
onsreagentien, wobei die Aufbringung von Bin-
dungs- und Detektionsreagentien gleichzeitig oder
sequentiell erfolgen kann,

(5) ortsaufgelöste Messung von ersten optischen Si-
gnalen, welche von diskreten Messbereichen eines
oder mehrerer Arrays, welche in Schritt (4) mit der
ersten Lösung in Kontakt gebracht wurden, ausge-
hen,

(6) Aufzeichnung dieser ersten optischen Signale,
dadurch gekennzeichnet, dass der Anteil von
durch unspezifische Wechselwirkung mit den zuge-
gebenen Bindungsreagentien und mit den gegebe-
nenfalls zugegebenen Detektionsreagentien er-
zeugten optischen Signalen an den gemessenen er-
sten optischen Signalen durch Ausführung der wei-
teren Schritte bestimmt wird:

(7a) Aufbringung einer zweiten Lösung, enthal-
tend, zusätzlich zu den ein oder mehr Bindungs-
reagentien und gegebenenfalls ein oder mehr
Detektionsreagentien der in Schritt (4) hinzuge-

gebenen ersten Lösung, eine bekannte hohe
Konzentration von Verbindungen, welche
gleichartig zu den in diskreten Messbereichen
aufgebrachten komplex zusammengesetzten
Proben biologischen Ursprungs enthaltenen,
nachzuweisenden Analyten sind, als Kompeti-
toren zu den in diskreten Messbereichen aufge-
brachten komplex zusammengesetzten Proben
biologischen Ursprungs enthaltenen, nachzu-
weisenden Analyten um die spezifische Bin-
dung besagter Bindungsreagentien und gege-
benenfalls zusätzlich hinzugegebener Detekti-
onsreagentien, auf ein oder mehr der in Schritt
(3) erzeugten Arrays von diskreten Messberei-
chen und/oder

(7b) Aufbringung einer dritten Lösung, enthal-
tend, zusätzlich zu den ein oder mehr Bindungs-
reagentien und gegebenenfalls ein oder mehr
Detektionsreagentien der in Schritt (4) hinzuge-
gebenen ersten Lösung, eine bekannte hohe
Konzentration von Stoffen, welche ähnlicher Art
wie in der Probenmatrix der in Schritt (3) aufge-
brachten Proben enthaltene Stoffe sind, zwecks
Kompetition zu den in diskreten Messbereichen
aufgebrachten komplex zusammengesetzten
Proben biologischen Ursprungs enthaltenen
Stoffen der Probenmatrix um unspezifische Bin-
dung besagter Bindungsreagentien und gege-
benenfalls zusätzlich hinzugegebener Detekti-
onsreagentien, auf ein oder mehr der in Schritt
(3) erzeugten Arrays von diskreten Messberei-
chen,

(8) ortsaufgelöste Messung von zweiten und/oder
dritten optischen Signalen, welche von diskreten
Messbereichen eines oder mehrerer Arrays, welche
in Schritt (7a) mit der zweiten Lösung bzw. in Schritt
(7b) mit der dritten Lösung in Kontakt gebracht wur-
den, ausgehen,

(9) Aufzeichnung dieser zweiten und/oder dritten op-
tischen Signale und

(10) Vergleich der ersten und zweiten und/oder drit-
ten optischen Signale.

[0023] In den Schritten (7a) und (7b) kann jeweils die
Zugabe der Bindungsreagentien und der zur Kompetition
hinzugefügten Stoffe sowie der optionalen Detektions-
reagentien in Form der Zugabe einer einzigen Lösung
dieser drei Gruppen von Komponenten erfolgen. Es wird
jedoch bevorzugt, dass im Falle der zusätzlichen Zugabe
von Detektionsreagentien zunächst die Aufbringung
zweiter bzw. dritter Lösungen von Mischungen aus den
Bindungsreagentien und den zur Kompetition eingesetz-
ten Stoffen erfolgt, optional gefolgt von ein oder mehre-
ren Waschschritten und einem nachfolgenden separaten

11 12 



EP 2 269 724 A1

8

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

Teilschritt der Zugabe der Detektionsreagentien.
[0024] Im folgenden soll die Bezeichnung "des festen
Trägers" oder "eines festen Trägers" die Bedeutung von
"des mindestens einen festen Trägers" oder "mindestens
eines festen Trägers" mit einschließen.
[0025] Die Bezeichnungen "erste Lösung", "zweite Lö-
sung", "dritte Lösung" sollen die Bedeutung einer "Viel-
zahl erster Lösungen", "Vielzahl zweiter Lösungen" bzw.
"Vielzahl dritter Lösungen" mit einschließen, wobei die
Lösungen innerhalb einer solchen Vielzahl von Lösun-
gen jeweils eine gleiche oder unterschiedliche Zusam-
mensetzung haben können.
[0026] Der Begriff "Probe" wird im folgenden auch
gleichbedeutend mit "komplex zusammengesetzte Pro-
be biologischen Ursprungs" verwendet, sofern nicht an-
ders vermerkt. Die Bezeichnung einer "Probe" im Singu-
lar schließt die Bezeichnung einer "Pluralität von Proben"
mit ein, sofern nicht anders vermerkt.
[0027] Besagte komplex zusammengesetzte Proben
biologischen Ursprungs können ausgewählt sein aus der
Gruppe von Proben, welche von Lysaten von Zell-Popu-
lationen, Zell-Extrakten, Körperflüssigkeiten und Be-
standteilen von Körperflüssigkeiten, wie beispielsweise
Blut, Serum, Plasma, Gelenkflüssigkeit, Tränenflüssig-
keit, Urin, Speichelflüssigkeit, Gewebeflüssigkeit und
Lymphe, gebildet wird, wobei es sich um fraktionierte
oder nicht fraktionierte Proben handeln kann.
[0028] Die Proben können gewonnen sein von gesun-
den und/oder krankhaften und/oder stimulierten und/
oder unbehandelten Zellen aus der Gruppe, welche
menschliche, tierische, bakterielle und pflanzliche Zellen
umfasst. Insbesondere können besagte komplex zusam-
mengesetzte Proben biologischen Ursprungs gewonnen
sein von tierischem oder menschlichem Gewebe, wie
beispielsweise Organ-, Haut-, Haar-, Muskel-, Fett- oder
Knochengewebe.
[0029] Unterschiedliche Proben können dem gleichen
Organismus oder der gleichen Zellkultur entnommen
worden sein. Dann kann durch die Analyse auf mehreren
Messbereichen mit darin enthaltenem Material aus dem
gleichen (oder einem gleichartigen) Organismus bzw.
der gleichen Zellkultur (bzw. gleichartigen Zellkulturen)
beispielsweise statistische Information über die Repro-
duzierbarkeit der in diesen Messbereichen bestimmten
relativen molekularen Zusammensetzung der aufge-
brachten Proben gewonnen werden.
[0030] Unterschiedliche Proben können insbesondere
an verschiedenen Positionen des gleichen Organismus
entnommen werden. Dann kann aus den Analysen auf
den entsprechenden diskreten Messbereichen bei-
spielsweise Information über Inhomogenitäten der rela-
tiven molekularen Zusammensetzung der nachzuwei-
senden Analyten in dem Organismus, aus dem besagte
Proben entnommen wurden, gewonnen werden. Ein sol-
ches Vorgehen ist beispielsweise für die Untersuchung
krebsbehafteter Organismen von großer Bedeutung.
[0031] Unterschiedliche Proben können aber auch
verschiedenen Organismen oder verschiedenen Zellkul-

turen entnommen sein. Beispielsweise kann es sich da-
bei um Proben von mit einem pharmazeutischen Wirk-
stoff behandelten und unbehandelten Organismen han-
deln. Ähnlich einer Expressionsanalyse in der Nuklein-
säure-Analytik kann dann der Einfluss des jeweiligen
Wirkstoffes auf die relative molekulare Zusammenset-
zung der Proben, d.h. insbesondere die Zusammenset-
zung der Vielzahl der von den zugrundeliegenden Zell-
populationen exprimierten Verbindungen, untersucht
werden.
[0032] Im Falle von Zellen als Ausgangsmaterial für
die Proben werden die Zellen typischerweise in einem
ersten Aufbereitungsschritt lysiert. Die Lysate können in
einem geeigneten Lösungsmittel, beispielsweise einer
Pufferlösung, gelöst sein und bekannte zugesetzte Bei-
mischungen enthalten, beispielsweise Stabilisatoren wie
Protease-Inhibitoren, um einen Abbau enthaltener Bio-
polymere zu verhindern. Gemäß einer bevorzugten Aus-
führungsform des erfindungsgemäßen Verfahrens wer-
den die Lysate so hergestellt und weiterbehandelt, dass
eine daraus gewonnene Probe (d.h. komplex zusam-
mengesetzte Probe biologischen Ursprungs) das ge-
samte Proteom von Zell-Linien, ZellKulturen oder Zell-
Geweben enthält, aus dem sie gewonnen wurde.
[0033] Ein wichtiges Anwendungsgebiet des erfin-
dungsgemäßen Verfahrens ist die Untersuchung von
Proben, welche Zell-Lysate umfassen oder aus Zell-Ly-
saten hergestellt wurden, auf die zelluläre Analyt-Ex-
pression (d.h. insbesondere Protein-Expression) unter
unterschiedlichen Bedingungen. In Abhängigkeit vom
Ziel der jeweiligen Studie, können die in den Messberei-
chen aufzubringenden Proben in unterschiedlicher Wei-
se ausgewählt sein.
[0034] Eine mögliche Variante beruht auf der Verwen-
dung von Lysaten aus voneinander unabhängigen Zell-
Populationen (d.h. Zell-Linien oder Zellkultur-Ansätzen).
Dabei sollen solche Zell-Populationen als "voneinander
unabhängig" bezeichnet werden, welche unabhängig
voneinander gewachsen sind oder unabhängig vonein-
ander kultiviert wurden (wie z. B. "In-vitro-Zellkulturen").
Demzufolge sollen unter dieser Bezeichnung beispiels-
weise Zell-Populationen eingeschlossen sein, welche
von verschiedenen Menschen, Tieren, Pflanzen oder Or-
ganismen im allgemeinen sowie von verschiedenen Or-
ganen stammen, des weiteren Zell-Populationen, welche
von verschiedenen Orten innerhalb eines Organismus
oder Organs stammen, wie beispielsweise krebshaftes
und gesundes Gewebe aus ein- und demselben Organ.
Die Bezeichnung soll auch Zell-Populationen umfassen,
welche von demselben Organismus oder Organ zu ver-
schiedenen Zeitpunkten entnommen wurden und/oder
nach Entnahme in einem In-vitro-Kultivationsprozess un-
terschiedlichen Behandlungen, Stimulationen oder an-
deren unterschiedlichen Beeinflussungen anderer Art
ausgesetzt waren. Mithilfe des erfindungsgemäßen Ver-
fahrens kann dann mithilfe von aus derartigen voneinan-
der unabhängigen Zell-Populationen gewonnenen Pro-
ben beispielsweise ein differentielles Expressionsprofil
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erzeugt werden, um Unterschiede in der zellulären Ex-
pression und/oder Aktivierung zellulärer Signaltransduk-
tionskaskaden, beispielsweise zwischen verschiedenen
Organismen, zwischen gesunden und kranken gleichar-
tigen Organismen, zwischen verschiedenen Organen
etc. nachzuweisen. Von besonderem Interesse ist dabei
der Einfluss der Behandlung oder Stimulation der Zell-
Populationen auf die zelluläre Expression. Unter den Be-
griffen der "Behandlung" oder "Stimulation" soll dabei die
Zugabe chemischer oder biochemischer Verbindungen
(Reagentien oder "Drugs") zu den betreffenden Zellpo-
pulationen als auch die Einwirkung unterschiedlicher äu-
ßerer physikalischer Bedingungen, beispielsweise in
Form von Bestrahlung mit Licht aus dem ultravioletten
bis infraroten Spektrum, Hitzeeinwirkung, Einwirkung
elektromagnetischer Felder etc., verstanden werden.
[0035] Das erfindungsgemäße Verfahren eignet sich
auch zur Untersuchung der Auswirkungen weniger ge-
nau definierbarer innerer oder äußerer Einflussfaktoren,
wie Stress, Krankheit, Alterung, Art der Ernährung etc.
auf die zelluläre Expression und/oder Aktivierung (siehe
unten).
[0036] Aufgrund der hohen Genauigkeit der durch das
erfindungsgemäße Verfahren erzielbaren Messergeb-
nisse ist es dabei insbesondere auch geeignet für die
Untersuchung der zeitlichen Entwicklung zellulärer Ex-
pression und/oder Aktivierung (siehe unten) unter den
vorgenannten Bedingungen, über Zeiträume von bei-
spielsweise Minuten, Stunden, Tagen, Wochen, Mona-
ten oder Jahren.
[0037] Eine andere mögliche Variante beruht auf der
Verwendung unterschiedlicher Zell-Lysate, welche von
verschiedenene Zell-Subpopulationen erzeugt wurden,
die ihrerseits von einer gemeinsamen Zell-Population
gewonnen wurden. Verschiedene Zell-Subpopulationen
können beispielsweise durch Entnahme von einer ge-
meinsamen Zell-Population zu verschiedenen Zeitpunk-
ten erzeugt werden. Verschiedene Zell-Subpopulationen
können auch durch Entnahme von einer gemeinsamen
Zell-Population und nachfolgende Behandlung oder Sti-
mulationen durch unterschiedliche Reagentien und/oder
Kultivierung unter unterschiedlichen äußeren Bedingun-
gen (z. B. zur Untersuchung des Einflusses von Bestrah-
lung durch UV-Licht, von Hitzeschock etc.) erzeugt wer-
den.
[0038] Typische für die Behandlung von Zell-Popula-
tionen für die genannten und andere mögliche Varianten
für die Anwendung des erfindungsgemäßen Verfahren
eingesetzte Reagentien umfassen pharmazeutisch wirk-
same Verbindungen, Cytokine, Antigene zur Zell-Stimu-
lation, Zelltodinduzierende Stimulatoren, Hormone etc.
[0039] Vorzugsweise werden komplex zusammenge-
setzte Proben, welche von Zell-Populationen gewonnen
wurden, deren Expression mithilfe des erfindungsgemä-
ßen Verfahrens verglichen werden soll, jeweils in einem
gemeinsamen Array von Messbereichen aufgebracht,
um die Proben dann unter möglichst einheitlichen Bedin-
gungen auf die nachzuweisenden enthaltenen Analyten

untersuchen zu können.
[0040] Eine Probe kann Zusätze von bekannten Kon-
zentrationen gleichartiger Verbindungen (als Standards)
wie der nachzuweisenden Analyten, vergleichbar mit ei-
nem "Spiken" von Proben in der Chromatographie, ent-
halten. Solche Zusätze können beispielsweise für Kali-
brationszwecke dienlich sein. Außerdem können die Pro-
ben Zusätze von der Probenmatrix ähnlichen, aber von
den nachzuweisenden Analyten verschiedenen Verbin-
dungen, wie beispielsweise Albumine (z. B. Rinderse-
rumalbumin (BSA)), Immunoglobuline oder verdünntes
Serum, enthalten, welche beispielsweise der kontrollier-
ten Einstellung der Oberflächendichte immobilisierter
Analytmoleküle in einem Messbereich dienen können.
In den Proben oder deren Fraktionen oder den Verdün-
nungen besagter Proben oder Fraktionen enthaltene
Analyten, d.h. insbesondere Biopolymere wie beispiels-
weise Nukleinsäuren oder Proteine, können in nativer
Form oder denaturierter Form, nach Behandlung bei-
spielsweise mit Harnstoff oder Tensiden (z. B. SDS), vor-
liegen. Falls notwendig, können insbesondere unlösliche
Bestandteile des Ursprungsmaterials oder Zwischenma-
terials im Falle mehrerer Vorbereitungsschritte vor Be-
reitstellung der komplex zussammengesetzten Proben
biologischen Ursprungs durch geeignete Maßnahmen,
beispielsweise Zentrifugation im Falle von Lysaten als
Zwischenmaterial, entfernt werden. Vorzugsweise wer-
den die Ausgangsmaterialien zur Herstellung einer "kom-
plex zusammengesetzten Probe biologischen Ur-
sprungs" keinen weiteren Vorbehandlungsschritten als
Filtration und/oder Fraktionierung und/oder Verdünnung
unterzogen.
[0041] Bevorzugt liegen die in den Proben oder deren
Fraktionen oder in den Verdünnungen besagter Proben
oder Fraktionen enthaltenen Analyten, d.h. insbesonde-
re Biopolymere wie beispielsweise Proteine, z. B. nach
Behandlung mit Harnstoff, in denaturierter Form vor, wo-
bei die Epitope dieser Analyten für die Bindung ihrer je-
weiligen Nachweissubstanzen, beispielsweise von Anti-
körpern, möglichst frei zugänglich sind. Dieses wird bei-
spielsweise ermöglicht durch die Zerstörung der tertiären
oder quarternären Struktur infolge der Behandlung mit
Harnstoff. Denaturierte Proben zeichnen sich außerdem
durch den Vorteil aus, dass aus ihnen erzeugte Arrays
sehr stabil sind und über längere Zeiträume (bis zu Jah-
ren) gelagert und archiviert werden können für später
durchzuführende Analysen.
[0042] Im Falle von fraktionierten Proben können die-
se mit einem Trennverfahren beispielsweise aus der
Gruppe von Trennverfahren gewonnen sein, welche Fäl-
lungen, Filtration, Zentrifugation, HPLC und micro-HPLC
("High Pressure Liquid Chromatography") mittels der Me-
thode von "Normal Phase"-, "Reverse Phase"-, Ionen-
austausch- und Hydrophobe Interaktionschromatogra-
phie (HIC), "Size Exclusion Chromatography", Gelchro-
matographie, Elektrophorese, Kapillarelektrophorese,
Elektrochromatographie, sowie "Free-Flow Electropho-
resis" umfasst.
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[0043] Insbesondere können besagte komplex zu-
sammengesetzte Proben biologischen Ursprungs abge-
reichertes Serum umfassen. Als "abgereichertes Serum"
werden solche aus Serum gewonnene Proben bezeich-
net, denen, beispielsweise mittels Affinitätschromatogra-
phie Inhaltsstoffe wie Albumine, Immunoglobuline und
Apolipoproteine in hohem Maße entzogen wurden.
[0044] Das Material für eine zu analysierende komplex
zusammengesetzte Probe biologischen Ursprungs kann
beispielsweise mittels einer Methode aus der Gruppe von
Entnahmemethoden gewonnen worden sein, welche
Gewebeschnitte, Biopsie und "Laser Capture Micro Dis-
section" umfasst.
[0045] Das erfindungsgemäße Verfahren ermöglicht
es, auch nur geringe eingesetzte Probenvolumina und -
mengen mit hoher Genauigkeit zu analysieren. Als Pro-
benmenge soll dabei die Gesamtmenge verstanden wer-
den, welche in einem diskreten Messbereich aufgebracht
ist. Beispielsweise kann das Material einer in einem
Messbereich aufzubringenden Probe dem Material von
weniger als 100 Zellen entsprechen. Es kann sogar dem
Material von weniger als 10 Zellen entsprechen. Außer-
dem ist es möglich, dass das in einem Messbereich auf-
gebrachte Material einer zu analysierenden komplexen
zusammengesetzten Probe biologischen Ursprungs ein
Volumen von weniger als 100 nl, bevorzugt von weniger
als 1 nl, darstellt.
[0046] Die Analyten, welche in den in diskreten
Messbereichen aufgebrachten komplex zusammenge-
setzten Proben biologischen Ursprungs nachgewiesen
werden sollen, können Verbindungen aus der Gruppe
sein, welche Proteine und deren posttranslational modi-
fizierte Proteinformen, wie beispielsweise phosphorylier-
te, glycolisierte, methylierte und acetylierte Formen von
Proteinen, insbesondere an zellulären Signaltransdukti-
onswegen beteiligte und wechselwirkende Proteine, wie
z. B. Kinasen, Kinasesubstrate, Rezeptoren und Bin-
dungsproteine für Peptide, Hormone, Cofaktoren, Mem-
branrezeptoren, Kanalrezeptoren, T-Zell-Rezeptoren
und Enzyme, sowie Proteine und deren posttranslational
modifizierte Proteinformen, die aus unterschiedlichen
Zellkompartimenten entstammen, wie beispielsweise cy-
tosolische Proteine, Zellkernproteine, Membranproteine,
mitochondriale Proteine, und extrazelluläre Proteine, wie
beispielweise in Körperflüssigkeiten ausgeschiedene
Proteine, und insbesondere auch unter dem Einfluss von
zellulärer Behandlung oder Stimulation über- oder unter-
exprimierte Proteine sowie künstlich modifizierte oder
exprimierte Proteine, wie beispielsweise funktionalisierte
Proteine mit zusätzlichen Bindungsstellen ("Tag-Protei-
ne", wie beispielsweise "Histidin-Tag-Proteine"), mono-
oder polyklonale Antikörper und Antikörperfragmente,
Peptide, erzeugte Peptidfragmente von ganzen Protei-
nen, Glycopeptide, Lektine, fluoreszente Proteine (wie
beispielsweise "Green Fluorescent Protein", GFP und
dergleichen), Avidin, Streptavidin, Biotin, biotinylierte
Proteine und anders konjugierte Proteine, Oligosaccha-
ride sowie Nukleinsäuren (beispielsweise DNA, RNA)

umfasst.
[0047] Als "Analyt" soll im Rahmen der vorliegenden
Erfindung eine solche molekulare Spezies bezeichnet
werden, welche mithilfe eines hierfür eingesetzten Bin-
dungsreagenz als spezifischem Bindungspartner und
gegebenenfalls eines zusätzlich eingesetzten Detekti-
onsreagenz von anderen in einer zu analysierenden Pro-
be enthaltenen Verbindungen unterschieden und gebun-
den wird. Erfolgt beispielsweise die Bindung eines ent-
sprechenden Bindungsreagenz nur an die phosphory-
lierte, aber nicht an die unphosphorylierte Form einer
nachzuweisenden Verbindung oder Spezies, so stellen
gemäß dieser Definition beide Formen dieser Verbin-
dung bzw. Spezies zwei unterschiedliche Analyten dar.
Werden von einem entsprechenden Bindungsreagenz
jegliche Verbindungen oder Spezies erkannt und gebun-
den, wenn sie phosphoryliert sind, so stellen entspre-
chend unter dieser Bedingung die entsprechenden phos-
phorylierten Verbindungen oder Spezies gemeinsam ei-
nen Analyten dar. Bindungsreagentien als spezifische
Bindungspartner eines Analyten gemäß dieser Definition
können beispielsweise so ausgewählt sein, dass sie aus-
schließlich die phosphorylierte Form oder die glykolisier-
te Form (oder entsprechend die nicht phosphorylierte
bzw. nicht glykolisierte Form) einer nachzuweisenden
Verbindung erkennen und daran binden. Die Aktivität ei-
nes biologischen Signalwegs in einer Zelle oder einem
Organismus kann mit dem Anteil phosphorylierter, me-
thylierter, acetylierter oder glykolisierter Verbindungen
(abhängig von der Natur des Signalwegs), welche diesen
Signalweg steuern, korreliert werden. Der relative Anteil
der phosphorylierten, methylierten, acetylierten bzw. gly-
kolisierten Form an der Gesamtmenge, d.h. der Quotient
der Menge einer Verbindung in ihrer phosphorylierten,
methylierten, acetylierten bzw. glykolisierten Form und
der Gesamtmenge dieser Verbindung in phosphorylier-
ter und nicht phosphorylierter Form bzw. methylierter und
nicht methylierter Form bzw. acetylierter und nicht ace-
tylierter Form bzw. glykolisierter und nicht glykolisierter
Form, in einer Probe wird nachfolgend als Phosphorylie-
rungssgrad bzw. Methylierungsgrad bzw. Acetylierungs-
grad bzw. Glykolisierungsgrad dieser Verbindung in der
Probe bezeichnet. Phosphorylierungsgrad, Methylie-
rungsgrad, Acetylierungsgrad und Glykolisierungsgrad
können unter dem Oberbegriff des Aktivierungsgrads ei-
ner Verbindung zusammengefasst werden. Der Aktivie-
rungsgrad einer Verbindung kann aber auch andere che-
misch veränderte Formen einer Verbindung bezeichnen.
Das erfindungsgemäße Verfahren eignet sich besonders
gut auch zur Bestimmung des Aktivierungsgrades expri-
mierter Proteine.
[0048] Bindungsreagentien als spezifische Bindungs-
partner können auch so ausgewählt sein, dass sie nur
dann an eine nachzuweisende Verbindung binden, wenn
diese in einer bestimmten dreidimensionalen Struktur
vorliegt. Beispielsweise erkennen und binden viele Anti-
körper nur an spezielle Teilbereiche (Epitope) einer
nachzuweisenden Substanz mit einer speziellen dreidi-
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mensionalen Struktur. Je nach Konformationszustand
der entsprechenden nachzuweisenden Verbindung kön-
nen diese Teilbereiche (Epitope) für die Bindung des ent-
sprechenden Bindungsreagenz zugänglich oder verbor-
gen sein. Die Bindungsreagentien können jedoch auch
so ausgewählt sein, dass sie an Bereiche der nachzu-
weisenden Verbindung binden, deren Zugänglichkeit un-
abhängig von der dreidimensionalen Struktur dieser Ver-
bindung ist. Durch den Einsatz entsprechend ausge-
wählter Bindungsreagentien ist es daher möglich, den
relativen Anteil an der Gesamtmenge einer in einer Probe
nachzuweisenden Verbindung, welche einen spezifi-
schen Konformationszustand aufweist, zu bestimmen.
[0049] Das erfindungsgemäße Verfahren ermöglicht
bei geeigneter Auswahl der eingesetzten Bindungs-
reagentien und gegebenenfalls zusätzlicher Detektions-
reagentien, dass Proteine, welche als Analyten in den in
diskreten Messbereichen aufgebrachten komplex zu-
sammengesetzten Proben biologischen Ursprungs
nachgewiesen werden sollen, gemäß ihres Vorkommens
in phosphorylierter und/oder glycolisierter und/oder me-
thylierter und/oder acetylierter Form in den aufgebrach-
ten komplex zusammengesetzten Proben biologischen
Urspungs, im Zuge des Schritts (4) gemäß Anspruch 1
nach der Bindung damit in Kontakt gebrachter Bindungs-
reagentien als spezifischen Bindungspartnern und ge-
gebenenfalls zusätzlicher Detektionsreagentien, unter-
schieden und im Detektionsschritt (5) gemäß Anspruch
1 separat als unterschiedliche Analyten im Sinne der vor-
angehenden Definition detektiert werden.
[0050] Es ist auch möglich, dass Proteine, welche als
Analyten in den in diskreten Messbereichen aufgebrach-
ten komplex zusammengesetzten Proben biologischen
Urspungs nachgewiesen werden sollen, gemäß ihres
Vorkommens in phosphorylierter und/oder glycolisierter,
und/oder methylierter und/oder acetylierter Form in den
aufgebrachten komplex zusammengesetzten Proben
biologischen Urspungs, im Zuge des Schritts (4) gemäß
Anspruch 1 nach der Bindung damit in Kontakt gebrach-
ter Bindungsreagentien als spezifischen Bindungspart-
nern und gegebenenfalls zusätzlicher Detektions-
reagentien, nicht unterschieden und im Detektionsschritt
(5) gemäß Anspruch 1 nicht separat als unterschiedliche
Analyten, sondern gemeinsam als ein einzelner Analyt
detektiert werden.
[0051] Das erfindungsgemäße Verfahren ermöglicht
es, den Aktivierungsgrad (gemäß obiger Definition) eines
oder mehrerer in einer aufgebrachten komplex zusam-
mengesetzten Probe biologischen Ursprungs enthalte-
nen Analyten (d.h. insbesondere von enthaltenen Pro-
teinen) zu bestimmen. Insbesondere kann mit besagtem
Verfahren der Phosphorylierunsgrad und/oder Methylie-
rungsgrad und/oder Acetylierungsgrad und/oder Glyko-
lisierungsgrad eines oder mehrerer in einer aufgebrach-
ten Probe enthaltenen Analyten (insbesondere Protei-
nen) bestimmt werden.
[0052] Die eingesetzten Bindungsreagentien als spe-
zifische Bindungspartner für die in diskreten Messberei-

chen in den aufgebrachten komplex zusammengesetz-
ten Proben biologischen Ursprungs enthaltenen, nach-
zuweisenden Analyten können beispielsweise ausge-
wählt sein aus der Gruppe von Verbindungen, welche
Proteine, beispielsweise mono- oder polyklonale Antikör-
per und Antikörperfragmente, Peptide, Enzyme, En-
zyminhibitoren, Kinasesubstrate, Aptamere, syntheti-
sche Peptidstrukturen, Glycopeptide, Hormone, Cofak-
toren, Oligosaccharide, Lektine, Antigene für Antikörper
oder T-Zell-Rezeptoren, Biotin, Avidin, Streptavidin, mit
zusätzlichen Bindungsstellen funktionalisierte Proteine
("Tag-Proteine", wie beispielsweise "Histidin-Tag-Protei-
nen") und deren Komplexbildungspartner sowie Nukle-
insäuren (beispielsweise DNA, RNA, Oligonukleotide)
und Nukleinsäureanaloge (z. B. PNA) sowie deren De-
rivate mit künstlichen Basen umfasst.
[0053] Eingesetzte Detektionsreagentien können aus-
gewählt sein aus einer ersten Gruppe, welche polyklo-
nale oder monoklonale Antikörper und Antkörperfrag-
mente, Nukleinsäuren und Nukleinsäurederivate sowie
deren Derivate mit künstlichen Basen, Biotin, Avidin,
Streptavidin und Neutravidin umfasst. Die Detektions-
reagentien können auch ausgewählt sein aus einer zwei-
ten Gruppe, welche Massenlabel, beispielsweise in der
Form von Nanopartikeln, Beads oder Kolloiden, und Lu-
mineszenzlabel, beispielsweise in der Form von Lumi-
neszenzfarbstoffen oder lumineszenten Nanopartikeln
wie "Quantum Dots" mit Anregungs- und Emissionswel-
lenlängen zwischen 200 nm und 1000 nm, umfasst, wo-
bei besagte Massen- oder Lumineszenzlabel an die Bin-
dungsreagentien gebunden sind oder sich daran anla-
gern oder binden oder an Detektionsreagentien der vor-
genannten ersten Gruppe von Detektionsreagentien ge-
bunden sind oder in spezifischer Weise an besagte De-
tektionsreagentien der ersten Gruppe von Detektions-
reagentien binden oder anlagern oder an die Komplexe
zwischen den nachzuweisenden Analyten, welche in den
in diskreten Messbereichen aufgebrachten komplex zu-
sammengesetzten Proben biologischen Ursprungs ent-
halten sind, und daran gebundenen Bindungsreagentien
als spezifischen Bindungspartnern, gebildet werden, bin-
den oder anlagern. Die Bindungsreagentien können die
Funktion der Detektionsreagentien mit umfassen.
[0054] Mit dem Begriff "Lumineszenz" wird in dieser
Anmeldung die spontane Emission von Photonen im ul-
travioletten bis infraroten Bereich nach optischer oder
nichtoptischer, wie beispielsweise elektrischer oder che-
mischer oder biochemischer oder thermischer Anre-
gung, bezeichnet. Beispielsweise sind Chemilumines-
zenz, Biolumineszenz, Elektrolumineszenz und insbe-
sondere Fluoreszenz und Phosphoreszenz unter dem
Begriff "Lumineszenz" mit eingeschlossen.
[0055] Eine bevorzugte Variante des erfindungsgemä-
ßen Verfahrens besteht darin, dass besagte Bindungs-
reagentien als spezifische Bindungspartner und optiona-
le Detektionsreagentien einer ersten Lösung und/oder
[0056] Bindungsreagentien als spezifische Bindungs-
partner, Verbindungen, welche gleichartig zu den in dis-
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kreten Messbereichen aufgebrachten komplex zusam-
mengesetzten Proben biologischen Ursprungs enthalte-
nen, nachzuweisenden Analyten und optionale Detekti-
onsreagentien einer zweiten Lösung und/oder
[0057] Bindungsreagentien als spezifische Bindungs-
partner, Stoffe, welche ähnlicher Art wie in der Proben-
matrix der in Schritt (3) in diskreten Messbereichen auf-
gebrachten komplex zusammengesetzten Proben biolo-
gischen Ursprungs enthaltene Stoffe sind, und optionale
Detektionsreagentien einer dritten Lösung
enthalten, jeweils miteinander vorinkubiert werden und
besagte erste, zweite oder dritte Lösung dann in einem
einzigen Zugabeschritt mit besagten Arrays von Messbe-
reichen in Kontakt gebracht wird.
[0058] Eine mögliche Variante des erfindungsgemä-
ßen Verfahrens ist dadurch gekennzeichnet, dass un-
terschiedliche Analyten in einem gemeinsamen Array
von Messbereichen nachgewiesen werden durch Zuga-
be von unterscheidbaren Detektionsreagentien zu be-
sagtem Array. Dabei wird bevorzugt, dass die Anzahl
unterschiedlicher nachzuweisender Analyten gleich der
Anzahl eingesetzter unterscheidbarer Detektions-
reagentien ist. Es wird besonders bevorzugt, wenn un-
terscheidbare Detektionsreagentien sich in der Anre-
gungs- und/oder Emissionswellenlänge einer Lumines-
zenz unterscheiden.
[0059] Charakteristisch für eine andere Variante des
erfindungsgemäßen Verfahrens ist, dass eine Vielzahl
unterschiedlicher Analyten in einer Vielzahl von Arrays
von diskreten Messbereichen durch Zugabe von unter-
schiedlichen Bindungsreagentien als spezifischen Bin-
dungspartnern zur Bestimmung unterschiedlicher Ana-
lyten auf verschiedene Arrays von diskreten Messberei-
chen und/oder durch Zugabe von unterscheidbaren De-
tektionsreagentien zu besagten Arrays von Messberei-
chen nachgewiesen werden.
[0060] Kennzeichen einer weiteren möglichen Varian-
te ist, dass unterschiedliche Bindungsreagentien als spe-
zifische Bindungspartner für unterschiedliche Analyten
auf verschiedene Arrays aufgebracht werden für jeden
unterschiedlichen nachzuweisenden Analyten.
[0061] Es ist vorteilhaft, wenn Arrays von Messberei-
chen mit darin aufgebrachten komplex zusammenge-
setzten Proben biologischen Ursprungs solche Messbe-
reiche umfassen, in denen dem aufgebrachten Material
als Standards bekannte Konzentrationen von Verbindun-
gen hinzugefügt wurden, welche gleicher Art wie die
nachzuweisenden Analyten sind. Dabei wird besonders
bevorzugt, dass Arrays von Messbereichen eine Anzahl
von solchen Messbereichen umfassen, in denen dem
aufgebrachten Material als Standards unterschiedliche
bekannte Konzentrationen von Verbindungen hinzuge-
fügt wurden, welche gleicher Art wie die nachzuweisen-
den Analyten sind, wobei die Anzahl solcher Messberei-
che und Höhe besagter unterschiedlicher bekannter
Konzentrationen ausreichend ist, um mittels eines einzi-
gen Zugabeschritts einer ersten Lösung mit darin enthal-
tenen Bindungsreagentien als spezifischen Bindungs-

partnern und gegebenenfalls ebenfalls enthaltenen De-
tektionsreagentien, gemäß Schritt (4) nach Anspruch 1
des erfindungsgemäßen Verfahrens, und der nachfol-
genden Schritte (5) und (6) nach Anspruch 1 eine Kali-
brationskurve für die Bestimmung unbekannter Konzen-
trationen besagter nachzuweisender Analyten in dem Ar-
ray zu erzeugen. Dabei kann wiederum die Zugabe der
Bindungsreagentien und der optionalen Detektions-
reagentien gemäß Schritt (4) des erfindungsgemäßen
Verfahrens in einem einzigen Zugabeschritt oder in se-
paraten Teilschritten, gegebenenfalls mit dazwischen er-
folgenden Waschschritten, erfolgen. Das Material, wel-
chem dabei die Standards zur Analytbestimmung hinzu-
gefügt wurden, kann beispielsweise nur die Komponen-
ten der benutzten Pufferlösung, zugesetzte der Proben-
matrix ähnliche Verbindungen wie Albumine (insbeson-
dere Rinderserumalbumin), Immunoglobuline oder ver-
dünntes Serum umfassen.
[0062] Es wird bevorzugt, dass auf einem festen Trä-
ger mehrere gleichartige Arrays von Messbereichen an-
geordnet sind, wobei gleiche Positionen von Messberei-
chen in verschiedenen Arrays, bezüglich Anordnung in
Reihen und Spalten, bedeuten, dass dort gleichartige
Proben aufgebracht worden sind.
[0063] Für die Applikation der verschiedenen Lösun-
gen, nämlich der ersten Lösung mit darin enthaltenenen
Bindungsreagentien und gegebenenfalls zusätzlich ent-
haltenen Detektionsreagentien, der zweiten Lösung mit
darin zusätzlich enthaltenen, den nachzuweisenden
Analyten gleichartigen Verbindungen als Kompetitoren
sowie einer dritten Lösung mit hinzugefügten Verbindun-
gen, welche in der Probenmatrix der in den Messberei-
chen aufgebrachten Proben enthalten sind, auf Arrays
von Messbereichen, welche auf einem gemeinsamen fe-
sten Träger angeordnet sind, gibt es verschiedene mög-
liche Ausführungsformen.
[0064] Eine erste, bevorzugte mögliche Ausführungs-
form zeichnet sich dadurch aus, dass die Zugabe einer
ersten Lösung gemäß Schritt (4) und Messung und Auf-
zeichnung erster erster optischer Signale aus den
Messbereichen dieses Arrays gemäß den Schritten (5)
und (6) nach Anspruch 1 und Zugabe zweiter und/oder
dritter Lösungen, gemäß den Schritten (7a) und (7b) und
nachfolgende Messung und Aufzeichnungen der von
den Messbereichen der betreffenden Arrays ausgehen-
den Signale, gemäß den Schritten (8) und (9) nach An-
spruch 1, auf verschiedenen gleichartigen Arrays von
Messbereichen erfolgt, wobei gleiche Positionen von
Messbereichen in verschiedenen Arrays, bezüglich An-
ordnung in Reihen und Spalten, bedeuten, dass dort
gleichartige Proben aufgebracht worden sind.
[0065] Es ist aber auch möglich, dass erste, zweite
und dritte Lösungen sequentiell, jeweils nach Ausfüh-
rung einer ausreichenden Anzahl von Regenerations-
und Waschschritten, auf dem gleichen Array von
Messbereichen (oder der gleichen Pluralität von
Messbereichen) aufgebracht werden. Unter "Regenera-
tion" soll dabei ein solcher Zwischenschritt verstanden
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werden, bei dem durch Zugabe geeigneter Komplex-zer-
störender Reagentien, wie beispielsweise sogenannten
"chaotropen" Reagentien mit einem hohen Salzgehalt /
hoher Ionenstärke und/oder stark sauren Charakters zur
Dissoziation von Antigen-Antikörper-Komplexen oder
Harnstoff-Lösungen zur Dissoziation von hybridisierten
Nukleinsäure-Strängen, die zwischen den Analyten und
ihren Bindungsreagentien und gegebenenfalls zusätz-
lich hinzugefügten Detektionsreagentien nach Zugabe
der ersten Lösung bzw. zweiten oder dritten Lösung ge-
bildeten Komplexe dissoziiert werden, so dass die im-
mobilisierten Analytmoleküle vor Zugabe einer zweiten
bzw. dritten Lösung jeweils wieder für die Bindung von
Bindungsreagentien und gegebenenfalls weiteren De-
tektionsreagentien zugänglich sind. Vorzugsweise wird
diese Variante des erfindungsgemäßen Verfahrens aber
nur dann durchgeführt, wenn eine Regenerierbarkeit in
hohem Maße (beispielsweise von mehr als 80 %, bevor-
zugt von mehr als 90 %) gewährleistet ist.
[0066] Die bevorzugt einzusetzenden Konzentratio-
nen von Verbindungen, welche gleichartig zu den in dis-
kreten Messbereichen aufgebrachten komplex zusam-
mengesetzten Proben biologischen Ursprungs enthalte-
nen, nachzuweisenden Analyten sind und als Kompeti-
toren zu den in diskreten Messbereichen aufgebrachten
komplex zusammengesetzten Proben biologischen Ur-
sprungs enthaltenen, nachzuweisenden Analyten um die
spezifische Bindung besagter Bindungsreagentien und
gegebenenfalls zusätzlich hinzugegebener Detektions-
reagentien eingesetzt sind, in der aufzubringenden zwei-
ten Lösung sind abhängig von den zu erwartenden Ober-
flächenkonzentrationen besagter Analyten in den
Messbereichen und den Gleichgewichtskonstanten der
Bindungsreaktionen zwischen besagten Analyten und ih-
ren Bindungs- bzw. Detektionsreagentien. Typischer-
weise werden die Bindungsreagentien in hundertfacher
bis tausendfacher Verdünnung der vom Anbieter bezo-
genen Stammlösungen. Für Antikörper sind solche
Stammlösungen mit einem Gehalt von typischerweise
0.5-1 mg/ml erhältlich, entsprechend Konzentrationen im
Bereich von 1-10 PM. Die Detektionsreagentien werden
in einem vergleichbaren Konzentrationsbereich einge-
setzt, also typischerweise 1-10 nM, ebenso wie die Bin-
dungsreagentien. In Falle von Kompetitionsexperimente
werden die Kompetitoren (z.B. phosphorylierte Peptide-
epitope) in mindestens einem zehnfachen, besser einem
hundertfachen Überschuss, im Vergleich zu den Kon-
zentrationen der Bindungsreagentien, eingesetzt. Die als
Kompetitoren um unspezifische Verbindung eingesetz-
ten Stoffen ähnlicher Art wie in der Probenmatrix der
komplex zusammengesetzten Proben biologischen Ur-
sprungs enthaltenene Stoffe (z. B. Albumine, Immuno-
globuline oder verdünntes Serum) werden typischerwei-
se mit einem Gesamtproteingehalt von 10 Pg/ml bis 500
Pg/ml dieser dritten Lösungen (entsprechend Schritt (7b)
des erfindungsgemäßen Verfahrens) eingesetzt.
[0067] Das erfindungsgemäße Verfahren ermöglicht
es, die durch unspezifische Wechselwirkung oder unspe-

zifische Bindung verursachten Signalanteile an in den
Messbereichen gemessenen, aufgrund von spezifische
Bindung und zusätzlicher unspezifischer Bindung er-
zeugten Gesamtsignalen, auf zweierlei Art zu bestim-
men.
[0068] Die erste Möglichkeit besteht darin, dass der
Anteil von durch unspezifische Wechselwirkung mit den
zugegebenen Bindungsreagentien und gegebenenfalls
mit den zugegebenen Detektionsreagentien erzeugten
optischen Signalen an den gemessenen ersten opti-
schen Signalen gemäß Anspruch 1 aus der Differenz der
gemäß Schritt (8), nach Zugabe der zweiten Lösung ge-
mäß Schritt (7a), gemessenen optischen Signale und der
gemäß Schritt (5), nach Zugabe der ersten Lösung ge-
mäß Schritt (4), gemessenen optischen Signale be-
stimmt wird.
[0069] Die zweite Möglichkeit ist dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Anteil von durch unspezifische
Wechselwirkung mit den zugegebenen Bindungs-
reagentien und gegebenenfalls mit den zugegebenen
Detektionsreagentien erzeugten optischen Signalen an
den gemessenen ersten optischen Signalen gemäß An-
spruch 1 aus der Differenz der gemäß Schritt (8), nach
Zugabe der dritten Lösung gemäß Schritt (7b), gemes-
senen optischen Signale und der gemäß Schritt (5), nach
Zugabe der ersten Lösung gemäß Schritt (4), gemesse-
nen optischen Signale bestimmt wird.
[0070] In Kombination mit der bereits genannten, be-
vorzugten Ausführungsform des erfindungsgemäßen
Verfahrens, gemäß derer Arrays von Messbereichen ei-
ne Anzahl von solchen Messbereichen umfassen, in de-
nen dem aufgebrachten Material als Standards unter-
schiedliche bekannte Konzentrationen von Verbindun-
gen hinzugefügt wurden, welche gleicher Art wie die
nachzuweisenden Analyten sind, wobei die Anzahl sol-
cher Messbereiche und Höhe besagter unterschiedlicher
bekannter Konzentrationen ausreichend ist, um mittels
eines einzigen Zugabeschritts einer ersten Lösung mit
darin enthaltenen Bindungsreagentien als spezifischen
Bindungspartnern und gegebenenfalls ebenfalls enthal-
tenen Detektionsreagentien, gemäß Schritt (4) nach An-
spruch 1, und der nachfolgenden Schritte (5) und (6) nach
Anspruch 1 eine Kalibrationskurve für die Bestimmung
unbekannter Konzentrationen besagter nachzuweisen-
der Analyten in dem Array zu erzeugen, ermöglicht das
erfindungsgemäße Verfahren, die (relative und/oder ab-
solute) Konzentration oder (relative und/oder absolute)
Menge eines Analyten in einer in einem Messbereich auf-
gebrachten komplex zusammengesetzten Probe biolo-
gischen Ursprungs aus der Differenz zwischen dem für
diesen Messbereich gemessenen optischen Signal (d.h.
dem gemessenen ersten optischen Signal) und dem An-
teil von durch unspezifische Wechselwirkung mit den zu-
gegebenen Bindungsreagentien und gegebenenfalls mit
den zugegebenen Detektionsreagentien erzeugtem op-
tischem Signal und Vergleich dieser Differenz mit einer
Kalibrationskurve für den betreffenden Analyten zu be-
stimmen.
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[0071] Die genannten Verfahrensschritte werden in
Ausführungsbeispielen noch genauer erläutert.
[0072] Charakteristisch für das erfindungsgemäße
Vefahren ist außerdem aufgrund seiner hohen Empfind-
lichkeit und hohen Genauigkeit und Reproduzierbarkait,
insbesondere aufgrund einer Vielzahl gleichzeitig oder
alternativ einsetzbarer, voneinander unabhängiger Re-
ferenzierungs- und Kalibrationsmethoden, dass Unter-
schiede, bevorzugt von weniger als 20 %, besonders be-
vorzugt von weniger als 10 %, in der (relativen und/oder
absoluten) Konzentration oder (relativen und/oder abso-
luten) Menge eines Analyten in verschiedenen komplex
zusammengesetzten Proben biologischen Ursprungs,
welche in verschiedenen Messbereichen aufgebracht
sind, bestimmt werden können.
[0073] Aufgrund der nur geringen Variation der gewon-
nenen Messergebnisse ist das erfindungsgemäße Ver-
fahren auch geeignet zur Untersuchung des zeitlichen
Verlaufs (d. h. der Veränderungen) der Mengen oder
Konzentrationen von (in den komplex zusammengesetz-
ten Proben biologischen Ursprungs nachzuweisenden)
Analyten unter Einfluss der Erkrankung eines biologi-
schen Organismus oder einer Zellkultur und/oder der äu-
ßeren Beeinflussung eines Organismus oder einer Zell-
kultur, beispielsweise durch Behandlung oder Stimulati-
on mit einer biologischen wirksamen Verbindung ("drug")
oder durch äußere physikalische Einwirkung wie bei-
spielsweise Bestrahlung mit Licht einer Wellenlänge des
ultravioletten bis infraroten Spektrums, Einfluss von Ra-
dioaktivität oder durch Hitzeeinwirkung.
[0074] Eine weitere mögliche Ausführungsform des er-
findungsgemäßen Verfahrens ist daher dadurch ge-
kennzeichnet, dass eine Probe und eine oder mehrere
Vergleichsproben dem gleichen Ursprungsort zu unter-
schiedlichen Zeitpunkten entnommen sind und dass zeit-
liche Veränderungen der in diesen Proben enthaltenen
Mengen oder Konzentrationen eines oder mehrerer Ana-
lyten bestimmt werden. Unter "dem gleichen Ursprungs-
ort" soll dabei der gleiche Organismus oder ein gleichar-
tiger Organismus oder die gleiche Zellkultur bzw. gleich-
artige Zellkultur (jeweils nach unterschiedlich langer
gleichartiger Erkrankung oder Beeinflussung) verstan-
den werden. Vorzugsweise ermöglicht das erfindungs-
gemäße Verfahren, zeitliche Änderungen der Konzen-
tration bzw. Menge besagter Analyten von weniger als
20 %, bevorzugt von weniger als 10 %, nachzuweisen.
[0075] Die einfachste Form der Immobilisierung der zu
untersuchenden komplex zusammengesetzten Proben
biologischen Ursprungs auf einem festen Träger besteht
in physikalischer Adsorption, beispielsweise infolge hy-
drophober Wechselwirkungen mit der Oberfläche des fe-
sten Trägers. Diese Wechselwirkungen können jedoch
durch die Zusammensetzung der im weiteren Verlauf des
Verfahrens aufzubringenden Lösungen und deren phy-
sikalisch-chemische Eigenschaften, wie beispielsweise
Polarität und Ionenstärke, in ihrem Ausmaß stark verän-
dert werden. Insbesondere im Falle sequentieller Zuga-
be verschiedener Reagentien in einem mehrstufigen As-

say kann das Haftvermögen der komplex zusammenge-
setzten Proben oder ihrer Bestandteile nach rein adsorp-
tiver Immobilisierung auf der Oberfläche unzurei-
chend.sein. Es wird daher bevorzugt, dass auf dem fe-
sten Träger, zur Verbesserung des Haftvermögens der
in diskreten Messbereichen aufzubringenden Proben, ei-
ne Haftvermittlungsschicht aufgebracht ist, auf welcher
die Proben dann aufgetragen werden.
[0076] Vorzugsweise beträgt dabei die Dicke der Haft-
vermittlungsschicht weniger als 200 nm, besonders be-
vorzugt weniger als 20 nm.
[0077] Für die Herstellung der Haftvermittlungsschicht
eignen sich eine Vielzahl von Materialien. Beispielsweise
kann die Haftvermittlungsschicht Verbindungen umfas-
sen aus der Gruppe, welche Silane, funktionalisierte Sila-
ne, Epoxide, funktionalisierte, geladene oder polare Po-
lymere und "selbstorganisierte passive oder funktionali-
sierte Mono- und Mehrfachschichten", Thiole, Alkylphos-
phate und -phosphonate sowie multifunktionelle Block-
Copolymere, wie beispielsweise Poly(L)lysin/Polyethy-
lenglycole, umfasst.
[0078] Es ist von Vorteil, wenn Bereiche zwischen den
diskreten Messbereichen zur Minimierung unspezifi-
scher Bindung von Bindungs- oder Detektionsreagentien
"passiviert werden", d.h. dass zwischen den räumlich ge-
trennten Messbereichen gegenüber besagten Bindungs-
reagentien und/oder Detektionsreagentien "chemisch
neutrale", d.h. diese nicht bindende, Komponenten auf-
gebracht werden.
[0079] Besagte gegenüber den Bindungsreagentien
und/oder Detektionsreagentien "chemisch neutrale",
d.h. diese nicht bindende, Komponenten können ausge-
wählt sein aus den Gruppen, die von Albuminen, insbe-
sondere Rinderserumalbumin und Humanserumalbu-
min, Casein, unspezifischen, polyklonalen und monoklo-
nalen, artfremden und empirisch für den oder die nach-
zuweisenden Analyten unspezifischen Antikörpern (ins-
besondere für Immunoassays), Detergentien - wie bei-
spielsweise Tween 20 - nicht mit zu analysierenden Po-
lynukleotiden hybridisierender, fragmentierter natürli-
cher und synthetischer DNA, wie beispielsweise ein
Extrakt von Herings- oder Lachssperma (insbesondere
für Polynukleotid-Hybridisierungsassays), und auch un-
geladenen, aber hydrophilen Polymeren, wie beispiels-
weise Polyethylenglycolen oder Dextranen, gebildet wer-
den.
[0080] Für die Aufbringung der komplex zusammen-
gesetzten Proben biologischen Ursprungs direkt auf dem
festen Träger oder auf einer auf dem Träger zuvor auf-
gebrachten Haftvermittlungsschicht eignen sich eine
Vielzahl bekannter Verfahren, welche beispielsweise
ausgewählt sein können aus der Gruppe von Verfahren,
die von "Ink jet spotting", mechanischem Spotting mittels
Stift, Feder oder Kapillare, "Micro contact printing", flui-
discher Kontaktierung der Messbereiche mit besagten
Proben durch deren Zufuhr in parallelen oder gekreuzten
Mikrokanälen, unter Einwirkung von Druckunterschie-
den oder elektrischen oder elektromagnetischen Poten-
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tialen sowie photochemischen und photolithographi-
schen Immobilisierungsverfahren gebildet wird.
[0081] Die Arrays von Messbereichen stellen vorzugs-
weise ein- oder zweidimensionale Anordnungen diskre-
ter Messbereiche dar. Die erreichbare Dichte von
Messbereichen innerhalb eines Arrays von Messberei-
chen und Anzahl von Messbereichen auf einem gemein-
samen festen Träger ist wesentlich durch die Ortsauflö-
sung der eingesetzten Aufbringungsmethode bestimmt.
Typischerweise umfasst ein Array mehr als 50, bevorzugt
mehr als 500, besonders bevorzugt mehr als 5000
Messbereiche. Dabei kann jeder Messbereich eine zu
anderen Messbereichen gleiche oder unterschiedliche
immobilisierte Probe enthalten. Die Messbereiche eines
Arrays sind in einer Dichte von mehr als 10, bevorzugt
von mehr als 100, besonders bevorzugt von mehr als
1000 Messbereichen pro Quadratzentimeter angeord-
net.
[0082] Vorteilhaft ist eine solche Ausführungsform des
erfindungsgemässen Verfahrens, welche dadurch ge-
kennzeichnet ist, dass auf dem festen Träger eine Viel-
zahl von Arrays von Messbereichen angeordnet sind.
Insbesondere können auf dem Träger mindestens 5, be-
vorzugt mindestens 50 Arrays von Messbereichen an-
geordnet sein. Besonders vorteihaft ist es, wenn unter-
schiedliche Arrays von Messbereichen in unterschiedli-
chen Probenbehältnissen angeordnet sind. Beispiels-
weise in den internationalen Patentanmeldungen WO
01/13096 und WO 01/43875 ist beschrieben, wie ein als
Evaneszentfeld-Sensorplattform ausgebildeter fester
Träger als Bodenplatte mit einem geeigneten Aufsatz-
körper zur Erzeugung eines geeigneten Arrays von Pro-
benbehältnissen, jeweils für die Aufnahme eines Arrays
von Messbereichen, kombiniert werden kann.
[0083] Es wird bevorzugt, dass auf dem gemeinsa-
men, durchgehenden festen Träger 2 - 2000, vorzugs-
weise 2 - 400, besonders bevorzugt 2 - 100 Probenbe-
hältnisse angeordnet sind.
[0084] Besonders bevorzugt wird, dass die Probenbe-
hältnisse in einem Raster, d.h. einer Aufeinanderfolge in
Zeilen und/oder Spalten angeordnet sind, welches kom-
patibel ist mit dem Raster von StandardMikrotiterplatten.
Als industrieller Standard ist dabei eine Anordnung von
8 x 12 Wells mit einem (Zentrum-zu-Zentrum) Abstand
von ca. 9 mm etabliert. Hiermit kompatibel sind kleinere
Arrays mit beispielsweise 3, 6, 12, 24 und 48 Probenbe-
hältnissen in gleichem Abstand. Es können auch meh-
rere solche kleineren Arrays von Probenbehältnissen
derart zusammengefügt werden, dass nach deren Zu-
sammenfügung der gegenseitige Abstand ein ganzzah-
liges Vielfaches des Abstands von ca. 9 mm beträgt.
[0085] Seit einiger Zeit werden auch Platten mit 384
und 1536 Wells, als ganzzahligem Vielfachen von 96
Wells auf gleicher Grundfläche mit ensprechend redu-
ziertem Wellabstand (ca. 4.5 mm bzw. 2.25 mm), ver-
wendet, welche ebenfalls als Standardmikrotiterplatten
bezeichnet werden sollen. Die Anordnung von Proben-
behältnissen als Teil des erfindungsgemässen Kits kann

auch an diese Geometrie angepasst sein.
[0086] Durch die Anpassung des Rasters der Proben-
behältnisse an diese Standards können eine Vielzahl
kommerziell eingeführter und erhältlicher Laborpipetto-
ren und Laborroboter für die Zugabe der ersten, zweiten
oder dritten Lösungen verwendet werden.
[0087] Mit solchen Ausführungsformen eines festen
Trägers für das erfindungsgemäße Verfahren wird eine
experimentelle Konzeption ermöglicht, welche man als
"multidimensional" bezeichnen kann: Beispielsweise
können in den Zeilen und Spalten eines Arrays verschie-
dene Proben, beispielsweise von unterschiedlichen Or-
ganismen (z. B. entsprechend Spalten), in unterschied-
licher Verdünnung (z. B. entsprechend Zeilen) aufge-
bracht sein. Unterschiedliche Arrays von Messbereichen
mit darin immobilisierten Proben, in unterschiedlichen
Probenbehältnissen, können dann mit unterschiedlichen
ersten und/oder zweiten oder dritten Lösungen mit darin
enthaltenenen Bindungsreagentien und gegebenenfalls
Detektionsreagentien zur Bestimmung unterschiedlicher
immobilisierter Analyten in unterschiedlichen Arrays in
Kontakt gebracht werden. Es ist offensichtlich, dass sich
mit einer solchen Variante eines Trägers eine nahezu
unbegrenzte Anzahl verschiedener Experimente durch-
führen lässt.
[0088] Für das erfindungsgemäße Verfahren eignen
sich eine Vielzahl von Ausführungsformen eines festen
Trägers. Es wird bevorzugt, dass der feste Träger, auf
welchem die Arrays von diskreten Messbereichen er-
zeugt werden, im wesentlichen planar ist. Unter "im we-
sentlichen planar" soll verstanden werden, dass, abge-
sehen von beispielsweise eventuell auf der den Messbe-
reichen zugewandten Oberfläche erzeugten Strukturen
wie beispielsweise Vertiefungen oder Erhöhungen zur
Erzeugung von Vorrichtungen für Probenbehältnisse,
diese Oberfläche eine makroskopische Welligkeit von
weniger als 100 Mikrometern pro Zentimeter Ausdeh-
nung entlang einer beliebigen Achse in der Ebene seiner
Oberfläche hat.
[0089] Für viele Anwendungen ist es auch vorteilhaft,
wenn der feste Träger nicht porös ist. "Nicht porös" soll
hier bedeuten, dass besagter Träger keine durchgehen-
den porösen Strukturen aufweist und seine (mikroskopi-
sche) Oberflächenrauhigkeit weniger als 1 Pm beträgt.
Bevorzugt beträgt die Oberflächenrauhigkeit des festen
Trägers weniger als 20 nm, besonders bevorzugt weni-
ger als 2 nm.
[0090] Für viele Anwendungen ist es auch erwünscht,
dass der optische Träger mindestens bei der Wellenlän-
ge eines während der Nachweisschritte des erfindungs-
gemäßen Verfahrens in Richtung von Messbereichen
geleiteten Anregungslichts oder Messlichts im wesentli-
chen optisch transparent ist.
[0091] Unter einem eingestrahlten "Anregungslicht"
soll dabei verstanden werden, dass dieses Licht als En-
ergiequelle für eine Sekundäremission (zusammenfas-
send bezeichnet als "Emissionslicht"), wie beispielswei-
se Fluoreszenz oder allgemeiner Lumineszenz oder eine
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Ramanstrahlung oder beispielsweise zur Anregung ei-
nes Oberflächenplasmons in einer Metallschicht, dient,
welche mit einem geeigneten Detektor gemessen wer-
den kann. Unter einem eingestrahlten "Messlicht" soll
verstanden werden, dass dieses ebenfalls der Wechsel-
wirkung mit dem Träger und/oder mit darauf nachzuwei-
senden Analyten oder deren Bindungspartnern zwecks
eines Analytnachweises dient, dass aber keine spektra-
len Änderungen dieses Messlichts oder einer Sekundä-
remission zu untersuchen sind, sondern beispielsweise
Änderungen der Einstellparameter (wie beispielsweise
des Resonanzwinkels für die Einkopplung in einen
Schichtwellenleiter mittels einer Gitterstruktur, siehe un-
ten) oder der Ausbreitungsparameter dieses Lichts (wie
beispielsweise der Phasendifferenz zwischen Lichtantei-
len, welche unterschiedliche optische Wege, wie den
Messpfad eines Interferometers und den Referenzpfad,
ohne Wechselwirkung mit einer Probe, durchlaufen) ge-
messen werden.
[0092] Unter "im wesentlichen optischer Transparenz"
eines Materials, einer Schicht oder eines festen Trägers
bei einer bestimmten Wellenlänge soll verstanden wer-
den, dass die Lauflänge eines in besagtem Material oder
in besagter Schicht oder in besagtem Träger oder in der
(hochbrechenden) wellenleitenden Schicht eines als op-
tischer Wellenleiter ausgebildeten Trägers geführten
Lichts bei der betreffenden Wellenlänge grösser als 2
mm ist, sofern diese Lauflänge nicht durch Strukturen
zur Änderung der Ausbreitungsrichtung besagten Lichts
begrenzt wird. Beispielsweise kann die Lauflänge, bei-
spielsweise von optisch sichtbarem Licht, d. h. die Strek-
ke auf dem Weg des Lichts im entsprechenden Material
bis zur Abnahme der Lichtintensität auf einen Wert 1/e
der Ursprungsintensität beim Eintritt des Lichts in dieses
Material, in der Größenordnung von etlichen Zentimetern
(z. B. in Dünnschichtwellenleitern) bis zu Metern oder
Kilometern (im Falle von Lichtleitern für die optische Si-
gnalübermittlung) liegen. Im Falle einer Gitter-Wellenlei-
ter-Struktur, basierend auf einem Dünnschichtwellenlei-
ter, kann die Ausbreitungslänge eines in der wellenlei-
tenden Schicht geführten Lichts durch ein auskoppeln-
des diffraktives Gitter (ausgebildet in der wellenleitenden
Schicht, siehe unten) auf wenige Mikrometer begrenzt
werden. Diese Begrenzung der Lauflänge ist dann je-
doch durch die Strukturierung, und nicht durch die Ma-
terialeigenschaften der Struktur, bedingt. Im Sinne der
vorliegenden Erfindung soll eine solche Gitter-Wellenlei-
ter-Struktur als "im wesentlichen optisch transparent" be-
zeichnet werden, wenn die Lauflänge des Lichts außer-
halb der Bereiche der Gitterstrukturen mehr als 2 mm
beträgt.
[0093] Vorzugsweise ist auch das Material einer op-
tional auf dem festen Träger aufgebrachten Haftvermitt-
lungsschicht mindestens bei der Wellenlänge eines ein-
gestrahlten Anregungslichts oder Messlichts im wesent-
lichen optisch transparent.
[0094] Das Material des festen Trägers umfasst vor-
zugsweise ein Material aus der Gruppe umfassend Sili-

kate, wie beispielsweise Glas oder Quarz, Keramiken,
Metalloxide, Kunststoffe, insbesondere thermoplasti-
sche Kunststoffe, wie beispielsweise Polycarbonate,
Acrylate, Polyacrylate, insbesondere Polymethylme-
thacrylate, Polystyrole, Cyclo-Olefinpolymere und Cyclo-
Olefin-Copolymere und deren Kombinationen (Mischun-
gen und/oder Schichtungen). Dabei wird bevorzugt, dass
besagte Kunststoffe form-, präg-, spritz- und/oder fräsbar
sind und - für Anwendungen unter Einsatz von Lumines-
zenzdetektion - eine möglichst niedrige Eigenfluores-
zenz aufweisen. Es wird bevorzugt, dass die genannten
Materialien die Anforderung nach im wesentlichen opti-
scher Transparenz mindestens bei der Wellenlänge ei-
nes eingestrahlten Anregungslichts oder Messlichts er-
füllen.
[0095] Für verschiedene Anwendungen des erfin-
dungsgemäßen Verfahrens sind Ausführungsformen
des festen Trägers erwünscht, welche dadurch gekenn-
zeichnet sind, dass dieser mehrere Schichten mit unter-
schiedlichen optischen Eigenschaften umfasst.
[0096] Eine spezielle Ausführungsform ist dadurch
gekennzeichnet, dass der feste Träger eine dünne Me-
tallschicht, vorzugsweise umfassend Gold, Silber oder
Aluminium, umfasst. Oft wird dabei zusätzlich bevorzugt,
dass der Träger eine weitere Zwischenschicht mit einem
Brechungsindex < 1.5, beispielsweise aus Siliciumdioxid
oder Magnesiumfluorid umfasst, welche sich in Kontakt
mit der Metallschicht befindet. Es wird für diese Gruppe
von Ausführungsformen eines Trägers außerdem bevor-
zugt, dass die Dicke der Metallschicht und der eventuel-
len Zwischenschicht so ausgewählt ist, dass ein Ober-
flächenplasmon bei der Wellenlänge eines eingestrahl-
ten Anregungslichts und/oder bei der Wellenlänge einer
erzeugten Lumineszenz angeregt werden kann. Vor-
zugsweise beträgt die Dicke der Metallschicht zwischen
10 nm und 1000 nm, besonders bevorzugt zwischen 30
nm und 200 nm.
[0097] Für die meisten Anwendungen des erfindungs-
gemäßen Verfahrens ist es erwünscht, dass mindestens
die direkt oder über eine Haftvermittlungsschicht mit den
Messbereichen in Kontakt befindliche Schicht des festen
Trägers mindestens bei der Wellenlänge eines einge-
strahlten Anregungslichts oder Messlichts im wesentli-
chen optisch transparent ist
[0098] Der feste Träger kann Komponenten aus der
Gruppe umfassen, welche Mikroskop-Plättchen, Mikro-
titerplatten, Nanotiterplatten, Filter (z. B. umfassend Pa-
pier), Membranen (z. B. Nitrocellulosemembranen) und
mikrostrukturierte Träger (z. B. Wabenstrukturen oder
perforierte Strukturen aus Silicium) umfasst. Als Nanoti-
terplatten werden dabei analog zu den etablierten Mikro-
titerplatten (mit typischerweise 96, 384 oder 1536 Pro-
benbehältnissen) ähnlich strukturierte Anordnungen of-
fener Probenbehältnisse, aber kleiner Abmessungen (ty-
pischerweise in der Größenordnung von Mikrometern
anstelle von Millimetern) bezeichnet.
[0099] Eine besonders bevorzugte Ausführungsform
eines für das erfindungsgemäße Verfahren geeigneten
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festen Trägers ist dadurch gekennzeichnet, dass der
feste Träger einen durchgehenden oder in diskrete wel-
lenleitende Bereiche aufgeteilten optischen Wellenleiter,
umfassend eine oder mehrere Schichten, umfasst.
[0100] Für den einen oder die mehreren Detektions-
schritte des erfindungsgemäßen Verfahrens wird bevor-
zugt, dass das Anregungs- oder Messlicht von einer oder
mehreren polychromatischen oder monochromatischen
Lichtquellen zu einem oder mehreren Messbereichen ei-
nes oder mehrerer Arrays von Messbereichen geleitet
wird und optische Signale aus besagten Messbereichen
und/oder Änderungen oder Unterschiede der von besag-
ten Messbereichen ausgehenden optischen Signale
ortsaufgelöst gemessen und aufgezeichnet werden.
[0101] Bevorzugt hat das Anregungs- oder Messlicht
eine Wellenlänge zwischen 200 nm und 1200 nm.
[0102] Bevorzugt handelt es sich bei den verwendeten
Lichtquellen um solche mit einem schmalen Emissions-
spektrum. Besonders bevorzugte Lichtquellen sind La-
serdioden und Laser.
[0103] Für die ortsaufgelöste Signaldetektion wird vor-
zugsweise ein ortsauflösender Detektor verwendet, wel-
cher beispielsweise ausgewählt sein kann aus der Grup-
pe, welche CCD-Kameras, CCD-Chips, Photodioden-
Arrays, Avalanche-Dioden-Arrays, Multichannel-Plates
und Vielkanal-Photomultiplier umfasst. Für die Detekti-
onsschritte des erfindungsgemäßen Verfahrens geeig-
nete optische Systeme und deren Komponenten sowie
optische Detektionsverfahren sind beispielsweise in den
internationalen Anmeldungen WO 95/33197, WO
95/33198 und WO 96/35940 beschrieben, deren Inhalt
hiermit vollumfänglich als Bestandteil der vorliegenden
Erfindung eingeführt wird.
[0104] Abhängig von der physikalischen Ausgestal-
tung des festen Trägers gibt es für die messtechnische
Art der Signalerzeugung beim Analytnachweis verschie-
dene Möglichkeiten. Eine mögliche Variante ist dadurch
gekennzeichnet, dass die ortaufgelöst zu messenden
Änderungen oder Unterschiede optischer Signale auf lo-
kalen Unterschieden des effektiven Brechungsindex an
der den Messbereichen zugewandten Oberfläche des fe-
sten Trägers oder innerhalb eines Abstandes von weni-
ger als 1 Pm von dieser Oberfläche besagten festen Trä-
gers beruhen, welche durch Bindung von Bindungs-
reagentien und/oder Detektionsreagentien an in diskre-
ten Messbereichen in den dort aufgebrachten komplex
zusammengesetzten Proben biologischen Ursprungs
enthaltene Analyten hervorgerufen werden.
[0105] Eine Untervariante dieses Ausführungsform
des erfindungsgemäßen Verfahrens ist dadurch ge-
kennzeichnet, dass die ortsaufgelöst zu messenden
Änderungen oder Unterschiede optischer Signale auf lo-
kalen Unterschieden der Resonanzbedingungen zur Er-
zeugung eines Oberflächenplasmons in einer dünnen
Metallschicht als Teil besagten festen Trägers beruhen.
[0106] Die Bedingungen zur Erzeugung einer Oberflä-
chenplasmonenresonanz sowie zur Kombination mit Lu-
mineszenzmessungen sowie mit wellenleitenden Struk-

turen sind vielfach in der Literatur beschrieben, beispiels-
weise in den US-Patenten US-P 5,478,755, US-P
5,841,143, US-P 5,006,716 und US-P 4,649,280.
[0107] Messtechnisch sind für die Bestimmung von
Änderungen der Resonanzbedingungen der Reso-
nanzwinkel (bei Variation des Einstrahlungswinkels bei
konstanter Wellenlänge des eingestrahlten Lichts) und
die Resonanzwellenlänge (bei konstantem Einstrah-
lungswinkel und Variation der eingestrahlten Anregungs-
wellenlänge) zugänglich. Entsprechend kann, bei kon-
stanter Wellenlänge des eingestrahlten Lichts besagte
Änderung der Resonanzbedingungen in einer zu mes-
senden Änderung des Resonanzwinkels für die Einstrah-
lung eines Anregungslichts zur Erzeugung eines Ober-
flächenplasmons in einer dünnen Metallschicht des fe-
sten Trägers bestehen. Entsprechend kann auch besag-
te Änderung der Resonanzbedingungen in einer Ände-
rung der Resonanzwellenlänge eines eingestrahlten An-
regungslichts zur Erzeugung eines Oberflächenplas-
mons in einer dünnen Metallschicht als Teil des festen
Trägers bestehen, wobei in diesem Fall der Einstrah-
lungswinkel (welcher mindestens bei einer Wellenlänge
eines spektral zu variierenden auf den Träger einge-
strahlten Lichts gleich dem Resonanzwinkel sein sollte)
vorzugsweise konstant gehalten wird.
[0108] Besonders bevorzugt werden solche Varianten
des erfindungsgemäßen Verfahrens, welche dadurch
gekennzeichnet sind, dass der feste Träger einen opti-
schen Dünnschichtwellenleiter umfasst mit einer ersten
im wesentlichen optisch transparenten Schicht (a) auf
einer zweiten im wesentlichen optisch transparenten
Schicht (b), wobei Schicht (a) einen höheren Bre-
chungsindex als Schicht (b) hat und mit den Messberei-
chen direkt oder vermittelt über eine Haftvermittlungs-
schicht in Kontakt ist.
[0109] Dabei kann die zweite optisch transparente
Schicht (b) ein Material aus der Gruppe umfassen, wel-
che Silikate, wie beispielsweise Glas oder Quarz, Kera-
miken, Metalloxide, Kunststoffe, insbesondere thermo-
plastische Kunststoffe, wie beispielsweise Polycarbona-
te, Acrylate, Polyacrylate, insbesondere Polymethylme-
thacrylate, Polystyrole, Cyclo-Olefinpolymere und Cyclo-
Olefin-Copolymere und deren Kombinationen (Mischun-
gen und/oder Schichtungen) umfasst. Dabei wird wie-
derum bevorzugt, dass besagte Kunststoffe form-, präg-,
spritz- und/oder fräsbar sind und - für Anwendungen un-
ter Einsatz von Lumineszenzdetektion - eine möglichst
niedrige Eigenfluoreszenz aufweisen. Ausserdem wird
bevorzugt, dass die genannten Materialien die Anforde-
rung nach im wesentlichen optischer Transparenz min-
destens bei der Wellenlänge eines eingestrahlten Anre-
gungslichts oder Messlichts erfüllen.
[0110] Es wird bevorzugt, dass der Brechungsindex
der ersten optisch transparenten Schicht (a) grösser als
1.8 ist. Es wird auch bevorzugt, dass die erste optisch
transparente Schicht (a) ein Material aus der Gruppe von
Silicium-Nitrid, TiO2, ZnO, Nb2O5, Ta2O5, HfO2, und
ZrO2, besonders bevorzugt aus TiO2, Ta2O5 oder Nb2O5
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umfasst.
[0111] Ausführungsformen von als fester Träger für
das erfindungsgemäße Verfahren geeigneten (Dünn-)
Schichtwellenleitern sind beispielsweise in den interna-
tionalen Patentanmeldungen WO 95/33197, WO
95/33198 und WO96/35940 beschrieben.
[0112] Für Ausführungsformen des erfindungsgemä-
ßen Verfahrens mit einem festen Träger, welcher einen
optischen Wellenleiter umfasst, wird bevorzugt, dass An-
regungslicht oder Messlicht von einer oder mehreren
Lichtquellen in eine wellenleitende Schicht des festen
Trägers über eines oder mehrere optische Koppelemen-
te eingekoppelt wird, welche ausgewählt sind aus der
Gruppe, die von Prismenkopplern, evaneszenten Kopp-
lern mit zusammengebrachten optischen Wellenleitern
mit überlappenden evaneszenten Feldern, Stirnflächen-
kopplern mit vor einer Stirnseite der wellenleitenden
Schicht angeordneten fokussierenden Linsen, vorzugs-
weise Zylinderlinsen, und Gitterkopplern gebildet wird.
[0113] Besonders bevorzugt wird, dass die Einkopp-
lung von Anregungslicht oder Messlicht in eine wellen-
leitende Schicht des festen Trägers mithilfe von einer
oder mehreren Gitterstrukturen (c) erfolgt, die in der be-
sagten wellenleitenden Schicht als Oberflächenreliefgit-
ter mit einer gewissen Gitterperiode und Gittertiefe aus-
geprägt sind.
[0114] Vorteilhaft ist auch, wenn die Auskopplung von
in einer wellenleitenden Schicht des festen Trägers ge-
führtem Licht mithilfe von einer oder mehreren Gitter-
strukturen (c’) erfolgt, die in besagter wellenleitender
Schicht ausgeprägt sind und gleiche oder unterschiedli-
che Periode und Gittertiefe wie Gitterstrukturen (c) ha-
ben.
[0115] Eine weitere auf refraktiven Messmethoden be-
ruhende Variante des erfindungsgemäßen Verfahrens
ist dadurch gekennzeichnet, dass die ortsaufgelöst zu
messenden Änderungen oder Unterschiede optischer
Signale auf lokalen Unterschieden der Resonanzbedin-
gungen für die Einkopplung von Anregungslicht oder
Messlicht einer oder mehrerer Lichtquellen in eine wel-
lenleitende Schicht des festen Trägers mittels einer in
dieser wellenleitenden Schicht ausgeprägten Gitter-
struktur beruhen.
[0116] Analog zur Bestimmung von Änderungen der
Resonanzbedingungen zur Erzeugung einer Oberflä-
chenplasmonenresonanz sind messtechnisch für die Be-
stimmung von Änderungen der Resonanzbedingungen
für die Lichteinkopplung in eine wellenleitende Schicht
über ein darin ausgeprägtes Gitter der Resonanzwinkel
(bei Variation des Einstrahlungswinkels bei konstanter
Wellenlänge des eingestrahlten Lichts) und die Reso-
nanzwellenlänge (bei konstantem Einstrahlungswinkel
und Variation der eingestrahlten Anregungswellenlänge)
zugänglich. Entsprechend kann, bei konstanter Wellen-
länge des eingestrahlten Lichts besagte Änderung der
Resonanzbedingungen in einer zu messenden Ände-
rung des Resonanzwinkels für die Lichteinkopplung in
eine wellenleitende Schicht des festen Trägers beste-

hen. Entsprechend kann auch besagte Änderung der Re-
sonanzbedingungen in einer Änderung der Resonanz-
wellenlänge eines eingestrahlten Anregungslichts für die
Lichteinkopplung in eine wellenleitende Schicht des fe-
sten Trägers bestehen., wobei in diesem Fall der Ein-
strahlungswinkel (welcher mindestens bei einer Wellen-
länge eines spektral zu variierenden auf den Träger ein-
gestrahlten Lichts gleich dem Resonanzwinkel sein soll-
te) vorzugsweise konstant gehalten wird.
[0117] In der internationalen Patentanmeldung WO
01/88511 sind ausführlich verschiedene Ausführungs-
formen von Gitter-Wellenleiter-Strukturen beschrieben,
welche für den Einsatz als fester Träger für eine Kombi-
nation mit dem erfindungsgemäßen Verfahren geeignet
sind. Ebenso eignen sich die darin beschriebenen De-
tektionsverfahren für den Einsatz im Detektionsschritt
des erfindungsgemäßen Verfahrens für die vorangehend
beschriebene Variante des Einsatz eines refraktiven
Messverfahrens. Die WO 01/88511 wird daher hiermit
vollumfänglich als Bestandteil der vorliegenden Be-
schreibung eingeführt.
[0118] Hinsichtlich der Technik der Signalerzeugung
werden solche Varianten des erfindungsgemäßen Ver-
fahrens bevorzugt, welche dadurch charakterisiert sind,
dass die ortsaufgelöst zu messenden Änderungen oder
Unterschiede optischer Signale auf lokalen Unterschie-
den oder Änderungen einer oder mehrerer Lumineszen-
zen beruhen, welche durch Bindung von Bindungs-
reagentien und/oder Detektionsreagentien an in diskre-
ten Messbereichen in den dort aufgebrachten komplex
zusammengesetzten Proben biologischen Ursprungs
enthaltene Analyten hervorgerufen werden.
[0119] Von besonderem Vorteil ist, wenn zum Analyt-
nachweis zwei oder mehr Lumineszenzlabel mit unter-
schiedlichen Emissionswellenlängen und/oder unter-
schiedlichen Anregungsspektren, bevorzugt mit unter-
schiedlichen Emissionswellenlängen und gleicher Anre-
gungswellenlänge, eingesetzt werden. Wenn mehrere
Lumineszenzlabel mit unterschiedlichen spektralen Ei-
genschaften, insbesondere unterschiedlichen Emissi-
onswellenlängen, an unterschiedliche Bindungs- und/
oder Detektionsreagentien, welche mit den Messberei-
chen in Kontakt gebracht werden, gebunden sind, kön-
nen beispielsweise unterschiedliche Analyten innerhalb
eines einzelnen Messbereichs in einem einzigen Nach-
weisschritt, d.h. Kontaktierung der Messbereiche mit be-
sagten Bindungs- und/oder Detektionsreagentien und
gleichzeitige oder nachfolgende Detektion der erzeugten
Lumineszenzen, bestimmt werden.
[0120] Beispielsweise ist eine solche Variante des er-
findungsgemässen Verfahrens besonders gut dafür ge-
eignet, gleichzeitig zum Beispiel die phoshorylierte und
die nicht phosphorylierte Form einer Verbindung, insbe-
sondere auch innerhalb eines einzelnen (gemeinsamen)
Messbereiches nachzuweisen, mithilfe zweier entspre-
chender unterschiedlicher, beispielsweise direkt (z. B.
mit grün bzw. rot emittierenden Lumineszenzlabeln) mar-
kierter Bindungsreagentien als spezifischen Bindungs-
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partnern.
[0121] In ähnlicher Weise können auch innerhalb ei-
nes einzelnen Messbereichs gleichzeitig zwei oder mehr
verschiedene Analyten detektiert werden, wenn zum
Analytnachweis zwei oder mehr Lumineszenzlabel mit
unterschiedlichen Emissionsabklingzeiten eingesetzt
werden und, bei geeigneten Anregungsbedingungen
(d.h. gepulster oder modulierter Lichtanregung) die De-
tektion resultierender Lumineszenzen mit einer Zeitauf-
lösung erfolgt, welche die Unterscheidung der unter-
schiedlich schnell abklingenden Lumineszenzen zu-
lässt..
[0122] Von Vorteil ist, wenn die Einstrahlung des An-
regungslichts in Pulsen mit einer Dauer zwischen 1 fsec
und 10 Minuten erfolgt und das Emissionslicht aus den
Messbereichen zeitlich aufgelöst gemessen wird.
[0123] Eine ganz besonders bevorzugte Ausführungs-
form des erfindungsgemäßen Verfahrens ist dadurch
gekennzeichnet, dass

- der feste Träger einen optischen Schichtwellenleiter
mit einer ersten bei mindestens der Wellenlänge ei-
nes eingestrahlten Anregungslichts im wesentlichen
optisch transparenten Schicht (a) auf einer zweiten
bei mindestens der Wellenlänge eines eingestrahl-
ten Anregungslichts im wesentlichen optisch trans-
parenten Schicht (b) mit niedrigerem Brechungsin-
dex als Schicht (a) umfasst,

- Anregungslicht einer Lichtquelle mittels einer in der
Schicht (a) ausgeprägten Gitterstruktur (c) in die
Schicht (a) eingekoppelt wird,

- Dieses Anregungslicht als eine geführte Welle zu
direkt auf der Schicht (a) oder vermittelt über eine
Haftvermittlungsschicht auf der Schicht (a) befindli-
chen Messbereichen geleitet wird und

- Lumineszenzen von lumineszenzfähigen Verbin-
dungen, welche im evaneszenten Feld des in der
Schicht (a) geführten Lichts zur Lumineszenz ange-
regt werden, ortsaufgelöst gemessen werden.

[0124] Eine besondere Variante besteht dabei darin,
dass neben der Bestimmung einer oder mehrerer Lumi-
neszenzen Änderungen des effektiven Brechungsindex
auf den Messbereichen bestimmt werden.
[0125] Für eine weitere Verbesserung der Empfind-
lichkeit kann dabei vorteilhaft sein, wenn die einen oder
mehreren Lumineszenzen und/oder Bestimmungen von
Lichtsignalen bei der Anregungswellenlänge polarisati-
onsselektiv vorgenommen werden. Dabei wird bevor-
zugt, dass die einen oder mehreren Lumineszenzen bei
einer anderen Polarisation als der des Anregungslichts
gemessen werden.
[0126] Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Er-
findung ist ein Mikroarray zur quantitativen Bestimmung
eines oder mehrerer Analyten in einer oder mehreren

komplex zusammengesetzten Proben biologischen Ur-
spungs, umfassend

- einen festen Träger,

- eine erste Vielzahl von diskreten Messbereichen, in
denen direkt oder vermittelt über eine Haftvermitt-
lungsschicht jeweils kleine Mengen komplex zusam-
mengesetzter Proben biologischen Ursprungs in
verdünnter oder unverdünnter Form immobilisiert
sind,

dadurch gekennzeichnet,
dass mindestens eine zweite Vielzahl von Messberei-
chen in besagtem Array auf dem festen Träger bereitge-
stellt ist, in welchen Messbereichen den nachzuweisen-
den Analyten gleichartige Stoffe in unterschiedlichen
Konzentrationen immobilisiert sind, welche geeignet
sind, mittels Kontaktierung des Mikroarrays mit einer er-
sten Lösung enthaltend ein oder mehrere Bindungs-
reagentien als spezifische Bindungspartner für die in der
ersten Vielzahl von diskreten Messbereichen in den auf-
gebrachten komplex zusammengesetzten Proben biolo-
gischen Ursprungs enthaltenen, nachzuweisenden Ana-
lyten und die in der zweiten Vielzahl von diskreten
Messbereichen enthaltenen, besagten nachzuweisen-
den Analyten gleichartigen Stoffe, und, gegebenenfalls
falls erforderlich, ein oder mehr Detektionsreagentien,
wobei die Aufbringung von Bindungs- und Detektions-
reagentien gleichzeitig oder sequentiell erfolgen kann,
und nachfolgende ortsaufgelöste Messung von ersten
optischen Signalen, welche von diskreten Messberei-
chen eines oder mehrerer Arrays, welche mit der ersten
Lösung in Kontakt gebracht wurden, ausgehen, sowie
Aufzeichnung dieser ersten optischen Signale, eine Ka-
librationskurve für besagte in den immobiliserten kom-
plex zusammengesetzten Proben enthaltenen, quantita-
tiv nachzuweisenden Analyten zu erzeugen.
[0127] Es kann von Vorteil sein, wenn eine dritte Viel-
zahl von Messbereichen in besagtem Array auf dem fe-
sten Träger bereitgestellt ist, in denen jeweils kleine Men-
gen komplex zusammengesetzter Proben biologischen
Ursprungs in verdünnter oder unverdünnter Form und
zusätzlich diesen zugesetzte bekannte Mengen von den
nachzuweisenden Analyten gleichartigen Stoffen immo-
bilisiert sind. Diese dritte Vielzahl kann beispielsweise
für die Kontrollfunktion der Bestimmung des Grades der
"Wiederfindung" ("Recovery") benutzt werden, wie die-
ses auch in dem nachfolgenden Ausführungsbeispiel der
Fall ist.
[0128] Eine Weiterentwicklung des erfindungsgemä-
ßen Mikroarrays besteht darin, dass eine vierte Vielzahl
von Messbereichen in besagtem Array auf dem festen
Träger bereitgestellt ist, in welchen Stoffe, welche ähn-
licher Art wie in der Probenmatrix der in der ersten Viel-
zahl von Messbereichen aufgebrachten Proben enthal-
tene Stoffe sind, immobilisiert sind.
[0129] Es wird bevorzugt, dass auch die Messbereiche
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der zweiten Vielzahl von Messbereichen Stoffe umfas-
sen, welche ähnlicher Art wie in der Probenmatrix der in
der ersten Vielzahl von Messbereichen aufgebrachten
Proben enthaltene Stoffe sind.
[0130] Die Stoffe, welche ähnlicher Art wie in der Pro-
benmatrix der in der ersten Vielzahl von Messbereichen
aufgebrachten Proben enthaltene Stoffe sind, können
beispielsweise aus der Gruppe stammen, welche Albu-
mine, insbesondere Rinderserumalbumin, Immunoglo-
buline, Transferrine und Fibrinogene umfasst.
[0131] Es wird außerdem bevorzugt, dass eine fünfte
Vielzahl von Messbereichen in besagtem Array auf dem
festen Träger bereitgestellt ist, welche Zwecken einer
Referenzierung dienen. Dabei wird weiterhin bevorzugt,
dass die Messbereiche der fünften Vielzahl von Messbe-
reichen Stoffe umfassen, welche ausgewählt sind aus
der Gruppe, welche Massenlabel, beispielsweise in der
Form von Nanopartikeln, Beads oder Kolloiden, und Lu-
mineszenzlabel, beispielsweise in der Form von Lumi-
neszenzfarbstoffen oder lumineszenten Nanopartikeln
wie "Quantum Dots" mit Anregungs-und Emissionswel-
lenlängen zwischen 200 nm und 1000 nm, umfasst.
[0132] Für das erfindungsgemäße Mikroarray eignen
sich alle Ausführungsformen fester Träger und deren Mo-
difikationen (beispielsweise durch Aufbringung einer
Haftvermittlungsschicht), wie sie für das vorangehend
beschriebene erfindungsgemäße Verfahren (zur Unter-
scheidung der Anteile spezifischer und unspezifischer
Bindung an den beobachteten Signalen) beschrieben
wurden. Ebenso können alle für dieses erfindungsgemä-
ße Verfahren beschriebenen komplex zusammenge-
setzten Proben, Bindungsreagentien, Detektions-
reagentien und Arrays von Messbereichen in Verbindung
mit einem erfindungsgemäßen Mikroarray eingesetzt
werden.
[0133] Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Er-
findung ist ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung
eines oder mehrerer Analyten in einer komplex zusam-
mengesetzten Probe biologischen Ursprungs umfas-
send die folgenden Schritte:

- Bereitstellung einer oder mehrerer komplex zusam-
mengesetzter Proben biologischen Ursprungs,

- Bereitstellung einer Vielzahl von Lösungen von den
in den komplex zusammengesetzten Proben nach-
zuweisenden Analyten gleichartigen Stoffen in un-
terschiedlichen Konzentrationen,

- Bereitstellung mindestens eines festen Trägers,

- Erzeugung einer ersten Vielzahl von diskreten
Messbereichen als Teil eines Mikroarrays durch Auf-
bringung kleiner Mengen der komplex zusammen-
gesetzten Proben biologischen Ursprungs, in ver-
dünnter oder unverdünnter Form, an diskreten Orten
direkt auf dem festen Träger oder nach vorheriger
Aufbringung einer Haftvermittlungsschicht auf be-

sagter Haftvermittlungsschicht auf dem festen Trä-
ger,

- Erzeugung einer zweiten Vielzahl von diskreten
Messbereichen als Teil besagten Mikroarrays durch
Aufbringung jeweils kleiner Mengen der Vielzahl von
Lösungen von den in den komplex zusammenge-
setzten Proben nachzuweisenden Analyten gleich-
artigen Stoffen in unterschiedlichen Konzentratio-
nen,

- Kontaktierung des Mikroarrays mit einer ersten Lö-
sung enthaltend ein oder mehrere Bindungsreagen-
tien als spezifische Bindungspartner für die in der
ersten Vielzahl von diskreten Messbereichen in den
aufgebrachten komplex zusammengesetzten Pro-
ben biologischen Ursprungs enthaltenen, nachzu-
weisenden Analyten und die in der zweiten Vielzahl
von diskreten Messbereichen enthaltenen, besag-
ten nachzuweisenden Analyten gleichartigen Stoffe,
und, gegebenenfalls falls erforderlich, ein oder mehr
Detektionsreagentien, wobei die Aufbringung von
Bindungs- und Detektionsreagentien gleichzeitig
oder sequentiell erfolgen kann,

- ortsaufgelöste Messung von ersten optischen Si-
gnalen, welche von der ersten und zweiten Vielzahl
diskreter Messbereiche des Mikroarrys ausgehen,
Aufzeichnung der ersten optischen Signale aus der
ersten Vielzahl diskreter Messbereiche als für deren
Kontaktierung mit der ersten Lösung charakteristi-
sche Signale, Aufzeichung der ersten optischen Si-
gnale aus der zweiten Vielzahl diskreter Messberei-
che als für deren Kontaktierung mit der ersten Lö-
sung in Abhängigkeit von der Konzentration der in
besagten Messbereichen enthaltenen, den in den
komplex zusammengesetzten Proben enthaltenen
Analyten gleichartigen Stoffen, charakteristische Si-
gnale,

- Erstellung von Kalibrationskurven für die in den kom-
plex zusammengesetzten Proben nachzuweisen-
den Analyten aus den aufgezeichneten optischen Si-
gnalen aus der zweiten Vielzahl diskreter Messbe-
reiche, sofern erforderlich nach vorheriger Subtrak-
tion von Hintergrundsignalen und geeigneter Refe-
renzierung,

quantitative Bestimmung der in den komplex zusammen-
gesetzten Proben enthaltenen nachzuweisenden Analy-
ten durch Vergleich der aufgezeichneten ersten opti-
schen Signale aus der ersten Vielzahl diskreter Messbe-
reiche mit den Kalibrationskurven für die jeweiligen Ana-
lyten, sofern erforderlich nach vorheriger Subtraktion von
Hintergrundsignalen und geeigneter Referenzierung.
[0134] Dieses erfindungsgemäße Verfahren zur quan-
titativen Bestimmung eines oder mehrerer Analyten in
einer komplex zusammengesetzten Probe biologischen
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Ursprungs kann mit den Ausführungsformen des voran-
gehend genannten erfindungsgemäßen Verfahrens
nach Anspruch 1 und seinen Unteransprüchen kombi-
niert werden. Diese Kombinationen sind ebenfalls Be-
standteil der vorliegenden Erfindung.
[0135] Die Erfindung umfasst außerdem die Verwen-
dung eines erfindungsgemäßen Mikroarrays und/oder
eines der erfindungsgemäßen Verfahren zur quantitati-
ven Bestimmung eines oder mehrerer Analyten in einer
komplex zusammengesetzten Probe biologischen Ur-
sprungs zu quantitativen und/oder qualitativen Analysen
zur Bestimmung chemischer, biochemischer oder biolo-
gischer Analyten in Verfahren des Screenings von Wirk-
stoffbibliotheken zur Effizienzbestimmung in der Phar-
maforschung, der Kombinatorischen Chemie, der Klini-
schen und Präklinischen Entwicklung, zur Identifizie-
rung, Validierung und Kontrolle ("monitoring") von biolo-
gischen oder chemischen Markerstoffen ("biomarkers"),
zur Identifizierung und Verifizierung von Signaltransduk-
tionswegen in der Proteomforschung und Systembiolo-
gie, zum Affinitätsscreening und insbesondere zum An-
tikörperscreening, zu Echtzeitbindungsstudien und zur
Bestimmung kinetischer Parameter im Affinitätsscree-
ning und in der Forschung, zu qualitativen und quantita-
tiven Analytbestimmungen, insbesondere für die DNA-
und RNA-Analytik und die Bestimmung von genomi-
schen oder proteomischen Unterschieden im Genom
bzw. Proteom, wie beispielsweise Einzelnukleotid-Poly-
morphismen, zur Messung von Protein-DNA-Wechsel-
wirkungen, zur Bestimmung von Steuerungsmechanis-
men für die m-RNA-Expression und für die Protein(bio)
synthese, für die Erstellung von Toxizitätsstudien sowie
für die Bestimmung von Expressionsprofilen, insbeson-
dere zur Erstellung von zellulären Expressionsprofilen
von krankhaften und gesunden Zellpopulationen, mit und
ohne äußere Stimulation, und deren Vergleich, zur Un-
tersuchung der zeitlichen Entwicklung derartiger Expres-
sionsprofile über Zeiträume von Minuten, Stunden, Ta-
gen, Wochen, Monaten oder Jahren, zur Bestimmung
von biologischen und chemischen Markerstoffen, wie
mRNA, Proteinen, Peptiden oder niedermolekularen or-
ganischen (Boten)Stoffen, sowie zum Nachweis von An-
tikörpern, Antigenen, Pathogenen oder Bakterien in der
pharmazeutischen Protduktforschung und -entwicklung,
der Human- und Veterinärdiagnostik, der Agrochemi-
schen Produktforschung und -entwicklung, der sympto-
matischen und präsymptomatischen Pflanzendiagno-
stik, zur Patientenstratifikation in der pharmazeutischen
Produktentwicklung und für die therapeutische Medika-
mentenauswahl, zum Nachweis von Pathogenen,
Schadstoffen und Erregern, insbesondere von Salmo-
nellen, Prionen, Viren und Bakterien, insbesondere in
der Lebensmittel- und Umweltanalytik.
[0136] Dabei ist das erfindungsgemäße Verfahren auf-
grund der hohen Anzahl gleichzeitig auf einem gemein-
samen Träger unter gleichen Bedingungen durchführba-
rer Untersuchungen insbesondere für Affinitätsscree-
ning, d.h. für den Vergleich der Affinitäten verschiedener

Bindungspartner zu einem ihnen gemeinsamen spezifi-
schen Bindungspartner, insbesondere von verschiede-
nen Antikörpern zu einen ihnen gemeinsamen Antigen,
geeignet.
[0137] Besonders bevorzugt wird auch die Verwen-
dung des erfindungsgemäßen Verfahrens zur Erstellung
zellulärer Expressionsprofile und deren Vergleich. Die-
ses betrifft insbesondere den Vergleich zellulärer Ex-
pressionsprofile von krankhaften und gesunden Zellpo-
pulationen, mit und ohne deren Stimulation. Dabei soll
als "Stimulation" sowohl die Zugabe chemischer oder
biochemischer Verbindungen zu besagten Zellpopulatio-
nen, als auch deren Behandlung mit unterschiedlichen
physikalischen Bedingungen, wie beispielsweise Be-
strahlung, Hitzeeinwirkung etc. verstanden werden. Auf-
grund der hohen Genauigkeit der durch das erfindungs-
gemäße Verfahren erzielbaren Messergebnisse ist es
dabei insbesondere auch geeignet für die Untersuchung
der zeitlichen Entwicklung zellulärer Expression unter
den vorgenannten Bedingungen, über Zeiträume von
beispielsweise Minuten, Stunden, Tagen, Wochen, Mo-
naten oder Jahren.
[0138] Außerdem ist das erfindungsgemäße Verfah-
ren besonders gut geeignet zur Auffindung so genannter
biologischer oder biochemischer Markerstoffe der vor-
genannten Art, welche geeignet sind, Informationen zu
liefern über krankhafte Zellpopulationen im Vergleich zu
gesunden Zellpopulationen, mutierten oder modifizierten
Zellpopulationen im Vergleich zu "wild type" Zellpopula-
tionen oder über die Beeinflussung zellulärer Populatio-
nen durch deren Stimulation oder Behandlung.
[0139] Das erfindungsgemäße Mikroarray und die er-
findungsgemäßen Verfahren werden nachfolgend bei-
spielhaft erläutert.

Beispiele:

1. Analyten und Proben

[0140] In dem nachfolgenden Ausführungsbeispiel
handelt es sich bei den nachzuweisenden Analyten um
das Markerprotein "Akt" des intrazellulären Akt-Signal-
wegs und um zwei unterschiedlich aktivierte (phosphory-
lierte) Formen dieses Proteins. Akt ist eine Proteinkinase
und spielt eine Schlüsselrolle bei einer Vielzahl physio-
logischer Prozesse, wie beispielsweise im Glucose-Me-
tabolismus, dem Zellwachstum, der Zelldifferenzierung
und dem programmierter Zelltod (Apoptose). Die Aktivie-
rung von Akt erfolgt über Phosphorylierung unterschied-
licher Aminosäureseitenketten, unter anderem Serin 473
und Threonin 308. Fehlregulationen des Akt-Signalwegs
und die damit einhergehende Inhibition des program-
mierten Zelltods spielen eine entscheidende Rolle bei
der Entstehung von Krebs, weshalb dieses Markerpro-
tein von grossem therapeutischem Interesse ist.
[0141] Der analytische Nachweis von Akt und dessen
phosphorylierten Form en P-Akt (Ser473) und P-Akt
(Thr308) erfolgt mittels unterschiedlicher spezifischer
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Antikörper, die entweder an das Protein unabhängig von
dessen Phosphorylierungsgrad binden, oder nur an be-
stimmte phosphorylierte Formen, wie nur an P-Akt
(Ser473) oder nur an P-Akt (Thr308). Somit lässt sich
durch die Messung einer Probe mittels Applikation dreier
unterschiedlicher Antikörper der Gesamtgehalt an Akt
sowie der jeweilige Gehalt dessen modifizierter Formen
detektieren.
[0142] Der Nachweis von Akt und dessen phosphory-
lierten Form en erfolgt in diesem Ausführungsbeispiel in
einem unfiltrierten Lysat von Rattenherzgewebe, wel-
ches in einem stark denaturierenden, Harnstoff und De-
tergentien enthaltenden Lysepuffer präpariert wurde und
welches das gesamte Proteom der darin befindlichen
Zellen enthielt. Weiterhin wurde Rattenserum, welches
kein Akt enthielt, in Lysepuffer präpariert.

2. Im erfindungsgemäßen Verfahren verwendete 
Träger

[0143] Die für das erfindungsgemäße Verfahren ver-
wendeten festen Träger, jeweils mit den Abmessungen
14 mm Breite x 57 mm Länge x 0.7 mm Dicke, sind als
Dünnschichtwellenleiter ausgeprägt, jeweils umfassend
ein Glasssubstrat (AF 45) als im wesentlichen optisch
transparente Schicht (b) und eine darauf aufgebrachte
150 nm dünne, hochbrechende Schicht aus Tantalpen-
toxid, als im wesentliche optisch transparente Schicht
(a). In dem Glassubstrat sind, parallel zur Länge, zwei
Oberflächenreliefgitter (Gitterperiode: 318 nm, Gittertie-
fe: (12 +/- 2) nm) im Abstand von 9 mm moduliert. Bei
der nachfolgenden Auftragung der hochbrechenden
Schicht wurden diese Strukturen, die als diffraktive Gitter
der Lichteinkopplung in die hochbrechende Schicht (a)
dienen sollen, in die Oberfläche der Tantalpentoxid-
schicht übertragen.
[0144] Derartige Dünnschichtwellenleiter sind für das
erfindungsgemäße Verfahren besonders gut geeignet,
da sie es ermöglichen, oberflächennahe Bindungsereig-
nisse mit einem hohen Verhältnis von Messignal zu Hin-
tergrundsignal zu detektieren, so dass damit tiefe Nach-
weisgrenzen erreicht werden können. Prinzipiell sind je-
doch auch alle anderen Ausführungsformen fester Trä-
ger, wie sie vorangehend genannt wurden, wie beispiels-
weise Mikrokop-Plättchen oder auch Mikrotiterplatten,
für das erfindungsgemäße Verfahren geeignet.
[0145] Nach sorgfältiger Reinigung der Träger wird auf
der Oberfläche der Metalloxidschicht eine Monoschicht
aus Mono-Dodecylphosphat (DDP) durch spontane
Selbstorganisation als Haftvermittlungsschicht erzeugt,
mittels Abscheidung aus wässriger Lösung (0.5 mM
DDP). Diese Oberflächenmodifikation der zuvor hydro-
philen Metalloxidoberfläche führt zu einer hydrophoben
Oberfläche (mit einem Kontaktwinkel von etwa 100° ge-
genüber Wasser), auf der die komplex zusammenge-
setzten Proben biologischen Ursprungs mit darin enthal-
tenen Analyten als spezifischen Bindungspartnern für
den Analytnachweis in einer spezifischen Bindungsreak-

tion aufgetragen werden sollen.

3. Reagentien und Erzeugung der Arrays von 
Messbereichen

[0146] Für Kompetitionsexperimente (siehe unten) zur
Bestimmung von durch unspezifische Bindung an den
Analyten hervorgerufene Signalanteile wird gereinigtes
Akt (Pharmacia Italia Spa ,Mailand, Italien) als Kompe-
titor in Lösung zu dem in den immobilisierten komplex
zusammengesetzten Proben biologischen Ursprungs
enthaltenen nachzuweisenden Akt ("endogenem Akt")
als Analyt verwendet. Das gereinigte Akt wird auch zur
Erstellung von Kalibrationskurven mittels Zusatz in un-
terschiedlichen zu aufzubringenden Immobilisierungslö-
sungen unterschiedlicher Zusammensetzung eingesetzt
(siehe unten).
[0147] Als Gesamtprotein-Konzentrationen der
Stammlösung für die Proben (Lysat von Rattenherzge-
webe in Lyse-Puffer), aus denen die auf dem festen Trä-
ger aufzubringenden komplex zusammengesetzten Pro-
ben biologischen Ursprungs hergestellt werden, sowie
von Rattenserum als einem Medium mit vergleichbarer
Zusammensetzung wie die Probenmatrix der aus dem
Lysat des Rattenherzgewebes hergestellten Proben wird
mithilfe eines modifizierten Bradford-Assays (PIERCE
Coomassie Plus Kit (PIERCE # 23238) 17.3 mg/ml bzw.
54.0 mg/ml bestimmt.
[0148] Durch weitere Verdünnung mit einem zweiten,
ebenfalls harnstoffhaltigen, aber von Detergentien freien
Puffer ("Spotting-Puffer") werden Lösungen des Lysats
des Rattenherzgewebes mit unterschiedlichem Gesamt-
proteingehalt (0.025 mg/ml, 0.050 mg/ml, 0.1 mg/ml, 0.2
mg/ml, 0.3 mg/ml, 0.4 mg/ml, 0.5 mg/ml) für die Aufbrin-
gung in einzelnen Messbereichen hergestellt, ohne die
Proteinzusammensetzung der verdünnten Lösungen ge-
genüber der Stammlösung zu ändern. Die erhaltenen Lö-
sungen unterschiedlicher Gesamtproteinkonzentration
stellen zu untersuchende komplex zusammengesetzte
Proben biologischen Ursprungs (ohne weiter hinzuge-
fügte Zusätze) dar.
[0149] Außerdem werden Lösungen des Lysats des
Rattenherzgewebes mit gleichen Gesamtproteinkon-
zentrationen (0.025 mg/ml, 0.050 mg/ml, 0.1 mg/ml, 0.2
mg/ml, 0.3 mg/ml, 0.4 mg/ml, 0.5 mg/ml), aber zusätzlich
jeweils 1000 ng/ml Akt, hergestellt. Mit den aus diesen
Lösungen zu erzeugenden Messbereichen soll überprüft
werden, ob der Analytnachweis (von Akt bzw. seinen
phosphorylierten Formen) unabhängig von der Gesamt-
proteinkonzentration im jeweiligen Messbereich ist.
[0150] Zwecks Erstellung von Kalibrationskurven von
Akt und dessen phosphorylierten Formen werden des
weiteren Lösungen von gereinigtem Akt (0 ng/ml, 1 ng/nl,
3 ng/ml, 10 ng/ml, 30 ng/ml, 100 ng/ml, 300 ng/ml, 1000
ng/ml, 3000 ng/ml) in Spotting-Puffer, jeweils unter Zu-
satz von 0.1 mg/ml Rinderserumalbumin (BSA), herge-
stellt. BSA dient hier als homogene und von Akt freie
Probenmatrix, in der das Akt entsprechend den genann-
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ten unterschiedlichen Konzentrationen der Immobilisie-
rungslösungen auf dem Träger in diskreten Messberei-
chen immobilisiert werden soll.
[0151] Ebenfalls zum Zweck der Erzeugung von Kali-
brationskurven von Akt und den genannten phosphory-
lierten Formen, aber in einer anderen Probenmatrix, wer-
den Lösungen mit gleichem Gehalt an gereinigtem Akt
(0 ng/ml, 1 ng/nl, 3 ng/ml, 10 ng/ml, 30 ng/ml, 100 ng/ml,
300 ng/ml, 1000 ng/ml, 3000 ng/ml) in Spotting-Puffer,
jedoch mit Zusatz von 0.1 mg/ml Rattenserum anstelle
von 0.1 mg/ml BSA, hergestellt. Rattenserum dient hier
als heterogene und dem Rattenhergewebe ähnliche, je-
doch von Akt freie Probenmatrix, in der das Akt entspre-
chend den genannten unterschiedlichen Konzentratio-
nen der Immobilisierungslösungen auf dem Träger in dis-
kreten Messbereichen immobilisiert werden soll.
[0152] Auf den mit der hydrophoben Haftvermittlungs-
schicht versehenen Trägern werden jeweils 6 identische
Mikroarrays von je 224 Messbereichen (Spots), ihrer-
seits in einer Anordnung von jeweils 14 Reihen und 16
Spalten, mit einem Inkjet-Spotter (GeSIM, Großerk-
mannsdorf, Deutschland) aufgetragen. Jeder Spot wird
durch die Auftragung eines einzelnen Tröpfchens von
etwa 400 pl Volumen auf die Oberfläche des Trägers
erzeugt. Pro Lösung werden jeweils zwei gleichartige
Messbereiche (zwei replikate Spots) erzeugt. Außerdem
werden für Negativkontrollen auch Messbereiche mit
darin aufgebrachtem Spotting-Puffer, ohne jegliche Pro-
teine als Inhaltsstoffe, erzeugt.
[0153] Außer den vorgenannten "Proben-Spots" um-
fassen die Mikroarrays auch jeweils sogenannte "Refe-
renz-Spots": Innerhalb jedes Mikroarrays ist in einem Teil
der jeweils 224 Messbereiche mit Cy5 (Amersham) fluo-
reszenzmarkiertes Rinderserumalbumin (Cy5-BSA,
Markierungsrate: 3 Cy5-Moleküle pro BSA-Molekül) im-
mobilisiert. Diese Messbereiche dienen der Referenzie-
rung von lokalen Unterschieden der Anregungslichtin-
tensität innerhalb einzelner Arrays als auch zwischen
verschiedenen Arrays. ("Referenz-Spots"). Cy5-BSA
wird in diesen Messbereichen jeweils in einer Konzen-
tration von 0.5 nM in harnstoffhaltigem Spottingpuffer
aufgetragen.
[0154] Die geometrische Anordnung der Messberei-
che in den jeweils gleichartigen Arrays ist in Fig. 1 dar-
gestellt und in Tab. 1 erläutert.
[0155] Nach Fertigstellung der Arrays von Messberei-
chen werden die freien, nicht protein-bedeckten, hydro-
phoben Oberflächenbereiche der Träger zu deren Pas-
sivierung mit Rinderserumalbumin (BSA), als einer ge-
genüber einzusetzenden Bindungsreagentien und/oder
Detektionsreagentien "chemisch neutralen", d.h. diese
nicht bindende Komponente, abgesättigt, indem die
Oberflächen mit einer BSA-haltigen Pufferlösung 30 Mi-
nuten lang inkubiert werden. Danach werden die Träger
mit den darauf erzeugten Messbereichen mit Wasser (18
MΩ·cm) gewaschen und zuletzt in einem Stickstoffstrom
getrocknet und bei 4°C bis zur Durchführung des erfin-
dungsgemäßen Nachweisverfahrens gelagert.

4. Architektur von Assays zur Durchführung des er-
findungsgemäßen Verfahrens

[0156] Zur weiteren Durchführung des erfindungsge-
mäßen Verfahrens werden die mit den Arrays von
Messbereichen versehenen Träger jeweils mit einem
Aufsatzkörper zur Erzeugung einer linearen Anordnung
von 6 Probenbehältnissen (jeweils 15 Pl Innenvolumen)
mit den darin angeordneten Arrays von Messbereichen
verbunden. Solche Anordnungen von Probenbehältnis-
sen sind in den internationalen Anmeldungen WO
01/43875 und WO 02/103331 beschrieben, deren Inhalt
hiermit vollumfänglich als Bestandteil der vorliegenden
Anmeldung eingeführt wird.
[0157] Der Schritt des Analytnachweises (entspre-
chend Schritt (4) des erfindungsgemäßen Verfahrens)
erfolgt in zwei Teilschritten, wobei jeweils ein Analyt pro
Array von Messbereichen nachgewiesen wird.

4.1. Verwendung von Bindungsreagentien ohne Zu-
satz von Kompetitoren

[0158] Im ersten Teilschritt werden die Arrays von
Messbereichen in den Probenbehältnissen mit einer Lö-
sung eines primären Antikörpers als Bindungsreagenz
("anti-Akt" (# 9272) zur Detektion von Total-Akt (ohne
Unterscheidung von phosphorylierten und nicht phos-
phorylierten Formen), "anti-P-Akt (Ser473)" (#9271) zur
Detektion von phosphoryliertem P-Akt (Ser473), "anti-P-
Akt (Thr308)"(#9275) zur Detektion von phosphorylier-
tem P-Akt (Thr308) (alle Antikörper von Cell Signaling
Technologies, Beverly, USA) jeweils in 500-facher Ver-
dünnung der Stammlösung in Assay-Puffer (entspre-
chend ca. 5nM), enthaltend über Nacht bei Raumtempe-
ratur inkubiert.
[0159] Nach einem Waschschritt mit jeweils 200 Pl As-
say-Puffer, zur Entfernung nicht gebundener Bindungs-
reagentien, werden die Arrays von Messbereichen je-
weils im zweiten Teilschritt mit dem Detektionsreagenz,
nämlich fluoreszenzmarkiertem Alexa Fluor 647 anti-rab-
bit Fab Fragmenten (Molecular Probes; Eugene, USA),
ebenfalls in 500-facher Verdünnung der Stammlösung
in Assay-Puffer, sechzig Minuten lang im Dunkeln bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach werden die Arrays
von Messbereichen nochmals mit je 200 Pl Assay-Puffer
gewaschen, um nicht gebundene Detektionsreagentien
zu entfernen. Anschließend werden die diesen Verfah-
rensschritten unterzogenen Träger, verbunden mit Auf-
satzkörpern und so erzeugten, mit Puffer gefüllten Pro-
benbehältnissen, gelagert bis zum Detektionsschritt mit-
tels Anregung und Detektion resultierender Fluoreszenz-
signale im ZeptoREADER™ (siehe unten).

4.2. Verwendung von Bindungsreagentien mit Zu-
satz von Akt als Kompetitor

[0160] Entsprechend erfolgt der Analytnachweis in
Gegenwart eines dem Analyten gleichartigen Kompeti-
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tors um die spezifische Bindung an die eingesetzten Bin-
dungsreagentien und gegebenenfalls zusätzliche Nach-
weisreagentien ebenfalls in zwei Teilschritten der Zuga-
be auf den festen Träger mit den darauf befindlichen Ar-
rays von Messbereichen: Zunächst werden die Lösun-
gen der Bindungsreagentien ("anti-Akt", "anti-P-Akt
(Ser473)" bzw. "anti-P-Akt (Thr308)", jeweils ca. 5 nM)
jeweils mit einem etwa zwanzigfachen Überschuss von
Akt (5 Pg/ml entsprechend 100 nM) vorinkubiert. Es wird
erwartet, dass dabei alle Antigen-Bindungsstellen der
analytspezifischen Antikörper mit dem entsprechenden
Kompetitor belegt werden und folglich keine spezifischen
Bindungsstellen der Bindungsreagentien mehr für die
Reaktion mit Analytmolekülen in den Messbereichen zur
Verfügung stehen. Dann werden die so hergestellten,
Akt enthaltenden Lösungen analog zum ersten Teilschritt
von 4.1. in jeweils ein weiteres Probenbehältnis mit ei-
nem weiteren, aber gleichartigen Array von Messberei-
chen wie dem unter 4.1. benutzten Array von Messbe-
reichen gefüllt und damit über Nacht inkubiert, gefolgt
von einem Waschschritt, dem nachfolgenden Teilschritt
der Zugabe des Detektionsreagenz und den weiteren
Teilschritten wie unter 4.1. beschrieben. Das Vorgehen
gemäß dieses Abschnittes 4.2. entspricht dem Teilschritt
(7a) des erfindungsgemäßen Verfahrens.

4.3. Verwendung von Bindungsreagentien mit Zu-
satz von der Probenmatrix ähnlichen Stoffen als 
Kompetitoren

[0161] In zu 4.1. und 4.2. analoger Weise erfolgt der
Analytnachweis in Gegenwart von zusätzlich zu den Bin-
dungsreagentien hinzugefügten Stoffen, welche gleicher
oder möglichst ähnlicher Art wie in der Probenmatrix ent-
haltene Stoffe sind und als Kompetitoren zu den in den
Messbereichen immobilisierten Bestandteilen der Pro-
benmatrix um unspezifische Bindung der Bindungs-
reagentien dienen. Dazu werden die Lösungen der Bin-
dungsreagentien ("anti- Akt", "anti-P-Akt (Ser473)" bzw.
"anti-P-Akt (Thr308)", jeweils ca. 5 nM) jeweils mit 0.1
mg/ml Rattenserum vorinkubiert. Dann werden die so
hergestellten, Serum enthaltenden Lösungen analog
zum ersten Teilschritt von 4.1. in jeweils ein weiteres Pro-
benbehältnis mit einem weiteren, aber gleichartigen Ar-
ray von Messbereichen wie dem unter 4.1. benutzten
Array von Messbereichen gefüllt und damit über Nacht
inkubiert, gefolgt von einem Waschschritt, dem nachfol-
genden Teilschritt der Zugabe des Detektionsreagenz
und den weiteren Teilschritten wie unter 4.1. beschrie-
ben. Das Vorgehen gemäß dieses Abschnittes 4.3. ent-
spricht dem Teilschritt (7b) des erfindungsgemäßen Ver-
fahrens.

5. Anregung und Detektion von Fluoreszenzsigna-
len aus den Arrays von Messbereichen

[0162] Die Fluoreszenzsignale aus den verschiede-
nen Arrays von Messbereichen werden mit einem Zep-

toREADER™ (Zeptosens AG, CH-4108 Witterswil,
Schweiz) sequentiell automatisch gemessen. Dieses op-
tische System wurde in der internationalen Patentanmel-
dung PCT/EP 01/10012 genauer beschrieben, welche
hiermit vollumfänglich als Bestandteil dieser Anmeldung
eingeführt wird.

6. Bildauswertung und Referenzierung

[0163] Die Bestimmung der Fluoreszenzsignale aus
den Messbereichen (Spots) erfolgt mithilfe einer Bildana-
lyse-Software (ZeptoVIEW™, Pro 2.0 Release 2.0, Zep-
tosens AG, CH-4108 Witterswil). Hierbei wird für jeden
Spot die mittlere Signalintensität sowie die mittlere lokale
Hintergrundsignalintensität in dessen unmittelbarer Um-
gebung bestimmt. Durch Subtraktion des mittleren loka-
len Hintergrundsignals von der mittleren gemessenen
Gesamtsignal-intensität des betreffenden Spots wird für
jeden Spot die hintergrundbereinigte mittlere Netto-si-
gnalintensität bestimmt.
[0164] Die Referenzierung der Nettosignalintensität
aller Spots erfolgt jeweils mithilfe der Cy5-BSA Referenz-
spots. Hierzu werden die Nettosignalintensitäten der
"Proben-Spots" durch die auf die Position des jeweiligen
"Proben-Spots" extrapolierte, gemittelte Signalintensität
der beiden nächsten in einer Reihe benachbarten "Re-
ferenz-Spots" dividiert. Durch diese Referenzierung wer-
den die lokalen Unterschiede der verfügbaren Anre-
gungslichtintensität innerhalb eines jeden Arrays von
Messbereichen als auch zwischen verschiedenen Arrays
kompensiert.

[0165] ReferenzierteNetto- Signalintensitätender
Spot-Duplikate (von jeweils zwei gleichartigen Messbe-
reichen) werden zuletzt gemittelt und sind in den entspre-
chenden Figuren als "RFI"-Datenpunkte dargestellt (Re-
ferenced Fluorescence Intensity), angegebene Fehler-
balken entsprechen den jeweiligen Standardabweichun-
gen

7. Durchführung des erfindungsgemäßen Verfah-
rens und Resultate

7.1. Bestimmung des Gesamtgehalts an Akt

7.1.1. Kalibrationskurven für den Nachweis von Akt

a) Verwendung von Bindungsreagentien ohne Zu-
satz von Kompetitoren

[0166] Zwei Segmente von Messbereichen sind in den
gleichartigen Arrays von Messbereichen jeweils vorge-
sehen für die Erstellung von Kalibrationskurven der Ki-
nase Akt (siehe Fig. 1):

Segment 1: Array-Reihen I und II mit Messbereichs-
Inhaltsnummern 1 - 9 mit aufgebrachten unter-
schiedlichen Konzentrationen (zwischen 0 ng/ml
und 3000 ng/ml) von gereinigtem Akt in Spotting-
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Puffer mit zusätzlichen 0.1 mg/ml BSA,

Segment 2: Array-Reihen III und IV mit Messbe-
reichs-Inhaltsnummern 13 - 21 mit aufgebrachten
unterschiedlichen Konzentrationen (zwischen 0
ng/ml und 3000 ng/ml) von gereinigtem Akt in Spot-
ting-Puffer mit zusätzlichen 0.1 mg/ml Rattenserum,

[0167] In ein erstes Probenbehältnis mit einem ersten
Array von Messbereichen wird eine Lösung von "anti-
Akt" (5 nM) aufgegeben. Die weiteren Verfahrensteil-
schritte wurden vorangehend unter 4.1 beschrieben. Die
Kalibrationskurven des Segments 1 von Messbereichen
(erzeugt mit Lösungen enthaltend unterschiedliche Kon-
zentrationen von Akt und dem Spotting-Puffer zugesetz-
tes 0.1 mg/ml BSA) (dargestellt durch ausgefüllte Qua-
drate) und des Segments 2 von Messbereichen (erzeugt
mit Lösungen enthaltend unterschiedliche Konzentratio-
nen von Akt und dem Spotting-Puffer zugesetztes 0.1
mg/ml Rattenserum) (dargestellt durch ausgefüllte Krei-
se) sind in Fig. 2 dargestellt.
[0168] Bei Konzentrationen oberhalb von 30 ng/ml Akt
fallen die Kalibrationskurven von Messbereichen mit co-
immobilisiertem BSA und mit co-immobilisiertem Ratten-
serum zusammen; bei Konzentrationen unterhalb von 30
ng/ml weist die Kalibrationskurve von Messbereichen mit
co-immobilisiertem Rattenserum höhere Signalwerte als
diejenige mit co-immobilisiertem BSA auf. Der Signalun-
terschied wird dem Beitrag unspezifischer Bindung des
Bindungsreagenz an die Inhaltsstoffe des immobilisier-
ten Rattenserums zugeordnet. Bei Hinzufügung noch hö-
herer Konzentrationen von Rattenserum zur Immobilise-
rungslösung ist der Signalunterschied zu Messberei-
chen, deren erzeugenden Immobilisierungslösungen le-
diglich BSA hinzugefügt wurde, noch ausgeprägter.
[0169] Für die Bestimmung der unbekannten Akt-Kon-
zentrationen in den aus Rattenherzgewebe hergestellten
Proben werden die Kalibrationskurven benutzt, welche
mithilfe von Immobilisierungslösungen, denen lediglich
BSA hinzugefügt wurde, erzeugt wurden, da sie eine
Konzentrationsbestimmung auch noch bei niedrigen Akt-
Konzentrationen, unterhalb von 30 ng/ml, ermöglichen..

b) Verwendung von Bindungsreagentien mit Zusatz 
von Akt als Kompetitor

[0170] Zur Überprüfung des Anteils von Signalen auf-
grund unspezifischer Bindung an den Kalibrationskur-
ven, welche mit den Immobilisierungslösungen mit un-
terschiedlicher Probenmatrix erstellt wurden, wird in ein
zweites Probenbehältnis auf ein weiteres Array mit
gleichartiger Anordnung der Messbereiche wie das zu-
erst untersuchte Array eine Mischung der Lösung des
Antikörpers "anti-Akt" als Bindungsreagenz mit einem
Überschuss von Akt (5 Pg/ml entsprechend 100 nM Kon-
zentration) gefüllt und mit den Messbereichen über Nacht
inkubiert, wie unter 4.2. beschrieben. Es wird erwartet,
dass unter diesen Bedingungen der Anteil an durch spe-

zifische Bindung des Antikörpers an immobilisiertes Akt
hervorgerufenen Signalen vollständig verschwindet,
während der Anteil durch unspezifische Bindung hervor-
gerufener Signale verbleibt.
[0171] Erwartungsgemäß wird eine innerhalb der
Messgenauigkeit komplette Unterdrückung des (durch
spezifische Bindung verursachten) Signals innerhalb des
relevanten Konzentrationsbereichs zur Bestimmung von
endogenem Akt, nämlich unterhalb von 100 ng/ml, be-
obachtet (dargestellt durch leere Symbole in Fig. 2)). Da-
bei sind die Signale aus Messbereichen, deren Immobi-
lisierungslösungen Rattenserum enthielten (dargestellt
durch leere Kreise), höher als die Signale derjenigen
Messbereiche, deren Immobilisierungslösungen, außer
den definierten Akt-Konzentrationen, lediglich BSA ent-
hielten (dargestellt durch leere Quadrate), entsprechend
den erwarteten unterschiedlichen Anteilen unspezifi-
scher Bindung an die Probenmatrixkomponenten. Der
bei den höchsten Akt-Konzentrationen (1000 ng/ml und
3000 ng/ml in der Immobilisierungslösung) beobachtete
Signalanstieg wird darauf zurückgeführt, dass die Kom-
petitor-Konzentration in Lösung unter diesen Bedingun-
gen offensichtlich nicht ausreichend ist, um eine spezifi-
sche Bindung des Bindungsreagenz an immobilisiertes
Akt vollständig zu verhindern.

c) Verwendung von Bindungsreagentien mit Zusatz 
von der Probenmatrix ähnlichen Stoffen als Kompe-
titoren

[0172] Zur Überprüfung des Anteils unspezifischer
Bindung, welche durch Bindung der Bindungsreagentien
an Komponenten der Probenmatrix verursacht werden,
wird der Lösung des Antikörpers Rattenserum mit einer
Gesamtproteinkonzentration von 0.1 mg/ml hinzuge-
setzt. Diese Lösung wird dann in ein drittes Probenbe-
hältnis mit einem dritten Array wiederum gleichartiger An-
ordnung der Messbereiche wie das vorgenannte erste
und zweite Array gefüllt, entsprechend dem Vorgehen
gemäß Abschnitt 4.3. Es wird erwartet, dass unter diesen
Voraussetzungen die Anteile durch spezifische Bindung
an immobilisiertes Akt erzeugter Signale erhalten bleiben
und die Anteile durch unspezifische Bindung an die Pro-
benmatrix erzeugter Signale weitgehend verschwinden.
[0173] Figur 3 zeigt mit ausgefüllten Symbolen wieder-
um die unter Abschnitt 7.1.1.a) besprochene Kalibrati-
onskurve, die ohne Zusatz von Kompetitoren zu den Bin-
dungsreagentien mit dem ersten Array erzeugt wurden.
Die durch Zugabe der Rattenserum enthaltenden Lö-
sung des Antikörpers als Bindungsreagenz mit dem drit-
ten Array erhaltenen Signale (dargestellt durch leere
Quadrate) unterscheiden sich von dieser Kalibrations-
kurven nicht messbar.
[0174] Hieraus ist zu schließen, dass im Falle des An-
tikörpers "anti-Total-Akt" die erstellte Kalibrationskurve
mit hoher Genauigkeit den spezifischen Bindungsereig-
nissen entspricht und eine unspezifische Bindung an die
Probenmatrix nur in sehr geringem Umfang stattfindet.
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7.1.2. Bestimmung des Gesamtgehalts von Akt in 
aus Rattenherzgewebe hergestellten Proben

a) Verwendung von Bindungsreagentien ohne Zu-
satz von Kompetitoren

[0175] Der Nachweis des Gesamtgehalts von Akt in
den aus Rattenherzgewebe hergestellten, komplex zu-
sammengesetzten Proben biologischen Ursprungs er-
folgt auf dem Segment von Messbereichen, welche mit
den Messbereichs-Inhaltsnummern 25 bis 31 gekenn-
zeichnet sind.
[0176] Die zur Erzeugung dieser Messbereiche er-
zeugten Immobilisierungslösungen stammen aus der-
selben Stammlösung und wurden durch Verdünnung
(siehe Abschnitt 3.) auf unterschiedliche Gesamtprotein-
konzentrationen (zwischen 0.025 mg/ml und 0.5 mg/ml)
eingestellt.
[0177] Das Segment von Messbereichen mit den
Messbereichs-Inhaltsnummern 37 bis 43 wurde durch
Aufbringung von Immobilisierungsproben aus einer
gleichartigen Verdünnungsreihe der Stammlösung aus
dem Lysat des Rattenherzgewebes erzeugt, wobei den
Immobilisierungsproben aber jeweils noch gereinigtes
Akt in einer Konzentration von 1000 ng/ml zugesetzt wur-
de. Die mithilfe dieses Segments zu messenden Signale
sollen der Kontrolle dienen, ob durch Vergleich der zu
messenden Fluoreszenzsignale mit der Kalibrationskur-
ve (erstellt mit Messbereichen mit co-immobilisiertem B
SA) bei gleicher Gesamtproteinkonzentration (0.1
mg/ml) diese eingesetzte hohe Akt-Konzentration (wel-
che wesentlich höher als der erwartete natürliche, endo-
gene Akt-Gehalt ist) wiedergefunden wird.
[0178] Zusammen mit dem unter 7.1.1.a beschriebe-
nen Teil des erfindungsgemäßen Verfahrens wird die
Messung durchgeführt mittels Zugabe einer Lösung von
"anti-Akt" (5 nM) in das erste Probenbehältnis mit dem
darin befindlichen ersten Array von Messbereichen. Die
weiteren Verfahrensteilschritte wurden vorangehend un-
ter 4.1 beschrieben.
[0179] Die Ergebnisse (referenzierte Fluoreszenzin-
tensitäten) sind in Fig. 4 dargestellt. Die Fluoreszenzsi-
gnale aus Messbereichen, in denen aus Rattenherzge-
webe hergestellte Immobilisierungslösungen aufge-
bracht wurden, sind als Funktion der Gesamtproteinkon-
zentration dargestellt (Fig. 4, obere Abszissenachse),
und die Werte der referenzierten Fluoreszenzsignale der
Kalibrationsmessung mit co-immobilisiertem BSA (Pro-
teinkonzentration: 0.1 mg/ml) sind als Funktion der Akt-
Konzentrationen der für diese Messbereiche benutzten
Immobilisierungslösungen (Fig. 4, untere Abszissenach-
se) dargestellt.
[0180] Die Signale aus den Messbereichen ohne zu-
gesetztes Akt (d.h. mit in den immobilisierten Proben na-
türlich vorkommendem, endogenem Akt) steigen zu-
nächst erwartungsgemäß mit zunehmender Proteinkon-
zentration an und erreichen ab einer Proteinkonzentra-
tion von 0.2 mg/ml einen Maximalwert. Bei weiter stei-

gender Proteinkonzentration wird keine weitere Signal-
erhöhung beobachtet, ähnlich zu einem Sättigungsef-
fekt.
[0181] Die Signale aus den Messbereichen mit 1000
ng/ml zugesetztem Akt (d.h. mit in den immobilisierten
Proben natürlich vorkommendem, endogenem und zu-
sätzlich 1000 ng/ml gereinigtem Akt) erreichen entspre-
chend sehr hohe Werte. Aus dem Vergleich des Signal-
wertes mit der gleichzeitig generierten Kalibrationskurve
bei vergleichbarer Totalproteinkonzentration (0.1 mg/ml,
illustriert durch die durchbrochene Linie bei einer Pro-
teinkonzentration von 0.1 mg/ml sowie durch die vom
Schnittpunkt dieser Linie mit der Messkurve für Signale
aus Messbereichen mit 1000 ng/ml zugegebenem Akt in
Richtung der Kalibrationskurve verlaufenden durchbro-
chenen Linie), kann die der Probe zugegebene 1000
ng/ml Akt-Konzentration mit (840 � 70) ng/ml wiederge-
funden und bestimmt werden. Die erreichte Wiederfin-
dungsrate ("Recovery") von 84 % bzw. Präzision von 8%
befindet sich im Rahmen der allgemein tolerierten Gren-
zen von 80 % - 120 % Wiederfindungsrate bzw. besser
als 20 % Präzision in einem Assay. In diesem Beispiel
wird also gezeigt, dass eine Analytbestimmung mit guter
Assaygenauigkeit und Präzision durchgeführt werden
kann. Der hohe Wiederauffindungswert bestätigt zu-
gleich, dass die auf Messbereichen mit 0.1 mg/ml den
Immobilisierungslösungen zugesetztem BSA (als Pro-
teinmatrix) erzeugte Messkurve gut zur Kalibration der
Messwerte von Spots, welche aus Lösungen mit Ratten-
herzgewebe-Lysaten hergestellt wurden, geeignet ist.
[0182] Durch Vergleich mit der Kalibrationskurve (illu-
striert durch die durchbrochene Linie bei einer Protein-
konzentration von 0.1 mg/ml sowie durch die vom
Schnittpunkt dieser Linie mit der Messkurve für Signale
aus Messbereichen mit nur endogenem Akt in Richtung
der Kalibrationskurve verlaufenden durchbrochenen Li-
nie) wird für die aus Rattenherzgewebe hergestellte Pro-
be bei einem Proteingehalt von 0.1 mg/ml ein Gehalt von
(20 � 2) ng/ml endogenem Akt bestimmt.

b) Verwendung von Bindungsreagentien mit Zusatz 
von Akt als Kompetitor

[0183] Zur Bestimmung des Anteils von Signalen un-
spezifischer Bindung an der Messkurve aus Messberei-
chen, welche mit den Immobilisierungslösungen basie-
rend auf Rattenherzgewebe als Probenmatrix erzeugt
wurden, wird in ein zweites Probenbehältnis auf ein wei-
teres Array mit gleichartiger Anordnung der Messberei-
che wie das zuerst untersuchte Array eine Mischung der
Lösung des Antikörpers "anti-Akt" als Bindungsreagenz
mit einem Überschuss von Akt (5 Pg/ml entsprechend
100 nM) gefüllt und mit den Messbereichen über Nacht
inkubiert, wie unter 4.2. beschrieben. Es wird erwartet,
dass unter diesen Bedingungen der Anteil durch spezi-
fische Bindung des Antikörpers an immobilisiertes Akt
hervorgerufener Signale vollständig verschwindet, wäh-
rend der Anteil durch unspezifische Bindung hervorge-
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rufener Signale verbleibt.
[0184] Die Ergebnisse des Kompetitionsexperiments
sind in Fig. 5 dargestellt, zusammen mit den Resultaten
der entsprechenden, vorangehend unter 7.1.2.a) be-
sprochenen Messungen ohne Anwesenheit eines Kom-
petitors in der Lösung des Bindungsreagenz. Ausgefüllte
Symbole kennzeichnen jeweils die Ergebnisse ohne An-
wesenheit eines Kompetitors (gemessen auf dem ersten
Array), leere Symbole die in Gegenwart des Kompetitors
gemessenen Signale (gemessen auf dem zweiten Ar-
ray). Die Fluoreszenzsignale aus Messbereichen, deren
Immobilisierungslösungen aus Lysaten von Rattenherz-
gewebe hergestellt wurden (sowohl zur Bestimmung des
natürlich vorkommenden, endogenen Akt, ohne zusätz-
lich hinzugefügtes Akt, Messbereichsinhaltskennzahlen
25 bis 31, als auch mit 1000 ng/ml zusätzlich hinzuge-
fügtem, gereinigtem Akt, Messbereichsinhaltskennzah-
len 37 bis 43, gemäß Fig. 1) sind als Funktion der Pro-
teinkonzentration der Immobilisierungslösung darge-
stellt (Fig. 5, obere Abszisse). Die in 7.1.1. besprochene
Kalibrationskurve für den Nachweis von Akt (mit 0.1
mg/ml BSA in den Immobiliserungslösunge) ist aufgetra-
gen als Funktion der Akt-Konzentration (Fig. 5, untere
Abszisse).
[0185] In Anwesenheit des Kompetitors zeigen die Si-
gnale aus den Messbereichen zur Bestimmung des en-
dogenen Akt eine deutliche Verminderung. Die Differenz
zwischen den Messkurven in Abwesenheit und in Anwe-
senheit des Kompetitors stellt den Signalanteil dar, wel-
cher durch spezifische Bindung hervorgerufen wird.
[0186] Für die Messbereiche, deren Immobilsierungs-
lösung zusätzlich Akt im Überschuss (1000 ng/ml) ent-
hielten, wird eine noch deutlichere Reduktion der refe-
renzierten Fluoreszenzsignale beobachtet. Die in Anwe-
senheit von 100 nM Akt als Kompetitor in Lösung erzeug-
ten Messkurven aus den beiden Segmenten von
Messbereichen (zur Bestimmung des endogenen Akt
bzw. zur Kontrollmessung mit 1000 ng/ml Akt in der Im-
mobilisierungslösung) fallen exakt zusammen. Das ver-
bleibende Restsignal (leere Symbole), welches bis zu
einer Proteinkonzentration von 0.3 mg/ml ansteigt und
dann konstant bleibt, entspricht dem Signalbeitrag infol-
ge unspezifischer Bindung (an die Proteine der Proben-
matrix), welcher naturgemäß mit steigender Oberflä-
chenkonzentration der Proteine ansteigt, bis die Ober-
fläche der Messbereiche vollständig bedeckt ist.
[0187] Fig. 6 illustriert die Bestimmung der durch spe-
zifische Bindung verursachten Signalanteile bei einer
Proteinkonzentration von 0.1 mg/ml aus dem Vergleich
der Messwerte in Anwesenheit und Abwesenheit des
Kompetitors in Lösung (Fig. 6a) und die Bestimmung des
Gehalts an endogenem Akt aus dem Vergleich des durch
spezifische Bindung ("SB") verursachten Signalanteils
mit der Kalibrationskurve (Fig. 6b). Die durch unspezifi-
sche Bindung ("NSB") hervorgerufenen Signalanteile
(0.20 RFI) sind für die Signale aus Messbereichen mit
nur endogenem Akt (0.373 RFI) und solchen mit zusätz-
lich hinzugegebenen 1000 ng/ml gereinigtem Akt (ca. 20

RFI) innerhalb der Messgenauigkeit gleich hoch. Aus
Vergleich der Differenz zwischen Gesamtsignal und un-
spezifisch hervorgerufenem Signal mit der Kalibrations-
kurve wird ein Gehalt von (8.8 � 1.3) ng/ml endogenem
Akt bestimmt (Fig. 6b). Der Vergleich mit der Bestim-
mung von Akt in Abschnitt 7.1.2.a), in der durch unspe-
zifische Bindung erzeugte Signalanteile nicht diskrimi-
niert wurden, zeigt, dass etwa 56 % des dort vorläufig
bestimmten Gehalts an Akt dem Beitrag unspezifischer
Bindung zuzuordnen sind.

c) Verwendung von Bindungsreagentien mit Zusatz 
von der Probenmatrix ähnlichen Stoffen als Kompe-
titoren

[0188] Zur Bestimmung des Anteils unspezifischer
Bindung, welche durch Bindung der Bindungsreagentien
an Komponenten der Probenmatrix verursacht werden,
wird der Lösung des Antikörpers Rattenserum mit einer
Gesamtproteinkonzentration von 0.1 mg/ml hinzuge-
setzt. Diese Lösung wird dann in ein drittes Probenbe-
hältnis mit einem dritten Array wiederum gleichartiger An-
ordnung der Messbereiche wie das vorgenannte erste
und zweite Array gefüllt, entsprechend dem Vorgehen
gemäß Abschnitt 4.3. Es wird erwartet, dass unter diesen
Voraussetzungen die Anteile durch spezifische Bindung
an immobilisiertes Akt erzeugter Signale erhalten bleiben
und die Anteile durch unspezifische Bindung an die Pro-
benmatrix erzeugter Signale weitgehend verschwinden.
[0189] Die Ergebnisse des Kompetitionsexperiments
mit Rattenserum in Lösung sind in Fig. 7 dargestellt, zu-
sammen mit den Resultaten der entsprechenden, vor-
angehend unter 7.1.2.a) besprochenen Messungen
ohne Anwesenheit eines Kompetitors in der Lösung des
Bindungsreagenz. Ausgefüllte Symbole kennzeichnen
jeweils die Ergebnisse ohne Anwesenheit eines Kompe-
titors (gemessen auf dem ersten Array), leere Symbole
die in Gegenwart des Kompetitors gemessenen Signale
(gemessen auf dem dritten Array). Die Fluoreszenzsi-
gnale aus Messbereichen, deren Immobilisierungslö-
sungen aus Lysaten von Rattenherzgewebe hergestellt
wurden (sowohl zur Bestimmung des natürlich vorkom-
menden, endogenen Akt, ohne zusätzlich hinzugefügtes
Akt, Messbereichsinhaltskennzahlen 25 bis 31, als auch
mit 1000 ng/ml zusätzlich hinzugefügtem Akt, Messbe-
reichsinhaltskennzahlen 37 bis 43, gemäß Fig. 1) sind
als Funktion der Proteinkonzentration der Immobilisie-
rungslösung dargestellt (Fig. 7, obere Abszisse). Die in
7.1.1. besprochene Kalibrationskurve für den Nachweis
von Akt (mit 0.1 mg/ml BSA in den Immobiliserungslö-
sunge) ist aufgetragen als Funktion der Akt-Konzentra-
tion (Fig. 7, untere Abszisse).
[0190] Die Anwesenheit von Rattenserum in Lösung
als Kompetitor für unspezifische Bindung führt zu keiner
signifikanten Verschiebung der Messkurven; die in An-
wesenheit und Abwesenheit von Rattenserum gemes-
senen referenzierten Fluoreszenzsignale sind innerhalb
der Messgenauigkeit jeweils identisch.
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[0191] Hieraus ist zu schließen, dass im Falle des An-
tikörpers "anti-Total-Akt" eine unspezifische Bindung an
die Probenmatrix nicht in signifikantem Umfang stattfin-
det.

7.2. Bestimmung des Gehalts an P-Akt (Ser473)

7.2.1. Kalibrationskurven für den Nachweis von P-
Akt (Ser473)

a) Verwendung von Bindungsreagentien ohne Zu-
satz von Kompetitoren

[0192] Zur Erstellung von Kalibrationskurven für die
Bestimmung der phosphoryliserten Form P-Akt (Ser473)
werden Segmente gleichartiger Messbereiche wie für die
vorangehend beschriebene Bestimmung von Akt ver-
wendet.
[0193] Segment 1: Array-Reihen I und II mit Messbe-
reichs-Inhaltsnummern 1 - 9 mit aufgebrachten unter-
schiedlichen Konzentrationen (zwischen 0 ng/ml und
3000 ng/ml) von gereinigtem Akt in Spotting-Puffer mit
zusätzlichen 0.1 mg/ml BSA,
[0194] Segment 2: Array-Reihen III und IV mit Messbe-
reichs-Inhaltsnummern 13 - 21 mit aufgebrachten unter-
schiedlichen Konzentrationen (zwischen 0 ng/ml und
3000 ng/ml) von gereinigtem Akt in Spotting-Puffer mit
zusätzlichen 0.1 mg/ml Rattenserum,
[0195] Es wird angenommen, dass das gereinigte Akt
in vollständig phosphorylierter Form, d.h. an Ser473 und
an Thr308 phosphorylierter Form, vorliegt.
[0196] In ein viertes Probenbehältnis mit einem vierten
Array von Messbereichen wird eine Lösung von anti-P-
Akt (Ser473) (5 nM) aufgegeben. Die weiteren Verfah-
rensteilschritte wurden vorangehend unter 4.1 beschrie-
ben. Die Kalibrationskurven des Segments 1 von
Messbereichen (erzeugt mit Lösungen enthaltend unter-
schiedliche Konzentrationen von Akt und dem Spotting-
Puffer zugesetztes 0.1 mg/ml BSA), des Segments 2 von
Messbereichen (erzeugt mit Lösungen enthaltend unter-
schiedliche Konzentrationen von Akt und dem Spotting-
Puffer zugesetztes 0.1 mg/ml Rattenserum) sind in Fig.
8 (ausgefüllte Symbole) dargestellt.
[0197] Bei Konzentrationen oberhalb von 10 ng/ml Akt
fallen die Kalibrationskurven von Messbereichen mit co-
immobilisiertem BSA und mit co-immobilisiertem Ratten-
serum zusammen; bei Konzentrationen unterhalb von 10
ng/ml weist die Kalibrationskurve von Messbereichen mit
co-immobilisiertem Rattenserum höhere Signalwerte als
diejenige mit co-immobilisiertem BSA auf. Der Signalun-
terschied wird dem Beitrag unspezifischer Bindung des
Bindungsreagenz an die Inhaltsstoffe des immobilisier-
ten Rattenserums zugeordnet. Bei Hinzufügung noch hö-
herer Konzentrationen von Rattenserum zur Immobilise-
rungslösung ist der Signalunterschied zu Messberei-
chen, deren erzeugenden Immobilisierungslösungen le-
diglich BSA hinzugefügt wird, noch ausgeprägter.
[0198] Für die Bestimmung der unbekannten P-Akt

(Ser473) -Konzentrationen in den aus Rattenherzgewe-
be hergestellten Proben werden die Kalibrationskurven
benutzt, welche mithilfe von Immobilisierungslösungen,
denen lediglich BSA hinzugefügt wurde, erzeugt wurden,
da sie eine Konzentrationsbestimmung auch noch bei
niedrigen Akt-Konzentrationen, unterhalb von 10 ng/ml,
ermöglichen.

b) Verwendung von Bindungsreagentien mit Zusatz 
von Akt als Kompetitor

[0199] Zur Überprüfung des Anteils von Signalen un-
spezifischer Bindung an den Kalibrationskurven, welche
mit den Immobilisierungslösungen mit unterschiedlicher
Probenmatrix erstellt wurden, wird in ein fünftes Proben-
behältnis auf ein weiteres Array mit gleichartiger Anord-
nung der Messbereiche wie die zuvor untersuchten Ar-
rays eine Mischung der Lösung des Antikörpers "anti-P-
Akt (Ser473)" als Bindungsreagenz mit einem Über-
schuss von Akt (5 Pg/ml entsprechend 100 nM) gefüllt
und mit den Messbereichen über Nacht inkubiert, wie
unter 4.2. beschrieben. Es wird erwartet, dass unter die-
sen Bedingungen der Anteil durch spezifische Bindung
des Antikörpers an immobilisiertes P-Akt (Ser473) her-
vorgerufener Signale verschwindet, während der Anteil
durch unspezifische Bindung hervorgerufener Signale
verbleibt.
[0200] Erwartungsgemäß wird innerhalb der Messge-
nauigkeit eine komplette Unterdrückung des (durch spe-
zifische Bindung verursachten) Signals innerhalb des re-
levanten Konzentrationsbereichs zur Bestimmung von
endogenem P-Akt (Ser473), nämlich unterhalb von 100
ng/ml, beobachtet (leere Symbole in Fig. 8). Dabei sind
die Signale aus Messbereichen, deren Immobilisierungs-
lösungen Rattenserum enthielten, höher als die Signale
derjenigen Messbereiche, deren Immobilisierungslösun-
gen, außer den definierten Akt-Konzentrationen, ledig-
lich BSA enthielten, entsprechend den erwarteten unter-
schiedlichen Anteilen unspezifischer Bindung an die Pro-
benmatrixkomponenten.
[0201] Der bei den höchsten Konzentrationen an P-
Akt (Ser473) (1000 ng/ml und 3000 ng/ml in der Immo-
bilisierungslösung) beobachtete Signalanstieg wird dar-
auf zurückgeführt, dass die Kompetitor-Konzentration in
Lösung unter diesen Bedingungen offensichtlich nicht
ausreichend ist, um eine spezifische Bindung des Bin-
dungsreagenz an immobilisiertes P-Akt (Ser473) voll-
ständig zu verhindern.

c) Verwendung von Bindungsreagentien mit Zusatz 
von der Probenmatrix ähnlichen Stoffen als Kompe-
titoren

[0202] Zur Überprüfung des Anteils unspezifischer
Bindung, welche durch Bindung der Bindungsreagentien
an Komponenten der Probenmatrix verursacht werden,
wird der Lösung des Antikörpers Rattenserum mit einer
Gesamtproteinkonzentration von 0.1 mg/ml hinzuge-
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setzt. Diese Lösung wird dann in ein sechstes Proben-
behältnis mit einem sechsten Array wiederum gleichar-
tiger Anordnung der Messbereiche wie die vorgenannten
Arrays gefüllt, entsprechend dem Vorgehen gemäß Ab-
schnitt 4.3. Es wird erwartet, dass unter diesen Voraus-
setzungen die Anteile durch spezifische Bindung an im-
mobilisiertes P-Akt (Ser473) erzeugter Signale erhalten
bleiben und die Anteile durch unspezifische Bindung an
die Probenmatrix erzeugter Signale weitgehend ver-
schwinden.
[0203] Figur 9 zeigt mit ausgefüllten Symbolen wieder-
um die unter Abschnitt 7.2.1.a) besprochenen Kalibrati-
onskurve, die ohne Zusatz von Kompetitoren zu den Bin-
dungsreagentien mit dem vierten Array erzeugt wurden.
Die durch Zugabe der Rattenserum enthaltenden Lö-
sung des Antikörpers als Bindungsreagenz mit dem
sechsten Array erhaltenen Signale unterscheiden sich
von diesen Kalibrationskurven nicht messbar.
[0204] Hieraus ist zu schließen, dass auch im Falle
des Antikörpers "anti-P-Akt (Ser473)" die erstellte Kali-
brationskurve mit hoher Genauigkeit den spezifischen
Bindungsereignissen entspricht und eine unspezifische
Bindung an die Probenmatrix nur in sehr geringem Um-
fang stattfindet.

7.2.2. Bestimmung des Gehalts von P-Akt (Ser473) 
in aus Rattenherzgewebe hergestellten Proben

a) Verwendung von Bindungsreagentien ohne Zu-
satz von Kompetitoren

[0205] Der Nachweis des Gehalts von P-Akt (Ser473)
in den aus Rattenherzgewebe hergestellten, komplex zu-
sammengesetzten Proben biologischen Ursprungs er-
folgt auf dem Segment von Messbereichen, welche mit
den Messbereichs-Inhaltsnummern 25 bis 31 gekenn-
zeichnet sind.
[0206] Die zur Erzeugung dieser Messbereiche er-
zeugten Immobilisierungslösungen stammen aus der-
selben Stammlösung und wurden durch Verdünnung
(siehe Abschnitt 3.) auf unterschiedliche Gesamtprotein-
konzentrationen (zwischen 0.025 mg/ml und 0.5 mg/ml)
eingestellt.
[0207] Das Segment von Messbereichen mit den
Messbereichs-Inhaltsnummern 37 bis 43 wurde durch
Aufbringung von Immobilisierungsproben aus einer
gleichartigen Verdünnungsreihe der Stammlösung aus
dem Lysat des Rattenherzgewebes erzeugt, wobei den
Immobilisierungsproben aber jeweils noch gereinigtes
Akt in einer Konzentration von 1000 ng/ml zugesetzt wur-
de. Die mithilfe dieses Segments zu messenden Signale
sollen der Kontrolle dienen, ob durch Vergleich der zu
messenden Fluoreszenzsignale mit der Kalibrationskur-
ve für P-Akt (Ser473) (erstellt mit Messbereichen mit co-
immobilisiertem BSA) bei gleicher Gesamtproteinkon-
zentration (0.1 mg/ml) ein der eingesetzten hohen "Total-
Akt"-Konzentration (welche wesentlich höher als der er-
wartete natürliche, endogene Akt-Gehalt ist) entspre-

chender hoher Gehalt an P-Akt (Ser473) wiedergefun-
den wird
[0208] Zusammen mit dem unter 7.2.1.a beschriebe-
nen Teil des erfindungsgemäßen Verfahrens wird die
Messung durchgeführt mittels Zugabe einer Lösung von
"anti-P-Akt (Ser473)" (5 nM) in das vierte Probenbehält-
nis mit dem darin befindlichen vierten Array von Messbe-
reichen. Die weiteren Verfahrensteilschritte wurden vor-
angehend unter 4.1 beschrieben.
[0209] Die Ergebnisse (referenzierte Fluoreszenzin-
tensitäten) sind in Fig. 10 dargestellt. Die Fluoreszenz-
signale aus Messbereichen, in denen aus Rattenherz-
gewebe hergestellte Immobilisierungslösungen aufge-
bracht wurden, sind als Funktion der Gesamtproteinkon-
zentration dargestellt (Fig. 10, obere Abszissenachse),
und die Werte der referenzierten Fluoreszenzsignale der
Kalibrationsmessung mit co-immobilisiertem BSA (Pro-
teinkonzentration: 0.1 mg/ml) sind als Funktion der Kon-
zentrationen an P-Akt (Ser473) der für diese Messberei-
che benutzten Immobilisierungslösungen (Fig. 10, unte-
re Abszissenachse) dargestellt.
[0210] Die Signale für P-Akt (Ser473) aus den
Messbereichen ohne zugesetztes Akt (d.h. mit in den
immobilisierten Proben natürlich vorkommendem, endo-
genem P-Akt (Ser473)) steigen zunächst erwartungsge-
mäß mit zunehmender Proteinkonzentration an und er-
reichen ab einer Proteinkonzentration von 0.2 mg/ml ei-
nen Maximalwert. Bei weiter steigender Proteinkonzen-
tration wird keine signifikante weitere Signalerhöhung
beobachtet, ähnlich zu einem Sättigungseffekt.
[0211] Die Signale aus den Messbereichen mit 1000
ng/ml zugesetztem P-Akt (Ser473) (d.h. mit in den im-
mobilisierten Proben natürlich vorkommendem, endoge-
nem und zusätzlich 1000 ng/ml gereinigtem P-Akt
(Ser473)) erreichen entsprechend sehr hohe Werte.
Hierbei wird vorausgesetzt, dass das zur Erzeugung der
Kalibrationskurven benutzte gereinigte Akt in vollständig
phosphorylierter Form, d.h. an Ser473 und an Thr308
phosphorylierter Form, vorliegt. Aus dem Vergleich des
Signalwertes mit der gleichzeitig generierten Kalibrati-
onskurve bei vergleichbarer Totalproteinkonzentration
(0.1 mg/ml, illustriert durch die durchbrochene Linie bei
einer Proteinkonzentration von 0.1 mg/ml sowie durch
die vom Schnittpunkt dieser Linie mit der Messkurve für
Signale aus Messbereichen mit 1000 ng/ml zugegebe-
nem P-Akt (Ser473) in Richtung der Kalibrationskurve
verlaufenden durchbrochenen Linie), kann die der Probe
zugegebene Konzentration von 1000 ng/ml P-Akt
(Ser473) mit (870 � 100) ng/ml wiedergefunden und be-
stimmt werden (siehe gestrichelte Linie). Die erreichte
Wiederfindungsrate ("Recovery") von 92 %. Der hohe
Wiederauffindungswert bestätigt zugleich, dass die auf
Messbereichen mit 0.1 mg/ml den Immobilisierungslö-
sungen zugesetztem BSA (als Proteinmatrix) erzeugte
Messkurve gut zur Kalibration der Messwerte von Spots,
welche aus Lösungen mit Rattenherzgewebe-Lysaten
hergestellt wurden, geeignet ist.
[0212] Durch Vergleich mit der Kalibrationskurve (illu-
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striert durch die durchbrochene Linie bei einer Protein-
konzentration von 0.1 mg/ml sowie durch die vom
Schnittpunkt dieser Linie mit der Messkurve für Signale
aus Messbereichen mit nur endogenem P-Akt (Ser473)
in Richtung der Kalibrationskurve verlaufenden durch-
brochenen Linie) wird für die aus Rattenherzgewebe her-
gestellte Probe bei einem Proteingehalt von 0.1 mg/ml
ein Gehalt von (12 � 2) ng/ml endogenem P-Akt (Ser473)
bestimmt. Hierbei wird vorausgesetzt, dass das zur Er-
zeugung der Kalibrationskurven benutzte gereinigte Akt
in vollständig phosphorylierter Form, d.h. an Ser473 und
an Thr308 phosphorylierter Form, vorliegt. Sollte der An-
teil von P-Akt (Ser473) an dem gereinigten Akt weniger
als 100 % betragen, so reduziert sich der Wert des mit
dieser Messung in der aus Rattenherzgewebe herge-
stellten Probe entsprechend.

b) Verwendung von Bindungsreagentien mit Zusatz 
von Akt als Kompetitor

[0213] Zur Bestimmung des Anteils von Signalen un-
spezifischer Bindung an der Messkurve aus Messberei-
chen, welche mit den Immobilisierungslösungen basie-
rend auf Rattenherzgewebe als Probenmatrix erzeugt
wurden, wird in ein fünftes Probenbehältnis auf ein wei-
teres Array mit gleichartiger Anordnung der Messberei-
che wie die anderen untersuchten Arrays eine Mischung
der Lösung des Antikörpers "anti-P-Akt (Ser473)" (5 nM)
als Bindungsreagenz mit einem Überschuss von Akt (5
Pg/ml entsprechend 100 nM) gefüllt und mit den Messbe-
reichen über Nacht inkubiert, wie unter 4.2. beschrieben.
Es wird erwartet, dass unter diesen Bedingungen der
Anteil durch spezifische Bindung des Antikörpers an im-
mobilisiertes P-Akt (Ser473) hervorgerufener Signale
verschwindet, während der Anteil durch unspezifische
Bindung hervorgerufener Signale verbleibt.
[0214] Die Ergebnisse des Kompetitionsexperiments
sind in Fig. 11 dargestellt, zusammen mit den Resultaten
der entsprechenden, vorangehend unter 7.2.2.a) be-
sprochenen Messungen ohne Anwesenheit eines Kom-
petitors in der Lösung des Bindungsreagenz. Ausgefüllte
Symbole kennzeichnen jeweils die Ergebnisse ohne An-
wesenheit eines Kompetitors (gemessen auf dem vierten
Array), leere Symbole die in Gegenwart des Kompetitors
gemessenen Signale. Die Fluoreszenzsignale aus
Messbereichen, deren Immobilisierungslösungen aus
Lysaten von Rattenherzgewebe hergestellt wurden (so-
wohl zur Bestimmung des natürlich vorkommenden, en-
dogenen P-Akt (Ser473), ohne zusätzlich hinzugefügtes
Akt, Messbereichsinhaltskennzahlen 25 bis 31, als auch
mit 1000 ng/ml zusätzlich hinzugefügtem Akt, Messbe-
reichsinhaltskennzahlen 37 bis 43, gemäß Fig. 1) sind
als Funktion der Proteinkonzentration der Immobilisie-
rungslösung dargestellt (Fig. 11, obere Abszisse). Die in
7.2.1. besprochene Kalibrationskurve für den Nachweis
von P-Akt (Ser473) (mit 0.1 mg/ml BSA in den Immobi-
liserungslösunge) ist aufgetragen als Funktion Konzen-
tration an P-Akt (Ser473) (Fig. 11, untere Abszisse).

[0215] In Anwesenheit des Kompetitors zeigen die Si-
gnale aus den Messbereichen zur Bestimmung des en-
dogenen p473-Akt eine deutliche Verminderung. Die Dif-
ferenz zwischen den Messkurven in Abwesenheit und in
Anwesenheit des Kompetitors stellt den Signalanteil dar,
welcher durch spezifische Bindung hervorgerufen wird.
[0216] Für die Messbereiche, deren Immobilsierungs-
lösung zusätzlich Akt im Überschuss (1000 ng/ml) ent-
hielten, wird eine noch deutlichere Reduktion der refe-
renzierten Fluoreszenzsignale beobachtet. Die in Anwe-
senheit von 100 nM Akt als Kompetitor in Lösung erzeug-
ten Messkurven aus den beiden Segmenten von
Messbereichen (zur Bestimmung des endogenen Akt
bzw. zur Kontrollmessung mit 1000 ng/ml Akt in der Im-
mobilisierungslösung) fallen wiederum nahezu zusam-
men. Das verbleibende Restsignal, welches bis zu einer
Proteinkonzentration von 0.3 mg/ml deutlich und dann
nur noch schwach ansteigt, entspricht dem Signalbeitrag
infolge unspezifischer Bindung (an die Proteine der Pro-
benmatrix), welcher naturgemäß mit steigender Oberflä-
chenkonzentration der Proteine ansteigt, bis die Ober-
fläche der Messbereiche vollständig bedeckt ist.
[0217] Fig. 12 illustriert die Bestimmung der durch spe-
zifische Bindung verursachten Signalanteile bei einer
Proteinkonzentration von 0.1 mg/ml aus dem Vergleich
der Messwerte in Anwesenheit und Abwesenheit des
Kompetitors in Lösung (Fig. 12a) und die Bestimmung
des Gehalts an endogenem Akt aus dem Vergleich des
durch spezifische Bindung ("SB") verursachten Signal-
anteils mit der Kalibrationskurve (Fig. 12b). Die durch
unspezifische Bindung ("NSB") hervorgerufenen Signal-
anteile (0.037 RFI) sind für die Signale aus Messberei-
chen mit nur endogenem Akt (0.073 RFI) und solchen
mit zusätzlich hinzugegebenen 1000 ng/ml gereinigtem
Akt (ca. 10 RFI) innerhalb der Messgenauigkeit gleich
hoch. Aus Vergleich der Differenz zwischen Gesamtsi-
gnal und unspezifisch hervorgerufenem Signal mit der
Kalibrationskurve wird ein Gehalt von (5.3 � 0.5) ng/ml
endogenem P-Akt (Ser473) bestimmt (Fig. 12b). Der Ver-
gleich mit der Bestimmung von Akt in Abschnitt 7.1.2.a),
in der durch unspezifische Bindung erzeugte Signalan-
teile nicht diskriminiert wurden, zeigt, dass etwa 57 %
des dort vorläufig bestimmten Gehalts an P-Akt (Ser473)
dem Beitrag unspezifischer Bindung zuzuordnen sind.

c) Verwendung von Bindungsreagentien mit Zusatz 
von der Probenmatrix ähnlichen Stoffen als Kompe-
titoren

[0218] Zur Bestimmung des Anteils unspezifischer
Bindung, welche durch Bindung der Bindungsreagentien
an Komponenten der Probenmatrix verursacht werden,
wird der Lösung des Antikörpers Rattenserum mit einer
Gesamtproteinkonzentration von 0.1 mg/ml hinzuge-
setzt. Diese Lösung wird dann in ein sechstes Proben-
behältnis mit einem sechsten Array wiederum gleichar-
tiger Anordnung der Messbereiche wie das vorgenannte
erste und zweite Array gefüllt, entsprechend dem Vor-
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gehen gemäß Abschnitt 4.3. Es wird erwartet, dass unter
diesen Voraussetzungen die Anteile durch spezifische
Bindung an immobilisiertes P-Akt (Ser473) erzeugter Si-
gnale erhalten bleiben und die Anteile durch unspezifi-
sche Bindung an die Probenmatrix erzeugter Signale
weitgehend verschwinden.
[0219] Die Ergebnisse des Kompetitionsexperiments
mit Rattenserum in Lösung sind in Fig. 13 dargestellt,
zusammen mit den Resultaten der entsprechenden, vor-
angehend unter 7.2.2.a) besprochenen Messungen
ohne Anwesenheit eines Kompetitors in der Lösung des
Bindungsreagenz. Ausgefüllte Symbole kennzeichnen
jeweils die Ergebnisse ohne Anwesenheit eines Kompe-
titors (gemessen auf dem vierten Array), leere Symbole
die in Gegenwart des Kompetitors gemessenen Signale
(gemessen auf dem sechsten Array). Die Fluoreszenz-
signale aus Messbereichen, deren Immobilisierungslö-
sungen aus Lysaten von Rattenherzgewebe hergestellt
wurden (sowohl zur Bestimmung des natürlich vorkom-
menden, endogenen P-Akt (Ser473), ohne zusätzlich
hinzugefügtes Akt, Messbereichsinhaltskennzahlen 25
bis 31, als auch mit 1000 ng/ml zusätzlich hinzugefügtem
Akt, , Messbereichsinhaltskennzahlen 37 bis 43, gemäß
Fig. 1) sind als Funktion der Proteinkonzentration der
Immobilisierungslösung dargestellt (Fig. 13, obere Ab-
szisse). Die in 7.2.1.a) besprochene Kalibrationskurve
für den Nachweis von P-Akt (Ser473) (mit 0.1 mg/ml BSA
in den Immobiliserungslösunge) ist aufgetragen als
Funktion der Konzentration an P-Akt (Ser473) (Fig. 13,
untere Abszisse).
[0220] Die Anwesenheit von Rattenserum in Lösung
als Kompetitor für unspezifische Bindung in Lösung führt
zu keiner signifikanten Verschiebung der Messkurven;
die in Anwesenheit und Abwesenheit von Rattenserum
gemessenen referenzierten Fluoreszenzsignale sind in-
nerhalb der Messgenauigkeit jeweils identisch.
[0221] Hieraus ist zu schließen, dass im Falle des An-
tikörpers "anti-P-Akt (Ser473)" eine unspezifische Bin-
dung an die Probenmatrix nicht in signifikantem Umfang
stattfindet.

7.3. Bestimmung des Gehalts an P-Akt (Thr308)

7.3.1. Kalibrationskurven für den Nachweis von P-
Akt (Thr308)

a) Verwendung von Bindungsreagentien ohne Zu-
satz von Kompetitoren

[0222] Zur Erstellung von Kalibrationskurven für die
Bestimmung der phosphoryliserten Form P-Akt (Thr308)
werden Segmente gleichartiger Messbereiche wie für die
vorangehend beschriebene Bestimmung von Akt und
von P-Akt (Ser473) verwendet.
[0223] Segment 1: Array-Reihen I und II mit Messbe-
reichs-Inhaltsnummern 1 - 9 mit aufgebrachten unter-
schiedlichen Konzentrationen (zwischen 0 ng/ml und
3000 ng/ml) von gereinigtem Akt in Spotting-Puffer mit

zusätzlichen 0.1 mg/ml BSA,
[0224] Segment 2: Array-Reihen III und IV mit Messbe-
reichs-Inhaltsnummern 13 - 21 mit aufgebrachten unter-
schiedlichen Konzentrationen (zwischen 0 ng/ml und
3000 ng/ml) von gereinigtem Akt in Spotting-Puffer mit
zusätzlichen 0.1 mg/ml Rattenserum. Es wird angenom-
men, dass das gereinigte Akt in vollständig phosphory-
lierter Form, d.h. an Ser473 und an Thr308 phosphory-
lierter Form, vorliegt.
[0225] In ein siebtes Probenbehältnis mit einem sieb-
ten Array von Messbereichen wird eine Lösung von anti-
P-Akt (Thr308) (5 nM) aufgegeben. Die weiteren Verfah-
rensteilschritte wurden vorangehend unter 4.1 beschrie-
ben. Die Kalibrationskurven des Segments 1 von
Messbereichen (erzeugt mit Lösungen enthaltend unter-
schiedliche Konzentrationen von Akt und dem Spotting-
Puffer zugesetzte 0.1 mg/ml BSA), des Segments 2 von
Messbereichen (erzeugt mit Lösungen enthaltend unter-
schiedliche Konzentrationen von Akt und dem Spotting-
Puffer zugesetztes 0.1 mg/ml Rattenserum) sind in Fig.
14 (ausgefüllte Symbole) dargestellt.
[0226] Bei Konzentrationen oberhalb von 100 ng/ml
Akt fallen die Kalibrationskurven von Messbereichen mit
co-immobilisiertem BSA und mit co-immobilisiertem Rat-
tenserum zusammen; bei Konzentrationen unterhalb von
100 ng/ml weist die Kalibrationskurve von Messberei-
chen mit co-immobilisiertem Rattenserum höhere Si-
gnalwerte als diejenige mit co-immobilisiertem BSA auf;
der Signalunterschied wird dem Beitrag unspezifischer
Bindung des Bindungsreagenz an die Inhaltsstoffe des
immobilisierten Rattenserums zugeordnet. Die gemes-
senen Signalwerte aus beiden Arten von Messbereichen
sind allerdings relativ niedrig, im Vergleich zu den Fluo-
reszenzsignalen, die bei der Erstellung der Kalibrations-
kurven für Akt und P-Akt (Ser473) gemessen worden wa-
ren. Für die Bestimmung der unbekannten P-Akt
(Thr308)-Konzentrationen in den aus Rattenherzgewe-
be hergestellten Proben werden die Kalibrationskurven
benutzt, welche mithilfe von Immobilisierungslösungen,
denen lediglich BSA hinzugefügt wurde, erzeugt wurden.

b) Verwendung von Bindungsreagentien mit Zusatz 
von Akt als Kompetitor

[0227] Zur Überprüfung des Anteils von Signalen un-
spezifischer Bindung an den Kalibrationskurven, welche
mit den Immobilisierungslösungen mit unterschiedlicher
Probenmatrix erstellt wurden, wird in ein achtes Proben-
behältnis auf ein weiteres Array mit gleichartiger Anord-
nung der Messbereiche wie die zuvor untersuchten Ar-
rays eine Mischung der Lösung des Antikörpers "anti-P-
Akt (Thr308)" als Bindungsreagenz mit einem Über-
schuss von Akt (5 Pg/ml entsprechend 100 nM) gefüllt
und mit den Messbereichen über Nacht inkubiert, wie
unter 4.2. beschrieben. Es wird erwartet, dass unter die-
sen Bedingungen der Anteil durch spezifische Bindung
des Antikörpers an immobilisiertes P-Akt (Thr308) her-
vorgerufener Signale verschwindet, während der Anteil
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durch unspezifische Bindung hervorgerufener Signale
verbleibt.
[0228] Es wird nur bei hohen Konzentrationen der Im-
mobilisierungslösungen (oberhalb von 30 ng/ml) eine
Verringerung der Signale festgestellt (leere Symbole in
Fig. 14, wobei die Signale aus Messbereichen, deren
Immobilisierungslösungen Rattenserum enthielten, hö-
her sind als die Signale derjenigen Messbereiche, deren
Immobilisierungslösungen, außer den definierten Akt-
Konzentrationen, lediglich BSA enthielten. Nur im Be-
reich von Konzentrationen von mehr als etwa 30 ng/ml
übersteigt die Signalabnahme infolge der Anwesenheit
von P-Akt (Thr308) als Kompetitor in der Lösung des
Bindungsreagenz die experimentell bedingte Signalva-
riation.
[0229] Hieraus ist zu schließen, dass eine unspezifi-
sche Bindung des Antikörpers anti- P-Akt (Thr308) so-
wohl an Messbereiche mit co-immobilisiertem BSA als
auch mit co-immobilisierten Serumbestandteilen in er-
heblichem Ausmaß stattfindet.

c) Verwendung von Bindungsreagentien mit Zusatz 
von der Probenmatrix ähnlichen Stoffen als Kompe-
titoren

[0230] Zur Überprüfung des Anteils unspezifischer
Bindung an den Fluoreszenzsignalen, welche durch Bin-
dung der Bindungsreagentien an Komponenten der Pro-
benmatrix verursacht werden, wird der Lösung des An-
tikörpers Rattenserum mit einer Gesamtproteinkonzen-
tration von 0.1 mg/ml hinzugesetzt. Diese Lösung wird
dann in ein neuntes Probenbehältnis mit einem neunten
Array wiederum gleichartiger Anordnung der Messberei-
che wie die vorgenannten Arrays gefüllt, entsprechend
dem Vorgehen gemäß Abschnitt 4.3. Es wird erwartet,
dass unter diesen Voraussetzungen die Anteile durch
spezifische Bindung an immobilisiertes P-Akt (Thr308)
erzeugter Signale erhalten bleiben und die Anteile durch
unspezifische Bindung an die Probenmatrix erzeugter Si-
gnale weitgehend verschwinden.
[0231] Figur 15 zeigt mit ausgefüllten Symbolen wie-
derum die unter Abschnitt 7.3.1.a) besprochenen Kali-
brationskurven, die ohne Zusatz von Kompetitoren zu
den Bindungsreagentien mit dem siebten Array erzeugt
wurden. Die durch Zugabe der Rattenserum enthalten-
den Lösung des Antikörpers als Bindungsreagenz mit
dem neunten Array erhaltenen Signale unterscheiden
sich von diesen Kalibrationskurven nicht messbar. Eine
signifikante Abhängigkeit von der angenommenen Kon-
zentration an P-Akt (Thr308) in der Immobilisierungslö-
sung wird erst bei Konzentrationen oberhalb 30 ng/ml
festgestellt. Dieses ist konsistent damit, dass bei niedri-
geren Konzentrationen gemessene Fluoreszenzsignale
auf unspezifische Bindung zurückzuführen sind.

7.3.2. Bestimmung des Gehalts von P-Akt (Thr308) 
in aus Rattenherzgewebe hergestellten Proben

a) Verwendung von Bindungsreagentien ohne Zu-
satz von Kompetitoren

[0232] Der Nachweis des Gehalts von P-Akt (Thr308)
in den aus Rattenherzgewebe hergestellten, komplex zu-
sammengesetzten Proben biologischen Ursprungs er-
folgt auf dem Segment von Messbereichen, welche mit
den Messbereichs-Inhaltsnummern 25 bis 31 gekenn-
zeichnet sind.
[0233] Die zur Erzeugung dieser Messbereiche er-
zeugten Immobilisierungslösungen stammen aus der-
selben Stammlösung und wurden durch Verdünnung
(siehe Abschnitt 3.) auf unterschiedliche Gesamtprotein-
konzentrationen (zwischen 0.025 mg/ml und 0.5 mg/ml)
eingestellt.
[0234] Das Segment von Messbereichen mit den
Messbereichs-Inhaltsnummern 37 bis 43 wurde durch
Aufbringung von Immobilisierungsproben aus einer
gleichartigen Verdünnungsreihe der Stammlösung aus
dem Lysat des Rattenherzgewebes erzeugt, wobei den
Immobilisierungsproben aber jeweils noch gereinigtes
Akt in einer Konzentration von 1000 ng/ml zugesetzt wur-
de. Die mithilfe dieses Segments zu messenden Signale
sollen der Kontrolle dienen, ob durch Vergleich der zu
messenden Fluoreszenzsignale mit der Kalibrationskur-
ve für P-Akt (Thr308) (erstellt mit Messbereichen mit co-
immobilisiertem BSA) bei gleicher Gesamtproteinkon-
zentration (0.1 mg/ml) ein der eingesetzten hohen "Total-
Akt"-Konzentration (welche wesentlich höher als der er-
wartete natürliche, endogene Akt-Gehalt ist) entspre-
chender hoher Gehalt an P-Akt (Thr308) wiedergefun-
den wird
[0235] Zusammen mit dem unter 7.3.1.a beschriebe-
nen Teil des erfindungsgemäßen Verfahrens wird die
Messung durchgeführt mittels Zugabe einer Lösung von
anti-P-Akt (Thr308) (5 nM) in das siebte Probenbehältnis
mit dem darin befindlichen siebten Array von Messberei-
chen. Die weiteren Verfahrensteilschritte wurden voran-
gehend unter 4.1 beschrieben.
[0236] Die Ergebnisse (referenzierte Fluoreszenzin-
tensitäten) sind in Fig. 16 dargestellt. Die Fluoreszenz-
signale aus Messbereichen, in denen aus Rattenherz-
gewebe hergestellte Immobilisierungslösungen aufge-
bracht wurden, sind als Funktion der Gesamtproteinkon-
zentration dargestellt (Fig. 16, obere Abszissenachse),
und die Werte der referenzierten Fluoreszenzsignale der
Kalibrationsmessung mit co-immobilisiertem BSA (Pro-
teinkonzentration: 0.1 mg/ml) sind als Funktion der an-
genommenen Konzentrationen an P-Akt (Thr308) der für
diese Messbereiche benutzten Immobilisierungslösun-
gen (Fig. 16, untere Abszissenachse) dargestellt.
[0237] Die Signale für P-Akt (Thr308) aus den Messbe-
reichen ohne zugesetztes Akt (d.h. mit in den immobili-
sierten Proben natürlich vorkommendem, endogenem P-
Akt (Thr308)) steigen mit zunehmender Proteinkonzen-
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tration bis 0.4 mg/ml an und erreichen dort einen Maxi-
malwert, der sich bei einer Proteinkonzentration von 0.5
mg/ml nicht mehr wesentlich ändert.
[0238] Durch Vergleich (illustriert durch die durchbro-
chene Linie bei einer Proteinkonzentration von 0.1 mg/ml
sowie durch die vom Schnittpunkt dieser Linie mit der
Messkurve für Signale aus Messbereichen mit nur en-
dogenem P-Akt (Thr308 in Richtung der Kalibrationskur-
ve verlaufenden durchbrochenen Linie) mit der Kalibra-
tionskurve wird (vorläufig) für die aus Rattenherzgewebe
hergestellte Probe bei einem Proteingehalt von 0.1
mg/ml ein Gehalt von (130 � 15) ng/ml endogenem P-
Akt (Thr308) bestimmt. Dieser Wert ist allerdings von
vornherein als unrealistisch anzusehen, angesichts einer
zuvor unter gleichen Bedingungen bestimmten Konzen-
tration von "Total-Akt" in Höhe von 20 ng/ml (ohne Be-
rücksichtigung von Effekten unspezifischer Bindung) bei
gleicher Gesamtproteinkonzentration. Der Vergleich (il-
lustriert durch die durchbrochene Linie bei einer Protein-
konzentration von 0.1 mg/ml sowie durch die vom
Schnittpunkt dieser Linie mit der Messkurve für Signale
aus Messbereichen mit 1000 ng/ml zugegebenem Akt in
Richtung der Kalibrationskurve verlaufenden durchbro-
chenen Linie) der Messkurve mit Signalen aus Messbe-
reichen, zu deren Immobilisierungslösungen 1000 ng/ml
gereinigtes Akt zugesetzt wurden, führt zur Bestimmung
eines Wertes von (510 � 10) ng/ml als Wiederfindung
("Recovery").

b) Verwendung von Bindungsreagentien mit Zusatz 
von Akt als Kompetitor

[0239] Zur Bestimmung des Anteils von Signalen un-
spezifischer Bindung an der Messkurve aus Messberei-
chen, welche mit den Immobilisierungslösungen basie-
rend auf Rattenherzgewebe als Probenmatrix erzeugt
wurden, wird in ein achtes Probenbehältnis auf ein wei-
teres Array mit gleichartiger Anordnung der Messberei-
che wie das zuerst untersuchte Array eine Mischung der
Lösung des Antikörpers "anti P-Akt (Thr308)" (5 nM) als
Bindungsreagenz mit einem Überschuss von Akt (5
Pg/ml entsprechend 100 nM), gefüllt und mit den
Messbereichen über Nacht inkubiert, wie unter 4.3. be-
schrieben. Es wird erwartet, dass unter diesen Bedin-
gungen der Anteil durch spezifische Bindung des Anti-
körpers an immobilisiertes P-Akt (Thr308) hervorgerufe-
ner Signale verschwindet, während der Anteil durch un-
spezifische Bindung hervorgerufener Signale verbleibt.
[0240] Die Ergebnisse des Kompetitionsexperiments
sind in Fig. 17 dargestellt, zusammen mit den Resultaten
der entsprechenden, vorangehend unter 7.3.2.a) be-
sprochenen Messungen ohne Anwesenheit eines Kom-
petitors in der Lösung des Bindungsreagenz. Ausgefüllte
Symbole kennzeichnen jeweils die Ergebnisse ohne An-
wesenheit eines Kompetitors (gemessen auf dem ersten
Array), leere Symbole die in Gegenwart des Kompetitors
gemessenen Signale. Die Fluoreszenzsignale aus
Messbereichen, deren Immobilisierungslösungen aus

Lysaten von Rattenherzgewebe hergestellt wurden (so-
wohl zur Bestimmung des natürlich vorkommenden, en-
dogenen P-Akt (Thr308), ohne zusätzlich hinzugefügtes
Akt, Messbereichsinhaltskennzahlen 25 bis 31, als auch
mit 1000 ng/ml zusätzlich hinzugefügtem Akt, , Messbe-
reichsinhaltskennzahlen 37 bis 43, gemäß Fig. 1) sind
als Funktion der Proteinkonzentration der Immobilisie-
rungslösung dargestellt (Fig. 15, obere Abszisse). Die in
7.3.1. besprochene Kalibrationskurve für den Nachweis
von P-Akt (Thr308) (mit 0.1 mg/ml BSA in den Immobi-
liserungslösunge) ist aufgetragen als Funktion der ange-
nommenen Konzentration an P-Akt (Thr308) (Fig. 17,
untere Abszisse).
[0241] In Anwesenheit des Kompetitors zeigen die Si-
gnale aus den Messbereichen zur Bestimmung des en-
dogenen P-Akt (Thr308) keinerlei Verminderung. Die Dif-
ferenz zwischen den Messkurven in Abwesenheit und in
Anwesenheit des Kompetitors, welche den durch spezi-
fische Bindung hervorgerufenen Signalanteil darstellen
würde, ist innerhalb der Messgenauigkeit gleich Null.
[0242] Für die Messbereiche, deren Immobilisierungs-
lösung zusätzlich Akt im Überschuss (1000 ng/ml) ent-
hielten, wird eine vergleichsweise schwache Verminde-
rung der referenzierten Fluoreszenzsignale vor allem im
Bereich niedriger Proteinkonzentrationen beobachtet.
[0243] Fig. 18 illustriert die Bestimmung der durch spe-
zifische Bindung verursachten Signalanteile bei einer
Proteinkonzentration von 0.1 mg/ml aus dem Vergleich
der Messwerte in Anwesenheit und Abwesenheit des
Kompetitors in Lösung. Für die aus Lösungen von Rat-
tenherzgewebe-Lysaten erzeugten Messbereiche, wo
höchstens das Vorkommen endogenen P-Akt (Thr308)
erwartet wird, werden Signale von 0.068 RFI aus der
Messung ohne Kompetitor und von 0.073 RFI aus der
Messung mit 100 nM Kompetitor bestimmt. Der Unter-
schied zwischen diesen beiden Werten entspricht etwa
der experimentell bedingten Signalvariation. Dieses be-
stätigt, dass unter den vorliegenden Bedingungen kein
durch spezifische Bindung erzeugtes Signal gemessen
wird, woraus geschlossen werden kann, dass der Gehalt
an P-Akt (Thr308) gleich Null ist.

c) Verwendung von Bindungsreagentien mit Zusatz 
von der Probenmatrix ähnlichen Stoffen als Kompe-
titoren

[0244] Zur Bestimmung des Anteils unspezifischer
Bindung, welche durch Bindung der Bindungsreagentien
an Komponenten der Probenmatrix verursacht werden,
wird der Lösung des Antikörpers Rattenserum mit einer
Gesamtproteinkonzentration von 0.1 mg/ml hinzuge-
setzt. Diese Lösung wird dann in ein neuntes Probenbe-
hältnis mit einem neunten Array wiederum gleichartiger
Anordnung der Messbereiche wie die vorgenannten Ar-
rays gefüllt, entsprechend dem Vorgehen gemäß Ab-
schnitt 4.3. Es wird erwartet, dass unter diesen Voraus-
setzungen die Anteile durch spezifische Bindung an im-
mobilisiertes P-Akt (Thr308) erzeugter Signale erhalten
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bleiben und die Anteile durch unspezifische Bindung an
die Probenmatrix erzeugter Signale weitgehend ver-
schwinden.
[0245] Die Ergebnisse des Kompetitionsexperiments
mit Rattenserum in Lösung sind in Fig. 19 dargestellt,
zusammen mit den Resultaten der entsprechenden, vor-
angehend unter 7.3.2.a) besprochenen Messungen
ohne Anwesenheit eines Kompetitors in der Lösung des
Bindungsreagenz. Ausgefüllte Symbole kennzeichnen
jeweils die Ergebnisse ohne Anwesenheit eines Kompe-
titors (gemessen auf dem siebten Array), leere Symbole
die in Gegenwart des Kompetitors gemessenen Signale.
Die Fluoreszenzsignale aus Messbereichen, deren Im-
mobilisierungslösungen aus Lysaten von Rattenherzge-
webe hergestellt wurden (sowohl zur Bestimmung des
natürlich vorkommenden, endogenen P-Akt (Thr308),
ohne zusätzlich hinzugefügtes Akt, Messbereichsin-
haltskennzahlen 25 bis 31, als auch mit 1000 ng/ml zu-
sätzlich hinzugefügtem Akt, gemäß Fig. 1) sind als Funk-
tion der Proteinkonzentration der Immobilisierungslö-
sung dargestellt (Fig. 19, obere Abszisse). Die in 7.3.1.a)
besprochene Kalibrationskurve für den Nachweis von P-
Akt (Thr308) (mit 0.1 mg/ml BSA in den Immobiliserungs-
lösunge) ist aufgetragen als Funktion der angenomme-
nen Konzentration an P-Akt (Thr308) (Fig. 19, untere Ab-
szisse).
[0246] Die Anwesenheit von Rattenserum in Lösung
als Kompetitor für unspezifische Bindung in Lösung führt
zu messbaren Abnahmen der Fluoreszenzsignale, was
nochmals den Ursprung unspezifischer Bindung bestä-
tigt.

Patentansprüche

1. Ein Mikroarray zur quantitativen Bestimmung eines
oder mehrerer Analyten in einer oder mehreren kom-
plex zusammengesetzten Proben biologischen Ur-
spungs, umfassend

- einen festen Träger,
- eine erste Vielzahl von diskreten Messberei-
chen, in denen direkt oder vermittelt über eine
Haftvermittlungsschicht jeweils kleine Mengen
komplex zusammengesetzter Proben biologi-
schen Ursprungs in verdünnter oder unverdünn-
ter Form immobilisiert sind,

dadurch gekennzeichnet,
dass mindestens eine zweite Vielzahl von Messbe-
reichen in besagtem Array auf dem festen Träger
bereitgestellt ist, in welchen Messbereichen den
nachzuweisenden Analyten gleichartige Stoffe in un-
terschiedlichen Konzentrationen immobilisiert sind,
welche geeignet sind, mittels Kontaktierung des Mi-
kroarrays mit einer ersten Lösung enthaltend ein
oder mehrere Bindungsreagentien als spezifische
Bindungspartner für die in der ersten Vielzahl von

diskreten Messbereichen in den aufgebrachten
komplex zusammengesetzten Proben biologischen
Ursprungs enthaltenen, nachzuweisenden Analyten
und die in der zweiten Vielzahl von diskreten
Messbereichen enthaltenen, besagten nachzuwei-
senden Analyten gleichartigen Stoffe, und, gegebe-
nenfalls falls erforderlich, ein oder mehr Detektions-
reagentien, wobei die Aufbringung von Bindungs-
und Detektionsreagentien gleichzeitig oder sequen-
tiell erfolgen kann, und nachfolgende ortsaufgelöste
Messung von ersten optischen Signalen, welche von
diskreten Messbereichen eines oder mehrerer Ar-
rays, welche mit der ersten Lösung in Kontakt ge-
bracht wurden, ausgehen, sowie Aufzeichnung die-
ser ersten optischen Signale, eine Kalibrationskurve
für besagte in den immobilisierten komplex zusam-
mengesetzten Proben enthaltenen, quantitativ
nachzuweisenden Analyten zu erzeugen.

2. Ein Mikroarray nach Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass eine dritte Vielzahl von Messberei-
chen in besagtem Array auf dem festen Träger be-
reitgestellt ist, in denen jeweils kleine Mengen kom-
plex zusammengesetzter Proben biologischen Ur-
sprungs in verdünnter oder unverdünnter Form und
zusätzlich diesen zugesetzte bekannte Mengen von
den nachzuweisenden Analyten gleichartigen Stof-
fen immobilisiert sind.

3. Ein Mikroarray nach einem der Ansprüche 1 oder 2,
dadurch gekennzeichnet, dass eine vierte Viel-
zahl von Messbereichen in besagtem Array auf dem
festen Träger bereitgestellt ist, in welchen Stoffe,
welche ähnlicher Art wie in der Probenmatrix der in
der ersten Vielzahl von Messbereichen aufgebrach-
ten Proben enthaltene Stoffe sind, immobilisiert sind.

4. Ein Mikroarray nach einem der Ansprüche 1 bis 3,
dadurch gekennzeichnet, dass die Messbereiche
der zweiten Vielzahl von Messbereichen Stoffe um-
fassen, welche ähnlicher Art wie in der Probenmatrix
der in der ersten Vielzahl von Messbereichen auf-
gebrachten Proben enthaltene Stoffe sind.

5. Ein Mikroarray nach einem der Ansprüche 3 oder 4,
dadurch gekennzeichnet, dass die Stoffe, welche
ähnlicher Art wie in der Probenmatrix der in der er-
sten Vielzahl von Messbereichen aufgebrachten
Proben enthaltene Stoffe sind, aus der Gruppe stam-
men, welche Albumine, insbesondere Rinderserum-
albumin, Immunoglobuline oder verdünntes Serum
umfasst.

6. Ein Mikroarray nach einem der Ansprüche 1 bis 5,
dadurch gekennzeichnet, dass eine fünfte Viel-
zahl von Messbereichen in besagtem Array auf dem
festen Träger bereitgestellt ist, welche Zwecken ei-
ner Referenzierung dienen.

65 66 



EP 2 269 724 A1

35

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

7. Ein Mikroarray nach Anspruch 6, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Messbereiche der fünften Viel-
zahl von Messbereichen Stoffe umfassen, welche
ausgewählt sind aus der Gruppe, welche Massen-
label und Lumineszenzlabel umfasst.

8. Ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung eines
oder mehrerer Analyten in einer komplex zusam-
mengesetzten Probe biologischen Ursprungs um-
fassend die folgenden Schritte:

(1) Bereitstellung einer oder mehrerer komplex
zusammengesetzter Proben biologischen Ur-
sprungs,
(2) Bereitstellung einer Vielzahl von Lösungen
von den in den komplex zusammengesetzten
Proben nachzuweisenden Analyten gleicharti-
gen Stoffen in unterschiedlichen Konzentratio-
nen,
(3) Bereitstellung mindestens eines festen Trä-
gers,
(4) Erzeugung einer ersten Vielzahl von diskre-
ten Messbereichen als Teil eines Mikroarrays
durch Aufbringung kleiner Mengen der komplex
zusammengesetzten Proben biologischen Ur-
sprungs, in verdünnter oder unverdünnter Form,
an diskreten Orten direkt auf dem festen Träger
oder nach vorheriger Aufbringung einer Haftver-
mittlungsschicht auf besagter Haftvermittlungs-
schicht auf dem festen Träger,
(5) Erzeugung einer zweiten Vielzahl von dis-
kreten Messbereichen als Teil besagten Mi-
kroarrays durch Aufbringung jeweils kleiner
Mengen der Vielzahl von Lösungen von den in
den komplex zusammengesetzten Proben
nachzuweisenden Analyten gleichartigen Stof-
fen in unterschiedlichen Konzentrationen,
(6) Kontaktierung des Mikroarrays mit einer er-
sten Lösung enthaltend ein oder mehrere Bin-
dungsreagentien als spezifische Bindungspart-
ner für die in der ersten Vielzahl von diskreten
Messbereichen in den aufgebrachten komplex
zusammengesetzten Proben biologischen Ur-
sprungs enthaltenen, nachzuweisenden Analy-
ten und die in der zweiten Vielzahl von diskreten
Messbereichen enthaltenen, besagten nachzu-
weisenden Analyten gleichartigen Stoffe, und,
gegebenenfalls falls erforderlich, ein oder mehr
Detektionsreagentien, wobei die Aufbringung
von Bindungs- und Detektionsreagentien
gleichzeitig oder sequentiell erfolgen kann,
(7) ortsaufgelöste Messung von ersten opti-
schen Signalen, welche von der ersten und
zweiten Vielzahl diskreter Messbereiche des Mi-
kroarrays ausgehen, Aufzeichnung der ersten
optischen Signale aus der ersten Vielzahl dis-
kreter Messbereiche als für deren Kontaktierung
mit der ersten Lösung charakteristische Signale,

Aufzeichnung der ersten optischen Signale aus
der zweiten Vielzahl diskreter Messbereiche als
für deren Kontaktierung mit der ersten Lösung
in Abhängigkeit von der Konzentration der in be-
sagten Messbereichen enthaltenen, den in den
komplex zusammengesetzten Proben enthalte-
nen Analyten gleichartigen Stoffen, charakteri-
stische Signale,
(8) Erstellung von Kalibrationskurven für die in
den komplex zusammengesetzten Proben
nachzuweisenden Analyten aus den aufge-
zeichneten optischen Signalen aus der zweiten
Vielzahl diskreter Messbereiche, sofern erfor-
derlich nach vorheriger Subtraktion von Hinter-
grundsignalen und geeigneter Referenzierung,
(9) quantitative Bestimmung der in den komplex
zusammengesetzten Proben enthaltenen nach-
zuweisenden Analyten durch Vergleich der auf-
gezeichneten ersten optischen Signale aus der
ersten Vielzahl diskreter Messbereiche mit den
Kalibrationskurven für die jeweiligen Analyten,
sofern erforderlich nach vorheriger Subtraktion
von Hintergrundsignalen und geeigneter Refe-
renzierung.

9. Verfahren nach Anspruch 8 umfassend die weiteren
folgenden Schritte:

(10a) Aufbringung einer zweiten Lösung, ent-
haltend, zusätzlich zu den ein oder mehr Bin-
dungsreagentien und gegebenenfalls ein oder
mehr Detektionsreagentien der in Schritt (6) hin-
zugegebenen ersten Lösung, eine bekannte ho-
he Konzentration von Verbindungen, welche
gleichartig zu den in diskreten Messbereichen
aufgebrachten komplex zusammengesetzten
Proben biologischen Ursprungs enthaltenen,
nachzuweisenden Analyten sind, als Kompeti-
toren zu den in diskreten Messbereichen aufge-
brachten komplex zusammengesetzten Proben
biologischen Ursprungs enthaltenen, nachzu-
weisenden Analyten um die spezifische Bin-
dung besagter Bindungsreagentien und gege-
benenfalls zusätzlich hinzugegebener Detekti-
onsreagentien, auf ein oder mehr der in Schritt
(4) erzeugten Arrays von diskreten Messberei-
chen und/oder
(10b) Aufbringung einer dritten Lösung, enthal-
tend, zusätzlich zu den ein oder mehr Bindungs-
reagentien und gegebenenfalls ein oder mehr
Detektionsreagentien der in Schritt (6) hinzuge-
gebenen ersten Lösung, eine bekannte hohe
Konzentration von Stoffen, welche ähnlicher Art
wie in der Probenmatrix der in Schritt (4) aufge-
brachten Proben enthaltene Stoffe sind, zwecks
Kompetition zu den in diskreten Messbereichen
aufgebrachten komplex zusammengesetzten
Proben biologischen Ursprungs enthaltenen
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Stoffen der Probenmatrix um unspezifische Bin-
dung besagter Bindungsreagentien und gege-
benenfalls zusätzlich hinzugegebener Detekti-
onsreagentien, auf ein oder mehr der in Schritt
(4) erzeugten Arrays von diskreten Messberei-
chen,
(11) ortsaufgelöste Messung von zweiten und/
oder dritten optischen Signalen, welche von dis-
kreten Messbereichen eines oder mehrerer Ar-
rays, welche in Schritt (10a) mit der zweiten Lö-
sung bzw. in Schritt (10b) mit der dritten Lösung
in Kontakt gebracht wurden, ausgehen,
(12) Aufzeichnung dieser zweiten und/oder drit-
ten optischen Signale und
(13) Vergleich der ersten und zweiten und/oder
dritten optischen Signale.

10. Verwendung eines Mikroarrays nach einem der An-
sprüche 1 bis 7 und/oder eines Verfahrens nach ei-
nem der Ansprüche 8 oder 9 zu quantitativen und/
oder qualitativen Analysen zur Bestimmung chemi-
scher, biochemischer oder biologischer Analyten in
Verfahren des Screenings von Wirkstoffbibliotheken
zur Effizienzbestimmung in der Pharmaforschung,
der Kombinatorischen Chemie, der Klinischen und
Präklinischen Entwicklung, zur Identifizierung, Vali-
dierung und Kontrolle ("monitoring") von biologi-
schen oder chemischen Markerstoffen ("biomark-
ers"), zur Identifizierung und Verifizierung von Si-
gnaltransduktionswegen in der Proteomforschung
und Systembiologie, zum Affinitätsscreening und
insbesondere zum Antikörperscreening, zu Echt-
zeitbindungsstudien und zur Bestimmung kineti-
scher Parameter im Affinitätsscreening und in der
Forschung, zu qualitativen und quantitativen Analy-
tbestimmungen, insbesondere für die DNA- und
RNA-Analytik und die Bestimmung von genomi-
schen oder proteomischen Unterschieden im Ge-
nom bzw. Proteom, wie beispielsweise Einzelnu-
kleotid-Polymorphismen, zur Messung von Protein-
DNA-Wechselwirkungen, zur Bestimmung von
Steuerungsmechanismen für die m-RNA-Expressi-
on und für die Protein(bio)synthese, für die Erstel-
lung von Toxizitätsstudien sowie für die Bestimmung
von Expressionsprofilen, insbesondere zur Erstel-
lung von zellulären Expressionsprofilen von krank-
haften und gesunden Zellpopulationen, mit und ohne
äußere Stimulation, und deren Vergleich, zur Unter-
suchung der zeitlichen Entwicklung derartiger Ex-
pressionsprofile über Zeiträume von Minuten, Stun-
den, Tagen, Wochen, Monaten oder Jahren, zur Be-
stimmung von biologischen und chemischen Mark-
erstoffen, wie mRNA, Proteinen, Peptiden oder nie-
dermolekularen organischen (Boten)Stoffen, sowie
zum Nachweis von Antikörpern, Antigenen, Patho-
genen oder Bakterien in der pharmazeutischen Pro-
duktforschung und -entwicklung, der Human-und
Veterinärdiagnostik, der Agrochemischen Produkt-

forschung und -entwicklung, der symptomatischen
und präsymptomatischen Pflanzendiagnostik, zur
Patientenstratifikation in der pharmazeutischen Pro-
duktentwicklung und für die therapeutische Medika-
mentenauswahl, zum Nachweis von Pathogenen,
Schadstoffen und Erregern, insbesondere von Sal-
monellen, Prionen, Viren und Bakterien, insbeson-
dere in der Lebensmittel- und Umweltanalytik.
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摘要(译)

检测具有复杂组成的生物样品中的分析物，包括在固体载体上的不连续
位置处施加稀释/未稀释的样品/在固体载体上预先施加粘合剂介导层之
后，将第一个离散测量范围的阵列接触，第二和第三溶液含有结合试剂
作为分析物的特异性结合配偶体，并且任选地存在检测试剂，局部测量
第一，第二和第三光信号，以及记录和比较光信号。检测具有复杂成分
的生物样品中的分析物，包括在固体载体上的不连续位置处施加稀释/未
稀释的样品/在固体载体上预先施加粘合剂介导层之后，使第一个离散测
量范围的阵列接触 - 第二和第三溶液含有结合试剂作为分析物的特异性
结合配偶体，并任选地存在检测试剂，第一，第二和第三光信号的局部
测量，以及光信号的记录和比较。结合和检测试剂同时或依次施用。样
品是细胞群，细胞提取物，体液和体液成分的裂解物。测量范围表示小
于1 nL的材料。检测试剂包括多克隆/单克隆抗体和抗体片段，核酸和核
酸衍生物及其衍生物与人工碱基，生物素，抗生物素蛋白，链霉抗生物
素蛋白和中性抗生物素蛋白，以及质量标记和/或发光标记。标记物分别
结合/沉积在结合试剂上，结合/检测试剂上或结合到分析物之间的复合物上。将结合试剂和任选的检测试剂和/或化合物和/或材料彼
此预温育，并使溶液与测量范围的阵列接触。通过添加具有不同结合试剂的测量范围阵列，在多个离散测量范围阵列中检测多种不
同的分析物。不同分析物的数量等于各种检测试剂的数量，这些检测试剂在发光的激发和/或发射波长方面彼此不同。应用不同的结
合试剂来检测每种分析物。将已知/不同浓度的化合物作为标准添加到所施加的材料中，其类似于分析物。测量范围的数量和已知的
不同浓度的程度足以产生校准曲线，以通过第一溶液的添加步骤确定分析物的未知量浓度。许多类似的测量范围阵列布置在固体载
体上，其中相对于行排列的不同阵列中的测量范围的相同位置和列。样品的添加，信号的测量和记录在不同的测量范围的类似阵列
上进行。通过与试剂的非特异性相互作用产生的第一光学信号由添加第二/第三溶液和第一溶液后测量的光学信号之间的差异确定。
分析物的浓度/数量由测量的光学信号和由非特异性相互作用产生的光学信号之间的差异确定。在该方法中，在不同样品中确定小于
10％的分析物浓度差异。测量范围之间的范围被钝化以最小化试剂的非特异性结合，其中在相对于所提及的结合试剂和/或检测试
剂的空间分离的测量范围之间施加非结合的化学中性组分。固体载体对光学透明照射的激发光/测量光，并具有显微镜板，微量滴定
板，纳米滴定板，过滤器，膜，微结构载体，以及连续或分成离散波的单层或多层光波导 - 指导范围。多色或单色光源的激发或测
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量光被引导到阵列的测量范围，来自测量范围的光信号和/或来自测量范围的光信号的变化或差异以局部方式测量并记录。包括以下
独立权利要求：（1）用于定量调节生物来源样品中分析物的微阵列; （2）生物来源样品中分析物的定量调节程序。


