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(54) Verfahren zur Bestimmung eines oder mehrerer Analyten in komplex zusammengesetzten
Proben biologischen Ursprungs und dessen Verwendung
(57)  Dievorliegende 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 Trager 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 Losung enthaltend ein oder mehrere
Bindungsreagentien als spezifische Bindungspartner fiir
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 ortsaufgeléste Messung von ersten optischen Si-
gnalen, welche von diskreten Messbereichen eines oder
mehrerer Arrays, welche mit der ersten Losung in Kon-
takt gebracht wurden, ausgehen, sowie Aufzeichnung
dieser ersten optischen Signale, eine Kalibrationskurve
fur besagte in den immobiliserten komplex zusammen-
gesetzten Proben enthaltenen, quantitativ nachzuwei-
senden Analyten zu erzeugen.

Die vorliegende Erfindung betrifft aulerdem 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] Firzahlreiche 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
auRere Einwirkungen, wie beispielsweise mittels Zuflih-
rung biologisch aktiver Verbindungen.

[0003] Wahrend bekannte analytische Trennverfah-
ren im allgemeinen dahingehend optimiert sind, inner-
halb mdglichst kurzer Zeit eine mdglichst grofe Anzahl
von in einer gegebenen Probe enthaltenen Verbindun-
gen gemal eines vorgegebenen physikalisch-chemi-
schen Parameters, wie beispielsweise des Molekularge-
wichts oder des Quotienten aus molekularer Ladung und
Masse, aufzutrennen, beruhen Bioaffinitdts-Nachweis-
verfahren darauf, mit jeweils einem biologischen oder
biochemischen oder synthetischen Erkennungselement
moglichst hoher Spezifizitdt den entsprechenden (ein-
zelnen) Analyten hochselektiv in einer komplex zusam-
mengesetzten Probe zu erkennen und zu binden. Der
Nachweis einer Vielzahl unterschiedlicher Verbindungen
erfordertalso die Verwendung einer entsprechenden An-
zahl unterschiedlicher spezifischer Erkennungselemen-
te.

[0004] Ein Nachweisverfahren basierend auf Bioaffi-
nitatsreaktionen kann sowohl in einer homogenen L6-
sung als auch an der Oberflache eines festen Tragers
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 zusatzlichen Reagentien zu trennen.

[0005] Relativ weit verbreitet sind inzwischen Verfah-
ren zum gleichzeitigen Nachweis einer Vielzahl unter-
schiedlicher Nukleinsduren in einer Probe mithilfe ent-
sprechender komplementarer, auf einem festen Trager
in diskreten, raumlich getrennten Messbereichen immo-
bilisierter Nukleinsguren als Erkennungselementen. Bei-
spielsweise sind, basierend auf einfachen Glas- oder Mi-
kroskop-Plattchen, Arrays von Oligonukleotiden als Er-
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kennungselementen mit einer sehr hohen Feature-Dich-
te (Dichte von Messbereichen auf einem gemeinsamen
festen Trager) 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 h&ufen sich auch Beschreibungen
von Arrays und damit ausgefiihrter Nachweisverfahren
ahnlicher 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 Antikérpern als Erkennungselementen
fur die nachzuweisenden Analyten.

[0007] Inden Patentschriften fir derartige sogenannte
"Mikroarrays", sowohl fiir den Nachweis von Nukleinsau-
ren als auch anderer Biopolymere, wie beispielsweise
Proteine, wird jeweils beschrieben, dass eine Vielzahl
unterschiedlicher spezifischer Erkennungselemente in
diskreten Messbereichen zur Erzeugung eines Arrays fiir
die Analyterkennung immobilisiert und anschlieend die
zu untersuchende Probe mit den darin (gegebenenfalls
in einer komplexen Mischung) vorhandenen Analyten mit
diesem sogenannten "Capture-Array" in Kontakt ge-
brachtwird. Den bekannten Beschreibungen folgend, lie-
gen unterschiedliche spezifische Erkennungselemente
dabei jeweils in einer mdglichst 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 moéglichst 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 inihren physikalisch-chemischen
Eigenschaften (z. B. inihrer Polaritat) unterscheiden, gibt
es auch entsprechende Unterschiede in den Bedingun-
gen flir eine optimale Immobilisierung dieser Erken-
nungselemente, beispielsweise durch Adsorption oder
kovalente Bindung, in diskreten Messbereichen auf ei-
nem gemeinsamen festen Trager, gegebenenfalls auf ei-
ner darauf aufgebrachten Haftvermittlungsschicht. Dem-
zufolge kénnen die zur Immobilisierung einer Vielzahl
unterschiedlicher Erkennungselemente gewahlten Im-
mobilisierungsbedingungen (wie z. B. Art der Haftver-
mittlungsschicht) kaum gleichzeitig fur 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 aulRerdem jeweils
nachteilig nur eine zugefiihrte Probe pro Array auf darin
enthaltene Analyten untersucht werden.

[0009] Es bestand daher das Bedirfnis nach einem
geanderten Assay-Aufbau, welcher es ermdglicht, eine
Vielzahl von Proben in einem Array oder mehreren Ar-
rays auf einem gemeinsamen Trager gleichzeitig oder in
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mehreren Arrays auf mehreren Tragern sequentiell auf
inden Proben enthaltene Analyten zu untersuchen. Dazu
ware es zweckmafig, nicht die unterschiedlichen spezi-
fischen Erkennungselemente, sondern die zu untersu-
chenden Proben selbst direkt, d.h. unbehandelt, oder
nach méglichst wenigen Vorbereitungsschritten in dis-
kreten Messbereichen in einem oder mehreren Arrays
auf einem oder mehreren Tragern aufzutragen. Ein sol-
cher Assay-Aufbau soll nachfolgend als eine "invertierte
Assay-Architektur" bezeichnet werden.

[0010] Zur Befriedigung dieses Bedirfnisses 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 Oberflachen durch-
gefuhrten 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 Stérun-
gen der Assay-Signale durch Hintergrundsignale, wie
beispielsweise Hintergrundfluoreszenz, welche insbe-
sondere auf unspezifischen Bindungsereignissen beru-
hen kann, sowie Anderungen von Temperatur oder pH,
welche die beobachteten Assay-Signale beeintrachtigen
konnten, beschrieben. Im wesentlichen beruhen diese
Methoden auf der Bereitstellung zusatzlicher fur derarti-
ge Kompensationszwecke ausgewiesener Bereiche, ne-
ben den fiir die Erzeugung der Assay-Signale ausgewie-
senen Bereichen, auf einem gemeinsamen festen Tra-
ger.

[0013] In der US-Patentanmeldung 2004/0043508 A1
wird der Umfang spezifischer und unspezifischer Bin-
dung an unterschiedliche Oberflachen fiirdie 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 Oberflachenbeschichtungen
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 Veranderung der
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Beschaffenheit der Oberflache des Tragers beruhen, um
dadurch die Bindung von Analyten oder anderer im As-
say eingesetzter Bindungs- und Nachweisreagentien au-
Rerhalb 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 kdnnten mithilfe der beschriebenen Verfahren nicht
beriicksichtigt werden. Im Falle von Capture-Arrays, mit
einer wohldefinierten Zusammensetzung der in den
Messbereichen aufgebrachten Verbindungen, namlich
im allgemeinen einer einheitlichen Form von Erken-
nungselementen innerhalb eines Messbereichs, kann
diese genannte Voraussetzung unter anderem durch
sorgfaltige Auswahl der Erkennungselemente und der
im Assay eingesetzten Bindungs- und Detektions-
reagentien weitgehend erflillt werden.

[0016] Im Falle von Arrays fur 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 verlasslich zu erflllen, 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 Ausmaf
stattfinden kann.

[0017] Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es,
fur 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 ermdglicht, 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] AuRerdem I6st 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 fir aus der Bindung in zugefuihrten Pro-
ben enthaltener Analyten an ihre in "Capture-Arrays" im-
mobiliserten Erkennungselemente entstehenden Signa-
le, mittels Zugabe einer geeigneten Anzahl von Kalibra-
tionslésungen, welche die entsprechenden Analyten in
geeigneten Konzentrationen enthalten, ist wohlbekannt.
Nachteilig erfordert diese Methode die Zugabe einer Viel-
zahl von Lésungen auf eine entsprechende Vielzahl zu-
einander gleichartiger Arrays von Messbereichen. Inden
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 fir
diese Messbereiche gemein-samen Analyten vorgese-
hen sind. Dabei wird besonders bevorzugt, dass bei be-
kannter Kon-zentrationsabhangigkeit 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 Kalibrationslésung zu diesem Array eine Ka-
librationskurve fir diesen Analyten erstellt werden
kann." Diese verschiedenen Kalibrationsmethoden
fur "Capture-Arrays" dienen aber immer der Kalibration
der Signale infolge von Bindung der in unbekannter Kon-
zentration in Lésung befindlichen Analyten an die immo-
bilisierten Erkennungselemente des Arrays. Fir Arrays
mit in diskreten Messbereichen immobiolisierten, kom-
plex zusammengesetzten Proben biologischen Ur-
sprungs stellt sich demgegenuber die Aufgabe einer Ka-
libration der in unbekannter Konzentration in der Immo-
bilisierungsmatrix enthaltenen Analyten. Diese Aufgabe
wird mit einem erfindungsgemafien Array von Messbe-
reichen und einem darauf beruhenden erfindungsgema-
en quantitativen Nachweisverfahren geldst. Durch
Kombination mit dem vorangehend genannten erfin-
dungsgemafen Verfahren zur Unterscheidung von
durch spezifische und unspezifische Bindung erzeugten
Signalanteilen wird dadurch eine verlassliche Bestim-
mung absoluter Analytmengen und - konzentrationen er-
mdglicht.

[0019] Die Erfindung erlaubtes tiberraschenderweise,
auch fir 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: Trager mit 6 Arrays von Messbereichen fir
das erfindungsgemaRe Verfahren. Gitterstrukturen
zur Lichteinkopplung und Lichtauskopplung sind
links und rechts von den Arrays angedeutet. Die Aus-
schnittsvergréRerung zeigt die geometrische Anord-
nung der Messbereiche in einem einzelnen Array. -
Zur Bedeutung der Messbereichsinhalts-Kennzah-
len siehe Tab. 1.

Fig. 2: referenzierte Fluoreszenzintensitaten (RFI)
aus Messbereichen mit darin aufgebrachtem, gerei-
nigtem Akt unter zuséatzlicher Anwesenheit von 0.1
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mg/ml BSA bzw. 0.1 mg/ml Rattenserum in den Im-
mobilisierungslésungen, als Funktion der Akt-Kon-
zentration der Immobilisierungsldsungen. Ausgefiill-
te Symbole: Kalibrationskurven erzeugt ohne Kom-
petitor in der Losung des Bindungsreagens (Antikor-
per "anti-Akt", 5 nM), leere Symbole: Messkurve er-
zeugt mit 100 nM Akt als Kompetitor in der Lésung
des Bindungsreagenz.

Fig. 3: referenzierte Fluoreszenzintensitaten (RFI)
aus Messbereichen mit darin aufgebrachtem, gerei-
nigtem Akt unter zusatzlicher Anwesenheit von 0.1
mg/ml BSA bzw. 0.1 mg/ml Rattenserum in den Im-
mobilisierungslésungen, als Funktion der Akt-Kon-
zentration der Immobilisierungsldsungen. Ausgefiill-
te Symbole: Kalibrationskurven erzeugt ohne Kom-
petitor in der L6sung des Bindungsreagens (Antikor-
per "anti-Akt", 5 nM), leere Symbole: Messkurve er-
zeugt mit 0.1 mg/ml Rattenserum als Kompetitor um
unspezifische Bindung in der Lésung des Bindungs-
reagenz.

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

Fig. 5: referenzierte Fluoreszenzintensitaten fir den
Nachweis von endogenem Akt in aus Rattenherzge-
webe hergestellten Proben, mit (obere Kurve) und
ohne (mittlere Kurve) zusatzlich hinzugegebenes
gereinigtes Akt (1000 ng/ml), als Funktion der Ge-
samtproteinkonzentration der Immobilisierungslé-
sungen (obere Abszisse). Ausgefiilite Symbole:
Messwerte erhalten aus Messung ohne Kompetitor
in der Lésung des Bindungsreagenz (Antikdrper "an-
ti-Akt", 5 nM); leere Symbole: Messwerte erhalten
aus Messung mit 100 nM gereinigtem Akt als Kom-
petitor in der L6sung des Bindungsreagenz (Antikor-
per "anti-Akt", 5 nM ). Zusétzlich eingetragen sind
die Kalibrationskurve aus Fig. 2 fir den Nachweis
von Akt, erstellt mit Messbereichen zusatzlich ent-
haltend 0.1 mg/ml BSA (ausgefiillte Symbole; als
Funktion der Akt-Konzentration, untere Abszisse)
sowie eine entsprechende Kalibrationskurve, erstellt
mit 100 nM Akt als Kompetitor in der Lésung 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 Anwesenheitund Abwe-
senheit des Kompetitors in Ldsung (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 Fluoreszenzintensitaten fiir den
Nachweis von endogenem Akt in aus Rattenherzge-
webe hergestellten Proben, mit (obere Kurven) und
ohne (mittlere Kurven) zusatzlich hinzugegebenes
gereinigtes Akt (1000 ng/ml), als Funktion der Ge-
samtproteinkonzentration der Immobilisierungslé-
sungen (obere Abszisse). Ausgefiilite Symbole:
Messwerte erhalten aus Messung ohne Kompetitor
in der Lésung des Bindungsreagenz (Antikérper "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 Lésung des
Bindungsreagenz (Antikorper "anti-Akt", 5 nM). Zu-
satzlich eingetragen sind die Kalibrationskurve aus
Fig. 2 fir den Nachweis von Akt, erstellt mit Messbe-
reichen zuséatzlich enthaltend 0.1 mg/ml BSA (aus-
gefiilite 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 L6-
sung des Bindungsreagenz (leere Symbole; als
Funktion der Akt-Konzentration, untere Abszisse).

Fig. 8: referenzierte Fluoreszenzintensitaten (RFI)
aus Messbereichen mit darin aufgebrachtem, gerei-
nigtem Akt unter zusatzlicher Anwesenheit von 0.1
mg/ml BSA bzw. 0.1 mg/ml Rattenserum in den Im-
mobilisierungslésungen, als Funktion der Konzen-
tration der Immobilisierungslésungen an P-Akt
(Ser473). Ausgefiilite Symbole: Kalibrationskurven
erzeugt ohne Kompetitor in der Losung des Bin-
dungsreagens (Antikdrper "anti- P-Akt (Ser473)", 5
nM), leere Symbole: Messkurve erzeugt mit 100 nM
Akt als Kompetitor in der L6sung des Bindungsrea-
genz.

Fig. 9: referenzierte Fluoreszenzintensitaten (RFI)
aus Messbereichen mit darin aufgebrachtem, gerei-
nigtem Akt unter zuséatzlicher Anwesenheit von 0.1
mg/ml BSA bzw. 0.1 mg/ml Rattenserum in den Im-
mobilisierungslésungen, als Funktion der Konzen-
tration der Immobilisierungslésungen an P-Akt
(Serd73). Ausgefiilite Symbole: Kalibrationskurven
erzeugt ohne Kompetitor in der Losung des Bin-
dungsreagens (Antikorper "anti- P-Akt (Ser473)", 5
nM), leere Symbole: Messkurve erzeugt mit 0.1
mg/ml Rattenserum als Kompetitor um unspezifi-
sche Bindung in der Lésung des Bindungsreagenz.

Fig. 10: referenzierte Fluoreszenzintensitaten fir
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den Nachweis von endogenem P-Akt (Ser473) in
aus Rattenherzgewebe hergestellten Proben, mit
(obere Kurve) und ohne (mittlere Kurve) zusatzlich
hinzugegebenes gereinigtes Akt (1000 ng/ml), als
Funktion der Gesamtproteinkonzentration der Im-
mobilisierungslésungen (obere Abszisse). Zusatz-
lich eingetragen ist die Kalibrationskurve aus Fig. 7
fir den Nachweis von P-Akt (Ser473), erstellt mit
Messbereichen zusétzlich enthaltend 0.1 mg/ml
BSA (als Funktion der Konzentration an P-Akt
(Serd73), untere Abszisse).

Fig. 11: referenzierte Fluoreszenzintensitaten fur
den Nachweis von endogenem P-Akt (Ser473) in
aus Rattenherzgewebe hergestellten Proben, mit
(obere Kurve) und ohne (mittlere Kurve) zusatzlich
hinzugegebenes gereinigtes Akt (1000 ng/ml), als
Funktion der Gesamtproteinkonzentration der Im-
mobilisierungslésungen (obere Abszisse). Ausge-
fullte Symbole: Messwerte erhalten aus Messung
ohne Kompetitor in der Lésung des Bindungsrea-
genz (Antikorper "anti- P-Akt (Ser473)", 5 nM); leere
Symbole: Messwerte erhalten aus Messung mit 100
nM gereinigtem Akt als Kompetitor in der Losung
des Bindungsreagenz (Antikérper "anti- P-Akt
(Serd473)", 5 nM). Zusatzlich eingetragen sind die
Kalibrationskurve aus Fig. 7 fir den Nachweis von
P-Akt (Ser473), erstellt mit Messbereichen zusatz-
lich enthaltend 0.1 mg/ml BSA (ausgefiillte 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 Losung 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 Losung (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 Fluoreszenzintensitaten fir
den Nachweis von endogenem P-Akt (Ser473) in
aus Rattenherzgewebe hergestellten Proben, mit
(obere Kurven) und ohne (mittlere Kurven) zusatz-
lich hinzugegebenes gereinigtes Akt (1000 ng/ml),
als Funktion der Gesamtproteinkonzentration der
Immobilisierungsldésungen (obere Abszisse). Aus-
geflillte Symbole: Messwerte erhalten aus Messung
ohne Kompetitor in der Lésung des Bindungsrea-
genz (Antikorper "anti- P-Akt (Ser473)", 5 nM); leere
Symbole: Messwerte erhalten aus Messung mit 0.1
mg/ml Rattenserum als Kompetitor um unspezifi-



9 EP 2 269 724 A1 10

sche Bindung in der Lésung des Bindungsreagenz
(Antikdrper "anti- P-Akt (Ser473)", 5 nM). Zuséatzlich
eingetragen sind die Kalibrationskurve aus Fig. 8 fir
den Nachweis von P-Akt (Ser473), erstellt mit
Messbereichen zusétzlich enthaltend 0.1 mg/ml
BSA (ausgefiillte 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 L6ésung des Bindungsreagenz
(leere Symbole; als Funktion der Konzentration an
P-Akt (Serd73), untere Abszisse).

Fig. 14: referenzierte Fluoreszenzintensitaten (RFI)
aus Messbereichen mit darin aufgebrachtem, gerei-
nigtem Akt unter zuséatzlicher Anwesenheit von 0.1
mg/ml BSA bzw. 0.1 mg/ml Rattenserum in den Im-
mobilisierungslésungen, als Funktion der angenom-
menen Konzentration der Immobilisierungslésun-
gen an P-Akt (Thr308). Ausgefiillte Symbole: Kali-
brationskurven erzeugt ohne Kompetitor in der L6-
sung des Bindungsreagens (Antikdrper "anti- P-Akt
(Thr308)", 5nM), leere Symbole: Messkurve erzeugt
mit 100 nM Akt als Kompetitor in der Lésung des
Bindungsreagenz.

Fig. 15: referenzierte Fluoreszenzintensitaten (RFI)
aus Messbereichen mit darin aufgebrachtem, gerei-
nigtem Akt unter zuséatzlicher Anwesenheit von 0.1
mg/ml BSA bzw. 0.1 mg/ml Rattenserum in den Im-
mobilisierungslésungen, als Funktion der angenom-
menen Konzentration der Immobilisierungslésun-
gen an P-Akt (Thr308). Ausgefiillte Symbole: Kali-
brationskurven erzeugt ohne Kompetitor in der L6-
sung des Bindungsreagens (Antikdrper "anti- P-Akt
(Thr308)", 5nM), leere Symbole: Messkurve erzeugt
mit 0.1 mg/ml Rattenserum als Kompetitor um un-
spezifische Bindung in der Lésung des Bindungs-
reagenz.

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

Fig. 17: referenzierte Fluoreszenzintensitaten fur
den Nachweis von endogenem P-Akt (Thr308) in aus
Rattenherzgewebe hergestellten Proben, mit (obere
Kurve) und ohne (mittlere Kurve) zusatzlich hinzu-
gegebenes gereinigtes Akt (1000 ng/ml), als Funk-
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tion der Gesamtproteinkonzentration der Immobili-
sierungslésungen (obere Abszisse). Ausgefiillte
Symbole: Messwerte erhalten aus Messung ohne
Kompetitor in der Losung des Bindungsreagenz (An-
tikdrper "anti- P-Akt (Thr308)", 5 nM); leere Symbole:
Messwerte erhalten aus Messung mit 100 nM gerei-
nigtem Akt als Kompetitor in der Lésung des Bin-
dungsreagenz (Antikdrper "anti- P-Akt (Thr308)", 5
nM). Zusatzlich eingetragen sind die Kalibrations-
kurve aus Fig. 14 fur den Nachweis von P-Akt
(Thr308), erstellt mit Messbereichen zuséatzlich ent-
haltend 0.1 mg/ml BSA (ausgefillte 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 Lésung 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 Lésung.

Fig. 19: referenzierte Fluoreszenzintensitaten flr
den Nachweis von endogenem P-Akt (Thr308) in aus
Rattenherzgewebe hergestellten Proben, mit (obere
Kurven) und ohne (mittlere Kurven) zusatzlich hin-
zugegebenes gereinigtes Akt (1000 ng/ml), als
Funktion der Gesamtproteinkonzentration der Im-
mobilisierungsldsungen (obere Abszisse). Ausge-
fullte Symbole: Messwerte erhalten aus Messung
ohne Kompetitor in der Lésung des Bindungsrea-
genz (Antikdrper "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 Losung des Bindungsreagenz
(Antikdrper "anti- P-Akt (Thr308)t", 5 nM). Zuséatzlich
eingetragen sind die Kalibrationskurve aus Fig. 12
fir den Nachweis von P-Akt (Thr308), erstellt mit
Messbereichen zusatzlich enthaltend 0.1 mg/ml
BSA (ausgeflllte 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 Lésung 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
raumlich getrennte oder diskrete Messbereiche auf ei-
nem festen Trager durch die geschlossene Flache 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 Flachen kénnen 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 Tragers,

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

(4) Kontaktierung mindestens eines Arrays von dis-
kreten Messbereichen mit einer ersten Lésung ent-
haltend ein oder mehrere Bindungsreagentien als
spezifische Bindungspartner fiir 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) ortsaufgeldste Messung von ersten optischen Si-
gnalen, welche von diskreten Messbereichen eines
oder mehrerer Arrays, welche in Schritt (4) mit der
ersten Losung 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 Ausfiihrung der wei-
teren Schritte bestimmt wird:

(7a) Aufbringung einer zweiten Losung, enthal-
tend, zusatzlich zu den ein oder mehr Bindungs-
reagentien und gegebenenfalls ein oder mehr
Detektionsreagentien der in Schritt (4) hinzuge-
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gebenen ersten Losung, 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 zusatzlich hinzugegebener Detekti-
onsreagentien, auf ein oder mehr der in Schritt
(3) erzeugten Arrays von diskreten Messberei-
chen und/oder

(7b) Aufbringung einer dritten Ldsung, enthal-
tend, zusatzlich zu den ein oder mehr Bindungs-
reagentien und gegebenenfalls ein oder mehr
Detektionsreagentien der in Schritt (4) hinzuge-
gebenen ersten Ldsung, eine bekannte hohe
Konzentration von Stoffen, welche ahnlicher 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 zusatzlich hinzugegebener Detekti-
onsreagentien, auf ein oder mehr der in Schritt
(3) erzeugten Arrays von diskreten Messberei-
chen,

(8) ortsaufgeldste Messung von zweiten und/oder
dritten optischen Signalen, welche von diskreten
Messbereichen eines oder mehrerer Arrays, welche
in Schritt (7a) mit der zweiten Lésung bzw. in Schritt
(7b) mit der dritten L6sung 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
hinzugefugten Stoffe sowie der optionalen Detektions-
reagentien in Form der Zugabe einer einzigen Lésung
dieser drei Gruppen von Komponenten erfolgen. Es wird
jedoch bevorzugt, dass im Falle der zusatzlichen Zugabe
von Detektionsreagentien zunédchst die Aufbringung
zweiter bzw. dritter Lésungen 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
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Teilschritt der Zugabe der Detektionsreagentien.

[0024] Im folgenden soll die Bezeichnung "des festen
Tragers" oder "eines festen Tragers" die Bedeutung von
"des mindestens einen festen Tragers" oder "mindestens
eines festen Tragers" mit einschlielRen.

[0025] Die Bezeichnungen "erste Losung", "zweite L6-
sung", "dritte L6ésung" sollen die Bedeutung einer "Viel-
zahl erster Losungen", "Vielzahl zweiter L6sungen" bzw.
"Vielzahl dritter Lésungen" mit einschlieRen, wobei die
Lésungen innerhalb einer solchen Vielzahl von Losun-
gen jeweils eine gleiche oder unterschiedliche Zusam-
mensetzung haben kdnnen.

[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 schlief3t die Bezeichnung einer "Pluralitét von Proben"
mit ein, sofern nicht anders vermerkt.

[0027] Besagte komplex zusammengesetzte Proben
biologischen Ursprungs kénnen ausgewahlt sein aus der
Gruppe von Proben, welche von Lysaten von Zell-Popu-
lationen, Zell-Extrakten, Koérperflissigkeiten und Be-
standteilen von Korperflissigkeiten, wie beispielsweise
Blut, Serum, Plasma, Gelenkflissigkeit, Tranenfllssig-
keit, Urin, Speichelflissigkeit, Gewebefliissigkeit und
Lymphe, gebildet wird, wobei es sich um fraktionierte
oder nicht fraktionierte Proben handeln kann.

[0028] Die Proben kénnen 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 kdnnen 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 kénnen dem gleichen
Organismus oder der gleichen Zellkultur enthommen
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 Uber die Repro-
duzierbarkeit der in diesen Messbereichen bestimmten
relativen molekularen Zusammensetzung der aufge-
brachten Proben gewonnen werden.

[0030] Unterschiedliche Proben kdnneninsbesondere
an verschiedenen Positionen des gleichen Organismus
entnommen werden. Dann kann aus den Analysen auf
den entsprechenden diskreten Messbereichen bei-
spielsweise Information Uiber Inhomogenitaten 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 fir die Untersuchung
krebsbehafteter Organismen von grof3er Bedeutung.
[0031] Unterschiedliche Proben kdnnen aber auch
verschiedenen Organismen oder verschiedenen Zellkul-
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turen entnommen sein. Beispielsweise kann es sich da-
bei um Proben von mit einem pharmazeutischen Wirk-
stoff behandelten und unbehandelten Organismen han-
deln. Ahnlich einer Expressionsanalyse in der Nuklein-
saure-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 fir
die Proben werden die Zellen typischerweise in einem
ersten Aufbereitungsschritt lysiert. Die Lysate kénnen in
einem geeigneten L&sungsmittel, beispielsweise einer
Pufferldsung, geldst sein und bekannte zugesetzte Bei-
mischungen enthalten, beispielsweise Stabilisatoren wie
Protease-Inhibitoren, um einen Abbau enthaltener Bio-
polymere zu verhindern. Gemal einer bevorzugten Aus-
fihrungsform des erfindungsgemafRen 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 enthalt, aus dem sie gewonnen wurde.
[0033] Ein wichtiges Anwendungsgebiet des erfin-
dungsgemalen Verfahrens ist die Untersuchung von
Proben, welche Zell-Lysate umfassen oder aus Zell-Ly-
saten hergestellt wurden, auf die zellulare Analyt-Ex-
pression (d.h. insbesondere Protein-Expression) unter
unterschiedlichen Bedingungen. In Abhangigkeit vom
Ziel der jeweiligen Studie, kdnnen die in den Messberei-
chen aufzubringenden Proben in unterschiedlicher Wei-
se ausgewahlt sein.

[0034] Eine mdgliche Variante beruht auf der Verwen-
dung von Lysaten aus voneinander unabhangigen Zell-
Populationen (d.h. Zell-Linien oder Zellkultur-Ansatzen).
Dabei sollen solche Zell-Populationen als "voneinander
unabhangig" bezeichnet werden, welche unabhéangig
voneinander gewachsen sind oder unabhangig 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 erfindungsgemafen Ver-
fahrens kann dann mithilfe von aus derartigen voneinan-
der unabhéangigen Zell-Populationen gewonnenen Pro-
ben beispielsweise ein differentielles Expressionsprofil
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erzeugt werden, um Unterschiede in der zellularen Ex-
pression und/oder Aktivierung zellularer 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 zellulare 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 au-
Rerer physikalischer Bedingungen, beispielsweise in
Form von Bestrahlung mit Licht aus dem ultravioletten
bis infraroten Spektrum, Hitzeeinwirkung, Einwirkung
elektromagnetischer Felder etc., verstanden werden.
[0035] Das erfindungsgeméafie Verfahren eignet sich
auch zur Untersuchung der Auswirkungen weniger ge-
nau definierbarer innerer oder au3erer Einflussfaktoren,
wie Stress, Krankheit, Alterung, Art der Erndhrung etc.
auf die zellulare Expression und/oder Aktivierung (siehe
unten).

[0036] Aufgrund der hohen Genauigkeit der durch das
erfindungsgeméfie Verfahren erzielbaren Messergeb-
nisse ist es dabei insbesondere auch geeignet fir die
Untersuchung der zeitlichen Entwicklung zellularer Ex-
pression und/oder Aktivierung (siehe unten) unter den
vorgenannten Bedingungen, Uber Zeitrdume von bei-
spielsweise Minuten, Stunden, Tagen, Wochen, Mona-
ten oder Jahren.

[0037] Eine andere mdgliche 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
kénnen beispielsweise durch Entnahme von einer ge-
meinsamen Zell-Population zu verschiedenen Zeitpunk-
ten erzeugtwerden. Verschiedene Zell-Subpopulationen
kénnen auch durch Enthahme von einer gemeinsamen
Zell-Population und nachfolgende Behandlung oder Sti-
mulationen durch unterschiedliche Reagentien und/oder
Kultivierung unter unterschiedlichen duReren Bedingun-
gen (z. B. zur Untersuchung des Einflusses von Bestrah-
lung durch UV-Licht, von Hitzeschock etc.) erzeugt wer-
den.

[0038] Typische fir die Behandlung von Zell-Popula-
tionen fir die genannten und andere mdogliche Varianten
fur die Anwendung des erfindungsgemaRen 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 erfindungsgema-
Ren Verfahrens verglichen werden soll, jeweils in einem
gemeinsamen Array von Messbereichen aufgebracht,
um die Proben dann unter mdéglichst einheitlichen Bedin-
gungen auf die nachzuweisenden enthaltenen Analyten
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untersuchen zu kénnen.

[0040] Eine Probe kann Zusatze 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 Zusatze kénnen beispielsweise fur Kali-
brationszwecke dienlich sein. Aulerdem kénnen die Pro-
ben Zusatze von der Probenmatrix ahnlichen, aber von
den nachzuweisenden Analyten verschiedenen Verbin-
dungen, wie beispielsweise Albumine (z. B. Rinderse-
rumalbumin (BSA)), Immunoglobuline oder verdiinntes
Serum, enthalten, welche beispielsweise der kontrollier-
ten Einstellung der Oberflachendichte immobilisierter
Analytmolekile in einem Messbereich dienen kénnen.
In den Proben oder deren Fraktionen oder den Verduln-
nungen besagter Proben oder Fraktionen enthaltene
Analyten, d.h. insbesondere Biopolymere wie beispiels-
weise Nukleinsduren oder Proteine, kdnnen in nativer
Form oder denaturierter Form, nach Behandlung bei-
spielsweise mit Harnstoff oder Tensiden (z. B. SDS), vor-
liegen. Falls notwendig, kbnnen insbesondere unlésliche
Bestandteile des Ursprungsmaterials oder Zwischenma-
terials im Falle mehrerer Vorbereitungsschritte vor Be-
reitstellung der komplex zussammengesetzten Proben
biologischen Ursprungs durch geeignete MalRnahmen,
beispielsweise Zentrifugation im Falle von Lysaten als
Zwischenmaterial, entfernt werden. Vorzugsweise wer-
dendie Ausgangsmaterialien zur Herstellung einer "kom-
plex zusammengesetzten Probe biologischen Ur-
sprungs" keinen weiteren Vorbehandlungsschritten als
Filtration und/oder Fraktionierung und/oder Verdiinnung
unterzogen.

[0041] Bevorzugt liegen die in den Proben oder deren
Fraktionen oder in den Verdinnungen 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 fiir die Bindung ihrer je-
weiligen Nachweissubstanzen, beispielsweise von Anti-
korpern, méglichst frei zugénglich sind. Dieses wird bei-
spielsweise ermdglicht durch die Zerstérung der tertiaren
oder quarternaren Struktur infolge der Behandlung mit
Harnstoff. Denaturierte Proben zeichnen sich aulerdem
durch den Vorteil aus, dass aus ihnen erzeugte Arrays
sehr stabil sind und tber langere Zeitrdume (bis zu Jah-
ren) gelagert und archiviert werden kénnen fiir spater
durchzufiihrende Analysen.

[0042] Im Falle von fraktionierten Proben kénnen die-
se mit einem Trennverfahren beispielsweise aus der
Gruppe von Trennverfahren gewonnen sein, welche Fal-
lungen, Filtration, Zentrifugation, HPLC und micro-HPLC
("High Pressure Liquid Chromatography") mittels der Me-
thode von "Normal Phase"-, "Reverse Phase"-, lonen-
austausch- und Hydrophobe Interaktionschromatogra-
phie (HIC), "Size Exclusion Chromatography", Gelchro-
matographie, Elektrophorese, Kapillarelektrophorese,
Elektrochromatographie, sowie "Free-Flow Electropho-
resis" umfasst.



17 EP 2 269 724 A1 18

[0043] Insbesondere kdnnen 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 Affinitatschromatogra-
phie Inhaltsstoffe wie Albumine, Immunoglobuline und
Apolipoproteine in hohem Male entzogen wurden.
[0044] Das Material fir 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 erfindungsgemafe Verfahren ermdglicht
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. Aul3er-
dem ist es mdglich, 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, kénnen 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 zellularen Signaltransdukti-
onswegen beteiligte und wechselwirkende Proteine, wie
z. B. Kinasen, Kinasesubstrate, Rezeptoren und Bin-
dungsproteine fiir 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 extrazellulare Proteine, wie
beispielweise in Korperflissigkeiten ausgeschiedene
Proteine, und insbesondere auch unter dem Einfluss von
zellulérer Behandlung oder Stimulation Gber- oder unter-
exprimierte Proteine sowie kunstlich modifizierte oder
exprimierte Proteine, wie beispielsweise funktionalisierte
Proteine mit zusatzlichen Bindungsstellen ("Tag-Protei-
ne", wie beispielsweise "Histidin-Tag-Proteine"), mono-
oder polyklonale Antikérper und Antikérperfragmente,
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 Nukleinsduren (beispielsweise DNA, RNA)
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umfasst.

[0047] Als "Analyt" soll im Rahmen der vorliegenden
Erfindung eine solche molekulare Spezies bezeichnet
werden, welche mithilfe eines hierfir eingesetzten Bin-
dungsreagenz als spezifischem Bindungspartner und
gegebenenfalls eines zusatzlich 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
gemal 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 gemaR dieser Definition
kdnnen beispielsweise so ausgewahlt sein, dass sie aus-
schliel3lich 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 Aktivitat ei-
nes biologischen Signalwegs in einer Zelle oder einem
Organismus kann mit dem Anteil phosphorylierter, me-
thylierter, acetylierter oder glykolisierter Verbindungen
(abhangig 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-
terund 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
kénnen unter dem Oberbegriff des Aktivierungsgrads ei-
ner Verbindung zusammengefasst werden. Der Aktivie-
rungsgrad einer Verbindung kann aber auch andere che-
misch veranderte Formen einer Verbindung bezeichnen.
Das erfindungsgemaRe Verfahren eignet sich besonders
gut auch zur Bestimmung des Aktivierungsgrades expri-
mierter Proteine.

[0048] Bindungsreagentien als spezifische Bindungs-
partner kénnen auch so ausgewahlt sein, dass sie nur
dann an eine nachzuweisende Verbindung binden, wenn
diese in einer bestimmten dreidimensionalen Struktur
vorliegt. Beispielsweise erkennen und binden viele Anti-
kérper 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 kén-
nendiese Teilbereiche (Epitope) fiir die Bindung des ent-
sprechenden Bindungsreagenz zuganglich oder verbor-
gen sein. Die Bindungsreagentien kdnnen jedoch auch
so ausgewahlt sein, dass sie an Bereiche der nachzu-
weisenden Verbindung binden, deren Zuganglichkeit un-
abhangig von der dreidimensionalen Struktur dieser Ver-
bindung ist. Durch den Einsatz entsprechend ausge-
wabhlter Bindungsreagentien ist es daher moglich, den
relativen Anteilan der Gesamtmenge einerin einer Probe
nachzuweisenden Verbindung, welche einen spezifi-
schen Konformationszustand aufweist, zu bestimmen.
[0049] Das erfindungsgemafe Verfahren ermdglicht
bei geeigneter Auswahl der eingesetzten Bindungs-
reagentien und gegebenenfalls zusatzlicher Detektions-
reagentien, dass Proteine, welche als Analyten in den in
diskreten Messbereichen aufgebrachten komplex zu-
sammengesetzten Proben biologischen Ursprungs
nachgewiesen werden sollen, gemafR 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) gemall Anspruch 1
nach der Bindung damit in Kontakt gebrachter Bindungs-
reagentien als spezifischen Bindungspartnern und ge-
gebenenfalls zusatzlicher Detektionsreagentien, unter-
schieden und im Detektionsschritt (5) gemafl Anspruch
1 separat als unterschiedliche Analyten im Sinne der vor-
angehenden Definition detektiert werden.

[0050] Es ist auch mdglich, dass Proteine, welche als
Analyten in den in diskreten Messbereichen aufgebrach-
ten komplex zusammengesetzten Proben biologischen
Urspungs nachgewiesen werden sollen, gemal 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) geman
Anspruch 1 nach der Bindung damit in Kontakt gebrach-
ter Bindungsreagentien als spezifischen Bindungspart-
nern und gegebenenfalls zusatzlicher Detektions-
reagentien, nicht unterschieden und im Detektionsschritt
(5) gemaf Anspruch 1 nicht separat als unterschiedliche
Analyten, sondern gemeinsam als ein einzelner Analyt
detektiert werden.

[0051] Das erfindungsgemafe Verfahren ermdglicht
es, den Aktivierungsgrad (gemaR 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 fur die in diskreten Messberei-
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chen in den aufgebrachten komplex zusammengesetz-
ten Proben biologischen Ursprungs enthaltenen, nach-
zuweisenden Analyten kénnen beispielsweise ausge-
wahlt sein aus der Gruppe von Verbindungen, welche
Proteine, beispielsweise mono- oder polyklonale Antikor-
per und Antikérperfragmente, Peptide, Enzyme, En-
zyminhibitoren, Kinasesubstrate, Aptamere, syntheti-
sche Peptidstrukturen, Glycopeptide, Hormone, Cofak-
toren, Oligosaccharide, Lektine, Antigene fur Antikdrper
oder T-Zell-Rezeptoren, Biotin, Avidin, Streptavidin, mit
zusatzlichen Bindungsstellen funktionalisierte Proteine
("Tag-Proteine", wie beispielsweise "Histidin-Tag-Protei-
nen") und deren Komplexbildungspartner sowie Nukle-
insauren (beispielsweise DNA, RNA, Oligonukleotide)
und Nukleinsdureanaloge (z. B. PNA) sowie deren De-
rivate mit kiinstlichen Basen umfasst.

[0053] Eingesetzte Detektionsreagentien kdnnen aus-
gewahlt sein aus einer ersten Gruppe, welche polyklo-
nale oder monoklonale Antikérper und Antkérperfrag-
mente, Nukleinsduren und Nukleinsdurederivate sowie
deren Derivate mit kiinstlichen Basen, Biotin, Avidin,
Streptavidin und Neutravidin umfasst. Die Detektions-
reagentien kdnnen auch ausgewahlt 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-
lenlangen 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 inden
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 kénnen 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] Einebevorzugte Variante des erfindungsgema-
Ren Verfahrens besteht darin, dass besagte Bindungs-
reagentien als spezifische Bindungspartner und optiona-
le Detektionsreagentien einer ersten Lésung 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 Losung und/oder

[0057] Bindungsreagentien als spezifische Bindungs-
partner, Stoffe, welche ahnlicher 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 Losung

enthalten, jeweils miteinander vorinkubiert werden und
besagte erste, zweite oder dritte Losung dann in einem
einzigen Zugabeschritt mit besagten Arrays von Messbe-
reichen in Kontakt gebracht wird.

[0058] Eine mogliche Variante des erfindungsgema-
3en 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 Emissionswellenlange einer Lumines-
zenz unterscheiden.

[0059] Charakteristisch fiir eine andere Variante des
erfindungsgeméafien 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 méglichen Varian-
teist, dass unterschiedliche Bindungsreagentien als spe-
zifische Bindungspartner fir unterschiedliche Analyten
auf verschiedene Arrays aufgebracht werden fiir 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 hinzugefiigt 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-
fugt wurden, welche gleicher Art wie die nachzuweisen-
den Analyten sind, wobei die Anzahl solcher Messberei-
che und Hbéhe besagter unterschiedlicher bekannter
Konzentrationen ausreichend ist, um mittels eines einzi-
gen Zugabeschritts einer ersten Losung mit darin enthal-
tenen Bindungsreagentien als spezifischen Bindungs-
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partnern und gegebenenfalls ebenfalls enthaltenen De-
tektionsreagentien, geman Schritt (4) nach Anspruch 1
des erfindungsgemafRen Verfahrens, und der nachfol-
genden Schritte (5) und (6) nach Anspruch 1 eine Kali-
brationskurve fir 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 gemafl Schritt (4) des erfindungsgemaflen
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-
gefligt wurden, kann beispielsweise nur die Komponen-
ten der benutzten Pufferldsung, zugesetzte der Proben-
matrix ahnliche Verbindungen wie Albumine (insbeson-
dere Rinderserumalbumin), Immunoglobuline oder ver-
diinntes Serum umfassen.

[0062] Es wird bevorzugt, dass auf einem festen Tra-
ger mehrere gleichartige Arrays von Messbereichen an-
geordnet sind, wobei gleiche Positionen von Messberei-
chen in verschiedenen Arrays, bezuglich Anordnung in
Reihen und Spalten, bedeuten, dass dort gleichartige
Proben aufgebracht worden sind.

[0063] Fur die Applikation der verschiedenen Lésun-
gen, namlich der ersten Lésung mit darin enthaltenenen
Bindungsreagentien und gegebenenfalls zusatzlich ent-
haltenen Detektionsreagentien, der zweiten Lésung mit
darin zusétzlich enthaltenen, den nachzuweisenden
Analyten gleichartigen Verbindungen als Kompetitoren
sowie einer dritten L6sung mit hinzugefiigten 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 Trager angeordnet sind, gibt es verschiedene mog-
liche Ausfiihrungsformen.

[0064] Eine erste, bevorzugte mégliche Ausfiihrungs-
form zeichnet sich dadurch aus, dass die Zugabe einer
ersten Lésung gemal Schritt (4) und Messung und Auf-
zeichnung erster erster optischer Signale aus den
Messbereichen dieses Arrays gemal den Schritten (5)
und (6) nach Anspruch 1 und Zugabe zweiter und/oder
dritter L6sungen, gemaf den Schritten (7a) und (7b) und
nachfolgende Messung und Aufzeichnungen der von
den Messbereichen der betreffenden Arrays ausgehen-
den Signale, gemaR den Schritten (8) und (9) nach An-
spruch 1, auf verschiedenen gleichartigen Arrays von
Messbereichen erfolgt, wobei gleiche Positionen von
Messbereichen in verschiedenen Arrays, beziglich An-
ordnung in Reihen und Spalten, bedeuten, dass dort
gleichartige Proben aufgebracht worden sind.

[0065] Es ist aber auch mdglich, dass erste, zweite
und dritte Lésungen sequentiell, jeweils nach Ausfih-
rung einer ausreichenden Anzahl von Regenerations-
und Waschschritten, auf dem gleichen Array von
Messbereichen (oder der gleichen Pluralitdt 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-
storender Reagentien, wie beispielsweise sogenannten
"chaotropen" Reagentien mit einem hohen Salzgehalt /
hoher lonenstérke und/oder stark sauren Charakters zur
Dissoziation von Antigen-Antikérper-Komplexen oder
Harnstoff-Losungen zur Dissoziation von hybridisierten
Nukleinsaure-Strangen, die zwischen den Analyten und
ihren Bindungsreagentien und gegebenenfalls zusatz-
lich hinzugefligten Detektionsreagentien nach Zugabe
der ersten Lésung bzw. zweiten oder dritten Losung ge-
bildeten Komplexe dissoziiert werden, so dass die im-
mobilisierten Analytmolekile vor Zugabe einer zweiten
bzw. dritten Lésung jeweils wieder fiir die Bindung von
Bindungsreagentien und gegebenenfalls weiteren De-
tektionsreagentien zugéanglich sind. Vorzugsweise wird
diese Variante des erfindungsgemafen Verfahrens aber
nur dann durchgefiihrt, wenn eine Regenerierbarkeit in
hohem MaRe (beispielsweise von mehr als 80 %, bevor-
zugt von mehr als 90 %) gewahrleistet 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 umdie
spezifische Bindung besagter Bindungsreagentien und
gegebenenfalls zusatzlich hinzugegebener Detektions-
reagentien eingesetzt sind, in der aufzubringenden zwei-
ten L&sung sind abhangig von den zu erwartenden Ober-
flachenkonzentrationen besagter Analyten in den
Messbereichen und den Gleichgewichtskonstanten der
Bindungsreaktionen zwischen besagten Analytenundih-
ren Bindungs- bzw. Detektionsreagentien. Typischer-
weise werden die Bindungsreagentien in hundertfacher
bis tausendfacher Verdiinnung der vom Anbieter bezo-
genen Stammldsungen. Fir Antikdrper sind solche
Stammldsungen mit einem Gehalt von typischerweise
0.5-1 mg/ml erhaltlich, entsprechend Konzentrationenim
Bereich von 1-10 wM. 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 Uberschuss, im Vergleich zu den Kon-
zentrationen der Bindungsreagentien, eingesetzt. Die als
Kompetitoren um unspezifische Verbindung eingesetz-
ten Stoffen ahnlicher Art wie in der Probenmatrix der
komplex zusammengesetzten Proben biologischen Ur-
sprungs enthaltenene Stoffe (z. B. Albumine, Immuno-
globuline oder verdiinntes Serum) werden typischerwei-
se mit einem Gesamtproteingehalt von 10 pwg/ml bis 500
p.g/mldieser dritten Lésungen (entsprechend Schritt (7b)
des erfindungsgemaRen Verfahrens) eingesetzt.
[0067] Das erfindungsgemaRe Verfahren ermdglicht
es, die durch unspezifische Wechselwirkung oder unspe-
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zifische Bindung verursachten Signalanteile an in den
Messbereichen gemessenen, aufgrund von spezifische
Bindung und zusétzlicher unspezifischer Bindung er-
zeugten Gesamtsignalen, auf zweierlei Art zu bestim-
men.

[0068] Die erste Moglichkeit 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 gemaf Anspruch 1 aus der Differenz der
geman Schritt (8), nach Zugabe der zweiten Losung ge-
maf Schritt (7a), gemessenen optischen Signale und der
gemaf Schritt (5), nach Zugabe der ersten Lésung ge-
mafl Schritt (4), gemessenen optischen Signale be-
stimmt wird.

[0069] Die zweite Mdglichkeit 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 gemaf An-
spruch 1 aus der Differenz der gemaf Schritt (8), nach
Zugabe der dritten Losung gemaR Schritt (7b), gemes-
senen optischen Signale und der gemaR Schritt (5), nach
Zugabe der ersten Losung gemaf Schritt (4), gemesse-
nen optischen Signale bestimmt wird.

[0070] In Kombination mit der bereits genannten, be-
vorzugten Ausfiihrungsform des erfindungsgemafien
Verfahrens, gemaR 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 hinzugefiugt wurden, welche gleicher Art wie die
nachzuweisenden Analyten sind, wobei die Anzahl sol-
cher Messbereiche und Hohe besagter unterschiedlicher
bekannter Konzentrationen ausreichend ist, um mittels
eines einzigen Zugabeschritts einer ersten Losung mit
darin enthaltenen Bindungsreagentien als spezifischen
Bindungspartnern und gegebenenfalls ebenfalls enthal-
tenen Detektionsreagentien, gemaf Schritt (4) nach An-
spruch 1, und der nachfolgenden Schritte (5) und (6) nach
Anspruch 1 eine Kalibrationskurve fir die Bestimmung
unbekannter Konzentrationen besagter nachzuweisen-
der Analyten in dem Array zu erzeugen, ermdglicht das
erfindungsgemafe Verfahren, die (relative und/oder ab-
solute) Konzentration oder (relative und/oder absolute)
Menge eines Analytenin einer in einem Messbereich auf-
gebrachten komplex zusammengesetzten Probe biolo-
gischen Ursprungs aus der Differenz zwischen dem fir
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 fiir den betreffenden Analyten zu be-
stimmen.



25 EP 2 269 724 A1 26

[0071] Die genannten Verfahrensschritte werden in
Ausflihrungsbeispielen noch genauer erlautert.

[0072] Charakteristisch fir das erfindungsgemafe
Vefahren ist aulerdem aufgrund seiner hohen Empfind-
lichkeit und hohen Genauigkeit und Reproduzierbarkait,
insbesondere aufgrund einer Vielzahl gleichzeitig oder
alternativ einsetzbarer, voneinander unabhangiger 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 kdnnen.

[0073] Aufgrunddernurgeringen Variation der gewon-
nenen Messergebnisse ist das erfindungsgemale Ver-
fahren auch geeignet zur Untersuchung des zeitlichen
Verlaufs (d. h. der Veranderungen) 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 4u-
Reren Beeinflussung eines Organismus oder einer Zell-
kultur, beispielsweise durch Behandlung oder Stimulati-
on mit einer biologischen wirksamen Verbindung ("drug")
oder durch auRere physikalische Einwirkung wie bei-
spielsweise Bestrahlung mit Licht einer Wellenldnge des
ultravioletten bis infraroten Spektrums, Einfluss von Ra-
dioaktivitat oder durch Hitzeeinwirkung.

[0074] Eine weitere mégliche Ausflihrungsformdes er-
findungsgemafien 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 Veranderungen 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 ermdglicht das erfindungs-
gemafRe Verfahren, zeitliche Anderungen 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 Trager besteht
in physikalischer Adsorption, beispielsweise infolge hy-
drophober Wechselwirkungen mit der Oberflache des fe-
sten Tragers. Diese Wechselwirkungen kénnen jedoch
durch die Zusammensetzung derim weiteren Verlauf des
Verfahrens aufzubringenden Lésungen und deren phy-
sikalisch-chemische Eigenschaften, wie beispielsweise
Polaritat und lonenstérke, in ihrem Ausmalf stark veran-
dert werden. Insbesondere im Falle sequentieller Zuga-
be verschiedener Reagentien in einem mehrstufigen As-
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say kann das Haftvermdgen der komplex zusammenge-
setzten Proben oder ihrer Bestandteile nach rein adsorp-
tiver Immobilisierung auf der Oberflache unzurei-
chend.sein. Es wird daher bevorzugt, dass auf dem fe-
sten Trager, zur Verbesserung des Haftvermdgens der
in diskreten Messbereichen aufzubringenden Proben, ei-
ne Haftvermittlungsschicht aufgebracht ist, auf welcher
die Proben dann aufgetragen werden.

[0076] Vorzugsweise betragt dabei die Dicke der Haft-
vermittlungsschicht weniger als 200 nm, besonders be-
vorzugt weniger als 20 nm.

[0077] Frdie 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] Esistvon Vorteil, wenn Bereiche zwischen den
diskreten Messbereichen zur Minimierung unspezifi-
scher Bindung von Bindungs- oder Detektionsreagentien
"passiviert werden", d.h. dass zwischen den rdumlich ge-
trennten Messbereichen gegeniiber besagten Bindungs-
reagentien und/oder Detektionsreagentien "chemisch
neutrale", d.h. diese nicht bindende, Komponenten auf-
gebracht werden.

[0079] Besagte gegeniber den Bindungsreagentien
und/oder Detektionsreagentien "chemisch neutrale",
d.h. diese nicht bindende, Komponenten kénnen ausge-
wahlt sein aus den Gruppen, die von Albuminen, insbe-
sondere Rinderserumalbumin und Humanserumalbu-
min, Casein, unspezifischen, polyklonalen und monoklo-
nalen, artfremden und empirisch fiir den oder die nach-
zuweisenden Analyten unspezifischen Antikérpern (ins-
besondere fir Immunoassays), Detergentien - wie bei-
spielsweise Tween 20 - nicht mit zu analysierenden Po-
lynukleotiden hybridisierender, fragmentierter natiirli-
cher und synthetischer DNA, wie beispielsweise ein
Extrakt von Herings- oder Lachssperma (insbesondere
fur Polynukleotid-Hybridisierungsassays), und auch un-
geladenen, aber hydrophilen Polymeren, wie beispiels-
weise Polyethylenglycolen oder Dextranen, gebildet wer-
den.

[0080] Fiir die Aufbringung der komplex zusammen-
gesetzten Proben biologischen Ursprungs direkt auf dem
festen Trager oder auf einer auf dem Trager zuvor auf-
gebrachten Haftvermittlungsschicht eignen sich eine
Vielzahl bekannter Verfahren, welche beispielsweise
ausgewahlt sein kdnnen 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
Mikrokanélen, 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 Trager ist wesentlich durch die Ortsauflo-
sung der eingesetzten Aufbringungsmethode bestimmt.
Typischerweise umfasst ein Array mehrals 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] Vorteilhaftist eine solche Ausfiihrungsform des
erfindungsgemassen Verfahrens, welche dadurch ge-
kennzeichnet ist, dass auf dem festen Trager eine Viel-
zahl von Arrays von Messbereichen angeordnet sind.
Insbesondere kénnen auf dem Trager 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 Probenbehéltnissen angeordnet sind. Beispiels-
weise in den internationalen Patentanmeldungen WO
01/13096 und WO 01/43875 ist beschrieben, wie ein als
Evaneszentfeld-Sensorplattform ausgebildeter fester
Trager als Bodenplatte mit einem geeigneten Aufsatz-
korper zur Erzeugung eines geeigneten Arrays von Pro-
benbehaltnissen, jeweils fiir die Aufnahme eines Arrays
von Messbereichen, kombiniert werden kann.

[0083] Es wird bevorzugt, dass auf dem gemeinsa-
men, durchgehenden festen Trager 2 - 2000, vorzugs-
weise 2 - 400, besonders bevorzugt 2 - 100 Probenbe-
haltnisse angeordnet sind.

[0084] Besonders bevorzugt wird, dass die Probenbe-
héltnisse 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-
héltnissen in gleichem Abstand. Es kénnen auch meh-
rere solche kleineren Arrays von Probenbehéltnissen
derart zusammengefligt werden, dass nach deren Zu-
sammenfligung der gegenseitige Abstand ein ganzzah-
liges Vielfaches des Abstands von ca. 9 mm betragt.
[0085] Seit einiger Zeit werden auch Platten mit 384
und 1536 Wells, als ganzzahligem Vielfachen von 96
Wells auf gleicher Grundflache 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-
behaltnissen als Teil des erfindungsgemassen Kits kann
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auch an diese Geometrie angepasst sein.

[0086] Durch die Anpassung des Rasters der Proben-
behaltnisse an diese Standards kénnen eine Vielzahl
kommerziell eingefiihrter und erhéltlicher Laborpipetto-
ren und Laborroboter fir die Zugabe der ersten, zweiten
oder dritten Lé6sungen verwendet werden.

[0087] Mit solchen Ausflihrungsformen eines festen
Tragers fur das erfindungsgemafie Verfahren wird eine
experimentelle Konzeption ermoglicht, welche man als
"multidimensional" bezeichnen kann: Beispielsweise
kdnnen in den Zeilen und Spalten eines Arrays verschie-
dene Proben, beispielsweise von unterschiedlichen Or-
ganismen (z. B. entsprechend Spalten), in unterschied-
licher Verdiinnung (z. B. entsprechend Zeilen) aufge-
bracht sein. Unterschiedliche Arrays von Messbereichen
mit darin immobilisierten Proben, in unterschiedlichen
Probenbehaltnissen, kbnnen dann mit unterschiedlichen
ersten und/oder zweiten oder dritten Losungen 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 Tragers eine nahezu
unbegrenzte Anzahl verschiedener Experimente durch-
fuhren Iasst.

[0088] Fir das erfindungsgemale Verfahren eignen
sich eine Vielzahl von Ausfiihrungsformen eines festen
Tragers. Es wird bevorzugt, dass der feste Trager, 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 Oberflache erzeugten Strukturen
wie beispielsweise Vertiefungen oder Erhéhungen zur
Erzeugung von Vorrichtungen fiir Probenbehéltnisse,
diese Oberflache eine makroskopische Welligkeit von
weniger als 100 Mikrometern pro Zentimeter Ausdeh-
nung entlang einer beliebigen Achse in der Ebene seiner
Oberflache hat.

[0089] Fiir viele Anwendungen ist es auch vorteilhaft,
wenn der feste Trager nicht pords ist. "Nicht pords" soll
hier bedeuten, dass besagter Trager keine durchgehen-
den pordsen Strukturen aufweist und seine (mikroskopi-
sche) Oberflachenrauhigkeit weniger als 1 wm betragt.
Bevorzugt betragt die Oberflachenrauhigkeit des festen
Tragers weniger als 20 nm, besonders bevorzugt weni-
gerals 2 nm.

[0090] Fdur viele Anwendungen ist es auch erwiinscht,
dass der optische Trager mindestens bei der Wellenlan-
ge eines wahrend der Nachweisschritte des erfindungs-
gemaRen 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 fiir eine Sekundaremission (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 Oberflachenplasmons 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 Trager und/oder mit darauf nachzuwei-
senden Analyten oder deren Bindungspartnern zwecks
eines Analytnachweises dient, dass aber keine spektra-
len Anderungen dieses Messlichts oder einer Sekunda-
remission zu untersuchen sind, sondern beispielsweise
Anderungen der Einstellparameter (wie beispielsweise
des Resonanzwinkels flr 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 Tragers
bei einer bestimmten Wellenlange soll verstanden wer-
den, dass die Laufldnge eines in besagtem Material oder
in besagter Schicht oder in besagtem Trager oder in der
(hochbrechenden) wellenleitenden Schicht eines als op-
tischer Wellenleiter ausgebildeten Tragers geflhrten
Lichts bei der betreffenden Wellenlange grésser als 2
mm ist, sofern diese Lauflange nicht durch Strukturen
zur Anderung der Ausbreitungsrichtung besagten Lichts
begrenzt wird. Beispielsweise kann die Lauflange, bei-
spielsweise von optisch sichtbarem Licht, d. h. die Strek-
ke auf dem Weg des Lichts im entsprechenden Material
bis zur Abnahme der Lichtintensitat auf einen Wert 1/e
der Ursprungsintensitat beim Eintritt des Lichts in dieses
Material, in der Gr6Renordnung von etlichen Zentimetern
(z. B. in Dinnschichtwellenleitern) bis zu Metern oder
Kilometern (im Falle von Lichtleitern fiir die optische Si-
gnallbermittlung) liegen. Im Falle einer Gitter-Wellenlei-
ter-Struktur, basierend auf einem Diinnschichtwellenlei-
ter, kann die Ausbreitungslange eines in der wellenlei-
tenden Schicht gefuhrten Lichts durch ein auskoppeln-
des diffraktives Gitter (ausgebildetin der wellenleitenden
Schicht, siehe unten) auf wenige Mikrometer begrenzt
werden. Diese Begrenzung der Lauflange 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 Lauflange des Lichts aulRer-
halb der Bereiche der Gitterstrukturen mehr als 2 mm
betragt.

[0093] Vorzugsweise ist auch das Material einer op-
tional auf dem festen Trager aufgebrachten Haftvermitt-
lungsschicht mindestens bei der Wellenlange eines ein-
gestrahlten Anregungslichts oder Messlichts im wesent-
lichen optisch transparent.

[0094] Das Material des festen Tragers umfasst vor-
zugsweise ein Material aus der Gruppe umfassend Sili-
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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-
genund/oder Schichtungen). Dabei wird bevorzugt, dass
besagte Kunststoffe form-, prég-, spritz- und/oder frasbar
sind und - fir Anwendungen unter Einsatz von Lumines-
zenzdetektion - eine mdglichst niedrige Eigenfluores-
zenz aufweisen. Es wird bevorzugt, dass die genannten
Materialien die Anforderung nach im wesentlichen opti-
scher Transparenz mindestens bei der Wellenlange ei-
nes eingestrahlten Anregungslichts oder Messlichts er-
fullen.

[0095] Fir verschiedene Anwendungen des erfin-
dungsgemalen Verfahrens sind Ausflihrungsformen
des festen Tragers erwiinscht, welche dadurch gekenn-
zeichnet sind, dass dieser mehrere Schichten mit unter-
schiedlichen optischen Eigenschaften umfasst.

[0096] Eine spezielle Ausfiihrungsform ist dadurch
gekennzeichnet, dass der feste Trager eine diinne Me-
tallschicht, vorzugsweise umfassend Gold, Silber oder
Aluminium, umfasst. Oft wird dabei zusatzlich bevorzugt,
dass der Trager eine weitere Zwischenschicht mit einem
Brechungsindex < 1.5, beispielsweise aus Siliciumdioxid
oder Magnesiumfluorid umfasst, welche sich in Kontakt
mit der Metallschicht befindet. Es wird flir diese Gruppe
von Ausflihrungsformen eines Tragers auflerdem bevor-
zugt, dass die Dicke der Metallschicht und der eventuel-
len Zwischenschicht so ausgewahlt ist, dass ein Ober-
flachenplasmon bei der Wellenlédnge eines eingestrahl-
ten Anregungslichts und/oder bei der Wellenladnge einer
erzeugten Lumineszenz angeregt werden kann. Vor-
zugsweise betragt die Dicke der Metallschicht zwischen
10 nm und 1000 nm, besonders bevorzugt zwischen 30
nm und 200 nm.

[0097] Firdie meisten Anwendungen des erfindungs-
gemalen Verfahrens ist es erwiinscht, dass mindestens
die direkt oder Gber eine Haftvermittlungsschicht mit den
Messbereichen in Kontakt befindliche Schicht des festen
Tragers mindestens bei der Wellenlange eines einge-
strahlten Anregungslichts oder Messlichts im wesentli-
chen optisch transparent ist

[0098] Der feste Trager kann Komponenten aus der
Gruppe umfassen, welche Mikroskop-Plattchen, Mikro-
titerplatten, Nanotiterplatten, Filter (z. B. umfassend Pa-
pier), Membranen (z. B. Nitrocellulosemembranen) und
mikrostrukturierte Trager (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-
benbehaltnissen) ahnlich strukturierte Anordnungen of-
fener Probenbehaltnisse, aber kleiner Abmessungen (ty-
pischerweise in der Gréflenordnung von Mikrometern
anstelle von Millimetern) bezeichnet.

[0099] Eine besonders bevorzugte Ausfiihrungsform
eines fir das erfindungsgemafRe Verfahren geeigneten
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festen Tragers ist dadurch gekennzeichnet, dass der
feste Trager einen durchgehenden oder in diskrete wel-
lenleitende Bereiche aufgeteilten optischen Wellenleiter,
umfassend eine oder mehrere Schichten, umfasst.
[0100] Fdr den einen oder die mehreren Detektions-
schritte des erfindungsgemaRen 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 Anderungen oder Unterschiede der von besag-
ten Messbereichen ausgehenden optischen Signale
ortsaufgeldst gemessen und aufgezeichnet werden.
[0101] Bevorzugt hat das Anregungs- oder Messlicht
eine Wellenlange zwischen 200 nm und 1200 nm.
[0102] Bevorzugthandelt es sich beidenverwendeten
Lichtquellen um solche mit einem schmalen Emissions-
spektrum. Besonders bevorzugte Lichtquellen sind La-
serdioden und Laser.

[0103] Furdie ortsaufgeldste Signaldetektion wird vor-
zugsweise ein ortsauflésender Detektor verwendet, wel-
cher beispielsweise ausgewahlt sein kann aus der Grup-
pe, welche CCD-Kameras, CCD-Chips, Photodioden-
Arrays, Avalanche-Dioden-Arrays, Multichannel-Plates
und Vielkanal-Photomultiplier umfasst. Fiir die Detekti-
onsschritte des erfindungsgeméafen 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 vollumfanglich als Bestandteil der vorliegenden
Erfindung eingefiihrt wird.

[0104] Abhangig von der physikalischen Ausgestal-
tung des festen Tragers gibt es fiir die messtechnische
Art der Signalerzeugung beim Analytnachweis verschie-
dene Mdglichkeiten. Eine mégliche Variante ist dadurch
gekennzeichnet, dass die ortaufgeldst zu messenden
Anderungen oder Unterschiede optischer Signale auf lo-
kalen Unterschieden des effektiven Brechungsindex an
derden Messbereichen zugewandten Oberflache des fe-
sten Tragers oder innerhalb eines Abstandes von weni-
gerals 1 wm von dieser Oberflache besagten festen Tra-
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 Ausfiihrungsform
des erfindungsgemaflen Verfahrens ist dadurch ge-
kennzeichnet, dass die ortsaufgeldst zu messenden
Anderungen oder Unterschiede optischer Signale auf lo-
kalen Unterschieden der Resonanzbedingungen zur Er-
zeugung eines Oberflachenplasmons in einer diinnen
Metallschicht als Teil besagten festen Tragers beruhen.
[0106] Die Bedingungen zur Erzeugung einer Oberfla-
chenplasmonenresonanz sowie zur Kombination mit Lu-
mineszenzmessungen sowie mit wellenleitenden Struk-
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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 fur die Bestimmung von
Anderungen der Resonanzbedingungen der Reso-
nanzwinkel (bei Variation des Einstrahlungswinkels bei
konstanter Wellenlange des eingestrahlten Lichts) und
die Resonanzwellenldnge (bei konstantem Einstrah-
lungswinkel und Variation der eingestrahlten Anregungs-
wellenldnge) zuganglich. Entsprechend kann, bei kon-
stanter Wellenldnge des eingestrahlten Lichts besagte
Anderung der Resonanzbedingungen in einer zu mes-
senden Anderung des Resonanzwinkels fiir die Einstrah-
lung eines Anregungslichts zur Erzeugung eines Ober-
flachenplasmons in einer diinnen Metallschicht des fe-
sten Tragers bestehen. Entsprechend kann auch besag-
te Anderung der Resonanzbedingungen in einer Ande-
rung der Resonanzwellenldnge eines eingestrahlten An-
regungslichts zur Erzeugung eines Oberflachenplas-
mons in einer diinnen Metallschicht als Teil des festen
Tragers bestehen, wobei in diesem Fall der Einstrah-
lungswinkel (welcher mindestens bei einer Wellenlédnge
eines spektral zu variierenden auf den Trager einge-
strahlten Lichts gleich dem Resonanzwinkel sein sollte)
vorzugsweise konstant gehalten wird.

[0108] Besonders bevorzugt werden solche Varianten
des erfindungsgemafen Verfahrens, welche dadurch
gekennzeichnet sind, dass der feste Trager einen opti-
schen Dinnschichtwellenleiter umfasst mit einer ersten
im wesentlichen optisch transparenten Schicht (a) auf
einer zweiten im wesentlichen optisch transparenten
Schicht (b), wobei Schicht (a) einen hoéheren Bre-
chungsindex als Schicht (b) hat und mit den Messberei-
chen direkt oder vermittelt (ber 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-, prag-,
spritz- und/oder frasbar sind und - fir Anwendungen un-
ter Einsatz von Lumineszenzdetektion - eine moglichst
niedrige Eigenfluoreszenz aufweisen. Ausserdem wird
bevorzugt, dass die genannten Materialien die Anforde-
rung nach im wesentlichen optischer Transparenz min-
destens bei der Wellenlange eines eingestrahlten Anre-
gungslichts oder Messlichts erfillen.

[0110] Es wird bevorzugt, dass der Brechungsindex
der ersten optisch transparenten Schicht (a) grosser als
1.8 ist. Es wird auch bevorzugt, dass die erste optisch
transparente Schicht (a) ein Material aus der Gruppe von
Silicium-Nitrid, TiO,, ZnO, Nb,O5, Ta,05, HfO,, und
ZrO,, besonders bevorzugt aus TiO,, Ta,O5 oder Nb,Og
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umfasst.

[0111] Ausfuhrungsformen von als fester Trager fir
das erfindungsgemafe Verfahren geeigneten (Dinn-)
Schichtwellenleitern sind beispielsweise in den interna-
tionalen Patentanmeldungen WO 95/33197, WO
95/33198 und WO96/35940 beschrieben.

[0112] Fir Ausfiihrungsformen des erfindungsgema-
Ren Verfahrens mit einem festen Trager, welcher einen
optischen Wellenleiter umfasst, wird bevorzugt, dass An-
regungslicht oder Messlicht von einer oder mehreren
Lichtquellen in eine wellenleitende Schicht des festen
Tréagers Uber eines oder mehrere optische Koppelemen-
te eingekoppelt wird, welche ausgewahlt sind aus der
Gruppe, die von Prismenkopplern, evaneszenten Kopp-
lern mit zusammengebrachten optischen Wellenleitern
mit Uberlappenden evaneszenten Feldern, Stirnflachen-
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 Tragers mithilfe von einer
oder mehreren Gitterstrukturen (c) erfolgt, die in der be-
sagten wellenleitenden Schicht als Oberflachenreliefgit-
ter mit einer gewissen Gitterperiode und Gittertiefe aus-
gepragt sind.

[0114] Vorteilhaft ist auch, wenn die Auskopplung von
in einer wellenleitenden Schicht des festen Tragers ge-
fuhrtem Licht mithilfe von einer oder mehreren Gitter-
strukturen (c’) erfolgt, die in besagter wellenleitender
Schicht ausgepragt sind und gleiche oder unterschiedli-
che Periode und Gittertiefe wie Gitterstrukturen (c) ha-
ben.

[0115] Eine weitere aufrefraktiven Messmethoden be-
ruhende Variante des erfindungsgemaflen Verfahrens
ist dadurch gekennzeichnet, dass die ortsaufgeldst zu
messenden Anderungen oder Unterschiede optischer
Signale auf lokalen Unterschieden der Resonanzbedin-
gungen fir die Einkopplung von Anregungslicht oder
Messlicht einer oder mehrerer Lichtquellen in eine wel-
lenleitende Schicht des festen Tragers mittels einer in
dieser wellenleitenden Schicht ausgepragten Gitter-
struktur beruhen.

[0116] Analog zur Bestimmung von Anderungen der
Resonanzbedingungen zur Erzeugung einer Oberfla-
chenplasmonenresonanz sind messtechnisch fir die Be-
stimmung von Anderungen der Resonanzbedingungen
fur die Lichteinkopplung in eine wellenleitende Schicht
Uber ein darin ausgepragtes Gitter der Resonanzwinkel
(bei Variation des Einstrahlungswinkels bei konstanter
Wellenlange des eingestrahlten Lichts) und die Reso-
nanzwellenldnge (bei konstantem Einstrahlungswinkel
und Variation der eingestrahlten Anregungswellenlange)
zuganglich. Entsprechend kann, bei konstanter Wellen-
lange des eingestrahlten Lichts besagte Anderung der
Resonanzbedingungen in einer zu messenden Ande-
rung des Resonanzwinkels fir die Lichteinkopplung in
eine wellenleitende Schicht des festen Tragers beste-
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hen. Entsprechend kann auch besagte Anderung der Re-
sonanzbedingungen in einer Anderung der Resonanz-
wellenlénge eines eingestrahlten Anregungslichts fir die
Lichteinkopplung in eine wellenleitende Schicht des fe-
sten Tragers bestehen., wobei in diesem Fall der Ein-
strahlungswinkel (welcher mindestens bei einer Wellen-
lange eines spektral zu variierenden auf den Trager ein-
gestrahlten Lichts gleich dem Resonanzwinkel sein soll-
te) vorzugsweise konstant gehalten wird.

[0117] In der internationalen Patentanmeldung WO
01/88511 sind ausfiihrlich verschiedene Ausfiihrungs-
formen von Gitter-Wellenleiter-Strukturen beschrieben,
welche fiir den Einsatz als fester Trager fur eine Kombi-
nation mit dem erfindungsgemaRen Verfahren geeignet
sind. Ebenso eignen sich die darin beschriebenen De-
tektionsverfahren fir den Einsatz im Detektionsschritt
des erfindungsgemaRen Verfahrens fiir die vorangehend
beschriebene Variante des Einsatz eines refraktiven
Messverfahrens. Die WO 01/88511 wird daher hiermit
vollumfanglich als Bestandteil der vorliegenden Be-
schreibung eingefiihrt.

[0118] Hinsichtlich der Technik der Signalerzeugung
werden solche Varianten des erfindungsgemafen Ver-
fahrens bevorzugt, welche dadurch charakterisiert sind,
dass die ortsaufgelést zu messenden Anderungen oder
Unterschiede optischer Signale auf lokalen Unterschie-
den oder Anderungen 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 Emissionswellenlangen und/oder unter-
schiedlichen Anregungsspektren, bevorzugt mit unter-
schiedlichen Emissionswellenldangen und gleicher Anre-
gungswellenldnge, eingesetzt werden. Wenn mehrere
Lumineszenzlabel mit unterschiedlichen spektralen Ei-
genschaften, insbesondere unterschiedlichen Emissi-
onswellenlédngen, an unterschiedliche Bindungs- und/
oder Detektionsreagentien, welche mit den Messberei-
chen in Kontakt gebracht werden, gebunden sind, kén-
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-
findungsgemassen Verfahrens besonders gut dafir 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 griin bzw. rotemittierenden Lumineszenzlabeln) mar-
kierter Bindungsreagentien als spezifischen Bindungs-
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partnern.

[0121] In &hnlicher Weise kénnen 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-
I6sung erfolgt, welche die Unterscheidung der unter-
schiedlich schnell abklingenden Lumineszenzen zu-
lasst..

[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 aufgeldst gemessen wird.
[0123] Eine ganz besonders bevorzugte Ausfiihrungs-
form des erfindungsgemafRen Verfahrens ist dadurch
gekennzeichnet, dass

- derfeste Trager einen optischen Schichtwellenleiter
mit einer ersten bei mindestens der Wellenlange ei-
nes eingestrahlten Anregungslichts im wesentlichen
optisch transparenten Schicht (a) auf einer zweiten
bei mindestens der Wellenlange 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) ausgepragten Gitterstruktur (c) in die
Schicht (a) eingekoppelt wird,

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

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

[0124] Eine besondere Variante besteht dabei darin,
dass neben der Bestimmung einer oder mehrerer Lumi-
neszenzen Anderungen des effektiven Brechungsindex
auf den Messbereichen bestimmt werden.

[0125] Fur eine weitere Verbesserung der Empfind-
lichkeit kann dabei vorteilhaft sein, wenn die einen oder
mehreren Lumineszenzen und/oder Bestimmungen von
Lichtsignalen bei der Anregungswellenlange 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
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komplex zusammengesetzten Proben biologischen Ur-
spungs, umfassend

- einen festen Trager,

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

dadurch gekennzeichnet,

dass mindestens eine zweite Vielzahl von Messberei-
chen in besagtem Array auf dem festen Tréger 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 LOsung enthaltend ein oder mehrere Bindungs-
reagentien als spezifische Bindungspartner fiir 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 ortsaufgeldste Messung von ersten
optischen Signalen, welche von diskreten Messberei-
chen eines oder mehrerer Arrays, welche mit der ersten
Lésung in Kontakt gebracht wurden, ausgehen, sowie
Aufzeichnung dieser ersten optischen Signale, eine Ka-
librationskurve flr 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 Trager bereitgestelltist, in denen jeweils kleine Men-
gen komplex zusammengesetzter Proben biologischen
Ursprungs in verdiinnter oder unverdinnter Form und
zusatzlich diesen zugesetzte bekannte Mengen von den
nachzuweisenden Analyten gleichartigen Stoffen immo-
bilisiert sind. Diese dritte Vielzahl kann beispielsweise
fur die Kontrollfunktion der Bestimmung des Grades der
"Wiederfindung" ("Recovery") benutzt werden, wie die-
ses auch in dem nachfolgenden Ausflihrungsbeispiel der
Fall ist.

[0128] Eine Weiterentwicklung des erfindungsgema-
Ren Mikroarrays besteht darin, dass eine vierte Vielzahl
von Messbereichen in besagtem Array auf dem festen
Trager bereitgestellt ist, in welchen Stoffe, welche ahn-
licher Art wie in der Probenmatrix der in der ersten Viel-
zahl von Messbereichen aufgebrachten Proben enthal-
tene Stoffe sind, immobilisiert sind.

[0129] Eswird bevorzugt, dass auch die Messbereiche
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der zweiten Vielzahl von Messbereichen Stoffe umfas-
sen, welche ahnlicher Art wie in der Probenmatrix der in
der ersten Vielzahl von Messbereichen aufgebrachten
Proben enthaltene Stoffe sind.

[0130] Die Stoffe, welche ahnlicher Art wie in der Pro-
benmatrix der in der ersten Vielzahl von Messbereichen
aufgebrachten Proben enthaltene Stoffe sind, kdnnen
beispielsweise aus der Gruppe stammen, welche Albu-
mine, insbesondere Rinderserumalbumin, Immunoglo-
buline, Transferrine und Fibrinogene umfasst.

[0131] Es wird auRerdem bevorzugt, dass eine flinfte
Vielzahl von Messbereichen in besagtem Array auf dem
festen Trager bereitgestellt ist, welche Zwecken einer
Referenzierung dienen. Dabei wird weiterhin bevorzugt,
dass die Messbereiche der flinften Vielzahl von Messbe-
reichen Stoffe umfassen, welche ausgewahlt 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-
lenldngen zwischen 200 nm und 1000 nm, umfasst.
[0132] Fur das erfindungsgemale Mikroarray eignen
sich alle Ausfiihrungsformen fester Trager und deren Mo-
difikationen (beispielsweise durch Aufbringung einer
Haftvermittlungsschicht), wie sie fiir das vorangehend
beschriebene erfindungsgemafe Verfahren (zur Unter-
scheidung der Anteile spezifischer und unspezifischer
Bindung an den beobachteten Signalen) beschrieben
wurden. Ebenso kénnen alle fir dieses erfindungsgema-
e Verfahren beschriebenen komplex zusammenge-
setzten Proben, Bindungsreagentien, Detektions-
reagentienund Arrays von Messbereichenin Verbindung
mit einem erfindungsgemaflen 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 Lésungen von den
in den komplex zusammengesetzten Proben nach-
zuweisenden Analyten gleichartigen Stoffen in un-
terschiedlichen Konzentrationen,

- Bereitstellung mindestens eines festen Tragers,

- 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-
diinnter oder unverdiinnter Form, an diskreten Orten
direkt auf dem festen Trager oder nach vorheriger
Aufbringung einer Haftvermittlungsschicht auf be-
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sagter Haftvermittlungsschicht auf dem festen Tra-
ger,

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

- Kontaktierung des Mikroarrays mit einer ersten L6-
sung enthaltend ein oder mehrere Bindungsreagen-
tien als spezifische Bindungspartner fir 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,

- ortsaufgeldste 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 fur deren
Kontaktierung mit der ersten Lésung charakteristi-
sche Signale, Aufzeichung der ersten optischen Si-
gnale aus der zweiten Vielzahl diskreter Messberei-
che als fir deren Kontaktierung mit der ersten L&-
sung in Abhangigkeit von der Konzentration der in
besagten Messbereichen enthaltenen, den in den
komplex zusammengesetzten Proben enthaltenen
Analyten gleichartigen Stoffen, charakteristische Si-
gnale,

- Erstellung von Kalibrationskurven fir 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 fir die jeweiligen Ana-
lyten, sofern erforderlich nach vorheriger Subtraktion von
Hintergrundsignalen und geeigneter Referenzierung.

[0134] Dieses erfindungsgemafe Verfahren zur quan-
titativen Bestimmung eines oder mehrerer Analyten in
einer komplex zusammengesetzten Probe biologischen
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Ursprungs kann mit den Ausfiihrungsformen des voran-
gehend genannten erfindungsgemafien Verfahrens
nach Anspruch 1 und seinen Unteranspriichen kombi-
niert werden. Diese Kombinationen sind ebenfalls Be-
standteil der vorliegenden Erfindung.

[0135] Die Erfindung umfasst auerdem die Verwen-
dung eines erfindungsgemalen Mikroarrays und/oder
eines der erfindungsgemafRen 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 Préklinischen Entwicklung, zur ldentifizie-
rung, Validierung und Kontrolle ("monitoring") von biolo-
gischen oder chemischen Markerstoffen ("biomarkers"),
zur ldentifizierung und Verifizierung von Signaltransduk-
tionswegen in der Proteomforschung und Systembiolo-
gie, zum Affinitatsscreening und insbesondere zum An-
tikérperscreening, zu Echtzeitbindungsstudien und zur
Bestimmung kinetischer Parameter im Affinitdtsscree-
ning und in der Forschung, zu qualitativen und quantita-
tiven Analytbestimmungen, insbesondere fiir 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 flir die m-RNA-Expression und fiir die Protein(bio)
synthese, fiir die Erstellung von Toxizitatsstudien sowie
fuir die Bestimmung von Expressionsprofilen, insbeson-
dere zur Erstellung von zelluldren Expressionsprofilen
von krankhaften und gesunden Zellpopulationen, mitund
ohne dulere Stimulation, und deren Vergleich, zur Un-
tersuchung der zeitlichen Entwicklung derartiger Expres-
sionsprofile Uiber Zeitrdume 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-
tikbrpern, Antigenen, Pathogenen oder Bakterien in der
pharmazeutischen Protduktforschung und -entwicklung,
der Human- und Veterinardiagnostik, der Agrochemi-
schen Produktforschung und -entwicklung, der sympto-
matischen und prasymptomatischen Pflanzendiagno-
stik, zur Patientenstratifikation in der pharmazeutischen
Produktentwicklung und fur 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] Dabeiistdas erfindungsgemafie Verfahren auf-
grund der hohen Anzahl gleichzeitig auf einem gemein-
samen Trager unter gleichen Bedingungen durchfiihrba-
rer Untersuchungen insbesondere fiir Affinitdtsscree-
ning, d.h. fir den Vergleich der Affinitaten verschiedener
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Bindungspartner zu einem ihnen gemeinsamen spezifi-
schen Bindungspartner, insbesondere von verschiede-
nen Antikdrpern zu einen ihnen gemeinsamen Antigen,
geeignet.

[0137] Besonders bevorzugt wird auch die Verwen-
dung des erfindungsgemafien Verfahrens zur Erstellung
zellulérer Expressionsprofile und deren Vergleich. Die-
ses betrifft insbesondere den Vergleich zellularer 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-
gemaRe Verfahren erzielbaren Messergebnisse ist es
dabei insbesondere auch geeignet fiir die Untersuchung
der zeitlichen Entwicklung zelluldrer Expression unter
den vorgenannten Bedingungen, Uber Zeitrdume von
beispielsweise Minuten, Stunden, Tagen, Wochen, Mo-
naten oder Jahren.

[0138] AuBerdem ist das erfindungsgemafe Verfah-
ren besonders gut geeignet zur Auffindung so genannter
biologischer oder biochemischer Markerstoffe der vor-
genannten Art, welche geeignet sind, Informationen zu
liefern Gber krankhafte Zellpopulationen im Vergleich zu
gesunden Zellpopulationen, mutierten oder modifizierten
Zellpopulationen im Vergleich zu "wild type" Zellpopula-
tionen oder (iber die Beeinflussung zellularer Populatio-
nen durch deren Stimulation oder Behandlung.

[0139] Das erfindungsgemafie Mikroarray und die er-
findungsgemafien Verfahren werden nachfolgend bei-
spielhaft erlautert.

Beispiele:
1. Analyten und Proben

[0140] In dem nachfolgenden Ausflihrungsbeispiel
handelt es sich bei den nachzuweisenden Analyten um
das Markerprotein "Akt" des intrazelluldren Akt-Signal-
wegs und um zwei unterschiedlich aktivierte (phosphory-
lierte) Formen dieses Proteins. Akt ist eine Proteinkinase
und spielt eine Schliisselrolle 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 iber Phosphorylierung unterschied-
licher Aminosaureseitenketten, 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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Antikdrper, die entweder an das Protein unabhangig von
dessen Phosphorylierungsgrad binden, oder nur an be-
stimmte phosphorylierte Formen, wie nur an P-Akt
(Serd73) oder nur an P-Akt (Thr308). Somit lasst sich
durch die Messung einer Probe mittels Applikation dreier
unterschiedlicher Antikdrper 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 Ausflihrungsbeispiel in
einem unfiltrierten Lysat von Rattenherzgewebe, wel-
ches in einem stark denaturierenden, Harnstoff und De-
tergentien enthaltenden Lysepuffer prapariert wurde und
welches das gesamte Proteom der darin befindlichen
Zellen enthielt. Weiterhin wurde Rattenserum, welches
kein Akt enthielt, in Lysepuffer prapariert.

2. Im erfindungsgeméBen Verfahren verwendete
Trager

[0143] Die fir das erfindungsgemafie Verfahren ver-
wendeten festen Tréger, jeweils mit den Abmessungen
14 mm Breite x 57 mm Lénge x 0.7 mm Dicke, sind als
Dunnschichtwellenleiter ausgepragt, jeweils umfassend
ein Glasssubstrat (AF 45) als im wesentlichen optisch
transparente Schicht (b) und eine darauf aufgebrachte
150 nm diinne, hochbrechende Schicht aus Tantalpen-
toxid, als im wesentliche optisch transparente Schicht
(a). In dem Glassubstrat sind, parallel zur Lange, zwei
Oberflachenreliefgitter (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 Oberflache der Tantalpentoxid-
schicht tbertragen.

[0144] Derartige Diinnschichtwellenleiter sind fiir das
erfindungsgemafie Verfahren besonders gut geeignet,
da sie es ermdglichen, oberflachennahe Bindungsereig-
nisse mit einem hohen Verhéltnis von Messignal zu Hin-
tergrundsignal zu detektieren, so dass damit tiefe Nach-
weisgrenzen erreicht werden kénnen. Prinzipiell sind je-
doch auch alle anderen Ausfiihrungsformen fester Tra-
ger, wie sie vorangehend genannt wurden, wie beispiels-
weise Mikrokop-Plattchen oder auch Mikrotiterplatten,
fur das erfindungsgemafe Verfahren geeignet.

[0145] Nach sorgfaltiger Reinigung der Trager wird auf
der Oberflache der Metalloxidschicht eine Monoschicht
aus Mono-Dodecylphosphat (DDP) durch spontane
Selbstorganisation als Haftvermittlungsschicht erzeugt,
mittels Abscheidung aus wassriger Loésung (0.5 mM
DDP). Diese Oberflachenmodifikation der zuvor hydro-
philen Metalloxidoberflache fiihrt zu einer hydrophoben
Oberflache (mit einem Kontaktwinkel von etwa 100° ge-
geniiber Wasser), auf der die komplex zusammenge-
setzten Proben biologischen Ursprungs mit darin enthal-
tenen Analyten als spezifischen Bindungspartnern flr
den Analytnachweis in einer spezifischen Bindungsreak-
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tion aufgetragen werden sollen.

3. Reagentien und Erzeugung der Arrays von
Messbereichen

[0146] FurKompetitionsexperimente (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 Lésung 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 Immobilisierungs|é-
sungen unterschiedlicher Zusammensetzung eingesetzt
(siehe unten).

[0147] Als  Gesamtprotein-Konzentrationen  der
Stammldsung fir die Proben (Lysat von Rattenherzge-
webe in Lyse-Puffer), aus denen die auf dem festen Tra-
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 Verdiinnung mit einem zweiten,
ebenfalls harnstoffhaltigen, aber von Detergentien freien
Puffer ("Spotting-Puffer") werden Lésungen 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) fiir die Aufbrin-
gung in einzelnen Messbereichen hergestellt, ohne die
Proteinzusammensetzung der verdiinnten LOsungen ge-
genuber der Stammldsung zu andern. Die erhaltenen L6-
sungen unterschiedlicher Gesamtproteinkonzentration
stellen zu untersuchende komplex zusammengesetzte
Proben biologischen Ursprungs (ohne weiter hinzuge-
flgte Zusatze) dar.

[0149] AuRerdem werden Ldsungen 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 zuséatzlich
jeweils 1000 ng/ml Akt, hergestellt. Mit den aus diesen
Lésungen zu erzeugenden Messbereichen soll iberprift
werden, ob der Analytnachweis (von Akt bzw. seinen
phosphorylierten Formen) unabhangig von der Gesamt-
proteinkonzentration im jeweiligen Messbereich ist.
[0150] Zwecks Erstellung von Kalibrationskurven von
Akt und dessen phosphorylierten Formen werden des
weiteren Lésungen 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-
rungslésungen auf dem Trager 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 Lésungen 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 &hnliche, je-
doch von Akt freie Probenmatrix, in der das Akt entspre-
chend den genannten unterschiedlichen Konzentratio-
nender Immobilisierungslésungen auf dem Tragerin dis-
kreten Messbereichen immobilisiert werden soll.

[0152] Aufden mit der hydrophoben Haftvermittlungs-
schicht versehenen Tragern 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, Grolierk-
mannsdorf, Deutschland) aufgetragen. Jeder Spot wird
durch die Auftragung eines einzelnen Tropfchens von
etwa 400 pl Volumen auf die Oberflache des Tragers
erzeugt. Pro Losung werden jeweils zwei gleichartige
Messbereiche (zwei replikate Spots) erzeugt. AuRerdem
werden fir Negativkontrollen auch Messbereiche mit
darin aufgebrachtem Spotting-Puffer, ohne jegliche Pro-
teine als Inhaltsstoffe, erzeugt.

[0153] Auler den vorgenannten "Proben-Spots" um-
fassen die Mikroarrays auch jeweils sogenannte "Refe-
renz-Spots": Innerhalb jedes Mikroarrays istin einem Teil
der jeweils 224 Messbereiche mit Cy5 (Amersham) fluo-
reszenzmarkiertes Rinderserumalbumin (Cy5-BSA,
Markierungsrate: 3 Cy5-Molekile pro BSA-Molekl) im-
mobilisiert. Diese Messbereiche dienen der Referenzie-
rung von lokalen Unterschieden der Anregungslichtin-
tensitat 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 erlautert.

[0155] Nach Fertigstellung der Arrays von Messberei-
chen werden die freien, nicht protein-bedeckten, hydro-
phoben Oberflachenbereiche der Trager zu deren Pas-
sivierung mit Rinderserumalbumin (BSA), als einer ge-
genlber einzusetzenden Bindungsreagentien und/oder
Detektionsreagentien "chemisch neutralen", d.h. diese
nicht bindende Komponente, abgesattigt, indem die
Oberflachen mit einer BSA-haltigen Pufferlésung 30 Mi-
nuten lang inkubiert werden. Danach werden die Trager
mit den darauf erzeugten Messbereichen mit Wasser (18
MQ-cm) gewaschen und zuletzt in einem Stickstoffstrom
getrocknet und bei 4°C bis zur Durchfiihrung des erfin-
dungsgemaflen Nachweisverfahrens gelagert.
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4. Architektur von Assays zur Durchfiihrung des er-
findungsgemaBen Verfahrens

[0156] Zur weiteren Durchfihrung des erfindungsge-
maRen Verfahrens werden die mit den Arrays von
Messbereichen versehenen Trager jeweils mit einem
Aufsatzkorper zur Erzeugung einer linearen Anordnung
von 6 Probenbehaltnissen (jeweils 15 pl Innenvolumen)
mit den darin angeordneten Arrays von Messbereichen
verbunden. Solche Anordnungen von Probenbehaltnis-
sen sind in den internationalen Anmeldungen WO
01/43875 und WO 02/103331 beschrieben, deren Inhalt
hiermit vollumfanglich als Bestandteil der vorliegenden
Anmeldung eingefiihrt wird.

[0157] Der Schritt des Analytnachweises (entspre-
chend Schritt (4) des erfindungsgemafRen 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 Probenbehaltnissen mit einer L6-
sung eines primaren Antikérpers 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 Antikdrper von Cell Signaling
Technologies, Beverly, USA) jeweils in 500-facher Ver-
dinnung der Stammldsung in Assay-Puffer (entspre-
chend ca. 5nM), enthaltend tGber Nacht bei Raumtempe-
ratur inkubiert.

[0159] Nacheinem Waschschritt mit jeweils 200 .l As-
say-Puffer, zur Entfernung nicht gebundener Bindungs-
reagentien, werden die Arrays von Messbereichen je-
weils im zweiten Teilschritt mit dem Detektionsreagenz,
namlich fluoreszenzmarkiertem Alexa Fluor 647 anti-rab-
bit Fab Fragmenten (Molecular Probes; Eugene, USA),
ebenfalls in 500-facher Verdiinnung der Stammldsung
in Assay-Puffer, sechzig Minuten lang im Dunkeln bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach werden die Arrays
von Messbereichen nochmals mit je 200 .l Assay-Puffer
gewaschen, um nicht gebundene Detektionsreagentien
zu entfernen. AnschlieRend werden die diesen Verfah-
rensschritten unterzogenen Trager, verbunden mit Auf-
satzkérpern und so erzeugten, mit Puffer geflllten Pro-
benbehaltnissen, 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 zusatzliche Nach-
weisreagentien ebenfalls in zwei Teilschritten der Zuga-
be auf den festen Trager mit den darauf befindlichen Ar-
rays von Messbereichen: Zunachst werden die Losun-
gen der Bindungsreagentien ("anti-Akt", "anti-P-Akt
(Serd473)" bzw. "anti-P-Akt (Thr308)", jeweils ca. 5 nM)
jeweils mit einem etwa zwanzigfachen Uberschuss von
Akt (5 pg/ml entsprechend 100 nM) vorinkubiert. Es wird
erwartet, dass dabei alle Antigen-Bindungsstellen der
analytspezifischen Antikérper mit dem entsprechenden
Kompetitor belegt werden und folglich keine spezifischen
Bindungsstellen der Bindungsreagentien mehr fir die
Reaktion mit Analytmolekilen in den Messbereichen zur
Verfligung stehen. Dann werden die so hergestellten,
Aktenthaltenden Lésungen analog zum ersten Teilschritt
von 4.1. in jeweils ein weiteres Probenbehaltnis mit ei-
nem weiteren, aber gleichartigen Array von Messberei-
chen wie dem unter 4.1. benutzten Array von Messbe-
reichen gefillt und damit Gber Nacht inkubiert, gefolgt
von einem Waschschritt, dem nachfolgenden Teilschritt
der Zugabe des Detektionsreagenz und den weiteren
Teilschritten wie unter 4.1. beschrieben. Das Vorgehen
gemal dieses Abschnittes 4.2. entspricht dem Teilschritt
(7a) des erfindungsgemafen Verfahrens.

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

[0161] In zu 4.1. und 4.2. analoger Weise erfolgt der
Analytnachweis in Gegenwart von zusatzlich zu den Bin-
dungsreagentien hinzugefligten Stoffen, welche gleicher
oder mdéglichst ahnlicher 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 Losungen 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 Ldsungen analog
zum ersten Teilschritt von 4.1. in jeweils ein weiteres Pro-
benbehaltnis mit einem weiteren, aber gleichartigen Ar-
ray von Messbereichen wie dem unter 4.1. benutzten
Array von Messbereichen gefiillt und damit tber 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 gemaR dieses Abschnittes 4.3. ent-
spricht dem Teilschritt (7b) des erfindungsgemafen 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-
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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 vollumfanglich als Bestandteil dieser Anmeldung
eingeflhrt 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 fur jeden
Spot die mittlere Signalintensitat sowie die mittlere lokale
Hintergrundsignalintensitat in dessen unmittelbarer Um-
gebung bestimmt. Durch Subtraktion des mittleren loka-
len Hintergrundsignals von der mittleren gemessenen
Gesamtsignal-intensitat des betreffenden Spots wird fiir
jeden Spot die hintergrundbereinigte mittlere Netto-si-
gnalintensitat bestimmt.

[0164] Die Referenzierung der Nettosignalintensitat
aller Spots erfolgt jeweils mithilfe der Cy5-BSA Referenz-
spots. Hierzu werden die Nettosignalintensitaten der
"Proben-Spots" durch die auf die Position des jeweiligen
"Proben-Spots" extrapolierte, gemittelte Signalintensitat
der beiden nachsten in einer Reihe benachbarten "Re-
ferenz-Spots" dividiert. Durch diese Referenzierung wer-
den die lokalen Unterschiede der verfiigbaren Anre-
gungslichtintensitat innerhalb eines jeden Arrays von
Messbereichen als auch zwischen verschiedenen Arrays
kompensiert.

[0165] ReferenzierteNetto- Signalintensitatender
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. Durchfiihrung des erfindungsgeméRen Verfah-
rens und Resultate

7.1. Bestimmung des Gesamtgehalts an Akt
7.1.1. Kalibrationskurven fiir den Nachweis von Akt

a) Verwendung von Bindungsreagentien ohne Zu-
satz von Kompetitoren

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

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

Segment 2: Array-Reihen IIl 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 zusatzlichen 0.1 mg/ml Rattenserum,

[0167] In ein erstes Probenbehéltnis mit einem ersten
Array von Messbereichen wird eine Losung 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 Lésungen enthaltend unterschiedliche Kon-
zentrationen von Akt und dem Spotting-Puffer zugesetz-
tes 0.1 mg/ml BSA) (dargestellt durch ausgefiilite Qua-
drate) und des Segments 2 von Messbereichen (erzeugt
mit Losungen enthaltend unterschiedliche Konzentratio-
nen von Akt und dem Spotting-Puffer zugesetztes 0.1
mg/ml Rattenserum) (dargestellt durch ausgefiilite Krei-
se) sind in Fig. 2 dargestellt.

[0168] BeiKonzentrationen 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 hdhere 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 Hinzufligung noch hé-
herer Konzentrationen von Rattenserum zur Immobilise-
rungslésung ist der Signalunterschied zu Messberei-
chen, deren erzeugenden Immobilisierungslésungen le-
diglich BSA hinzugefligt wurde, noch ausgepragter.
[0169] Fiirdie Bestimmung der unbekannten Akt-Kon-
zentrationen in den aus Rattenherzgewebe hergestellten
Proben werden die Kalibrationskurven benutzt, welche
mithilfe von Immobilisierungslésungen, denen lediglich
BSA hinzugeflgt wurde, erzeugt wurden, da sie eine
Konzentrationsbestimmung auch noch bei niedrigen Akt-
Konzentrationen, unterhalb von 30 ng/ml, erméglichen..

b) Verwendung von Bindungsreagentien mit Zusatz
von Akt als Kompetitor

[0170] Zur Uberpriifung des Anteils von Signalen auf-
grund unspezifischer Bindung an den Kalibrationskur-
ven, welche mit den Immobilisierungslésungen mit un-
terschiedlicher Probenmatrix erstellt wurden, wird in ein
zweites Probenbehaltnis auf ein weiteres Array mit
gleichartiger Anordnung der Messbereiche wie das zu-
erst untersuchte Array eine Mischung der Lésung des
Antikdrpers "anti-Akt" als Bindungsreagenz mit einem
Uberschuss von Akt (5 wg/ml entsprechend 100 nM Kon-
zentration) gefiillt und mitden Messbereichen tiber Nacht
inkubiert, wie unter 4.2. beschrieben. Es wird erwartet,
dass unter diesen Bedingungen der Anteil an durch spe-
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zifische Bindung des Antikérpers an immobilisiertes Akt
hervorgerufenen Signalen vollstandig verschwindet,
wahrend der Anteil durch unspezifische Bindung hervor-
gerufener Signale verbleibt.

[0171] Erwartungsgemall wird eine innerhalb der
Messgenauigkeit komplette Unterdriickung des (durch
spezifische Bindung verursachten) Signals innerhalb des
relevanten Konzentrationsbereichs zur Bestimmung von
endogenem Akt, ndmlich unterhalb von 100 ng/ml, be-
obachtet (dargestellt durch leere Symbole in Fig. 2)). Da-
bei sind die Signale aus Messbereichen, deren Immobi-
lisierungsldsungen Rattenserum enthielten (dargestellt
durch leere Kreise), hoher als die Signale derjenigen
Messbereiche, deren Immobilisierungslésungen, aufder
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 héchsten Akt-Konzentrationen (1000 ng/ml und
3000 ng/ml in der Immobilisierungslésung) beobachtete
Signalanstieg wird darauf zurlickgefiihrt, dass die Kom-
petitor-Konzentration in Loésung unter diesen Bedingun-
gen offensichtlich nicht ausreichend ist, um eine spezifi-
sche Bindung des Bindungsreagenz an immobilisiertes
Akt vollstédndig zu verhindern.

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

[0172] Zur Uberpriifung des Anteils unspezifischer
Bindung, welche durch Bindung der Bindungsreagentien
an Komponenten der Probenmatrix verursacht werden,
wird der Losung des Antikérpers Rattenserum mit einer
Gesamtproteinkonzentration von 0.1 mg/ml hinzuge-
setzt. Diese Lésung wird dann in ein drittes Probenbe-
héltnis mit einem dritten Array wiederum gleichartiger An-
ordnung der Messbereiche wie das vorgenannte erste
und zweite Array gefillt, entsprechend dem Vorgehen
gemaR Abschnitt4.3. Es wird erwartet, dass unter diesen
Voraussetzungen die Anteile durch spezifische Bindung
animmobilisiertes Akt erzeugter Signale erhalten bleiben
und die Anteile durch unspezifische Bindung an die Pro-
benmatrix erzeugter Signale weitgehend verschwinden.
[0173] Figur 3 zeigt mitausgefilliten 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 L6-
sung des Antikdrpers 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 schlieBen, dass im Falle des An-
tikdrpers "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 Immobilisierungslésungen stammen aus der-
selben Stammlésung und wurden durch Verdinnung
(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 Verdiinnungsreihe der Stammldsung aus
dem Lysat des Rattenherzgewebes erzeugt, wobei den
Immobilisierungsproben aber jeweils noch gereinigtes
Aktin 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 héher als der erwartete naturliche, endo-
gene Akt-Gehalt ist) wiedergefunden wird.

[0178] Zusammen mit dem unter 7.1.1.a beschriebe-
nen Teil des erfindungsgemaflen Verfahrens wird die
Messung durchgefiihrt mittels Zugabe einer Lésung von
"anti-Akt" (5 nM) in das erste Probenbehaltnis mit dem
darin befindlichen ersten Array von Messbereichen. Die
weiteren Verfahrensteilschritte wurden vorangehend un-
ter 4.1 beschrieben.

[0179] Die Ergebnisse (referenzierte Fluoreszenzin-
tensitaten) sind in Fig. 4 dargestellt. Die Fluoreszenzsi-
gnale aus Messbereichen, in denen aus Rattenherzge-
webe hergestellte Immobilisierungslésungen 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 flr diese Messbereiche benutzten
Immobilisierungslésungen (Fig. 4, untere Abszissenach-
se) dargestellt.

[0180] Die Signale aus den Messbereichen ohne zu-
gesetztes Akt (d.h. mitin den immobilisierten Proben na-
turlich vorkommendem, endogenem Akt) steigen zu-
nachst erwartungsgemaf mit zunehmender Proteinkon-
zentration an und erreichen ab einer Proteinkonzentra-
tion von 0.2 mg/ml einen Maximalwert. Bei weiter stei-
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gender Proteinkonzentration wird keine weitere Signal-
erhéhung beobachtet, dhnlich zu einem Sattigungsef-
fekt.

[0181] Die Signale aus den Messbereichen mit 1000
ng/ml zugesetztem Akt (d.h. mit in den immobilisierten
Proben naturlich vorkommendem, endogenem und zu-
satzlich 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 fiur 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. Prazision von 8%
befindet sich im Rahmen der allgemein tolerierten Gren-
zen von 80 % - 120 % Wiederfindungsrate bzw. besser
als 20 % Prazision in einem Assay. In diesem Beispiel
wird also gezeigt, dass eine Analytbestimmung mit guter
Assaygenauigkeit und Prazision durchgefiihrt werden
kann. Der hohe Wiederauffindungswert bestatigt zu-
gleich, dass die auf Messbereichen mit 0.1 mg/ml den
Immobilisierungslésungen zugesetztem BSA (als Pro-
teinmatrix) erzeugte Messkurve gut zur Kalibration der
Messwerte von Spots, welche aus Lésungen 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 fur Signale
aus Messbereichen mit nur endogenem Akt in Richtung
der Kalibrationskurve verlaufenden durchbrochenen Li-
nie) wird fur 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 Immobilisierungslésungen basie-
rend auf Rattenherzgewebe als Probenmatrix erzeugt
wurden, wird in ein zweites Probenbehéltnis auf ein wei-
teres Array mit gleichartiger Anordnung der Messberei-
che wie das zuerst untersuchte Array eine Mischung der
Lésung des Antikorpers "anti-Akt" als Bindungsreagenz
mit einem Uberschuss von Akt (5 pg/ml entsprechend
100 nM) gefiillt und mit den Messbereichen iber Nacht
inkubiert, wie unter 4.2. beschrieben. Es wird erwartet,
dass unter diesen Bedingungen der Anteil durch spezi-
fische Bindung des Antikdrpers an immobilisiertes Akt
hervorgerufener Signale vollstandig verschwindet, wah-
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 Losung des Bindungsreagenz. Ausgefiillte
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
Immobilisierungslésungen aus Lysaten von Rattenherz-
gewebe hergestellt wurden (sowohl zur Bestimmung des
naturlich vorkommenden, endogenen Akt, ohne zusatz-
lich hinzugefugtes Akt, Messbereichsinhaltskennzahlen
25 bis 31, als auch mit 1000 ng/ml zuséatzlich hinzuge-
fugtem, gereinigtem Akt, Messbereichsinhaltskennzah-
len 37 bis 43, gemaM Fig. 1) sind als Funktion der Pro-
teinkonzentration der Immobilisierungsldsung darge-
stellt (Fig. 5, obere Abszisse). Die in 7.1.1. besprochene
Kalibrationskurve fir den Nachweis von Akt (mit 0.1
mg/ml BSA in den Immobiliserungslésunge) 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] Fiir die Messbereiche, deren Immobilsierungs-
I6sung zusétzlich Akt im Uberschuss (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 Lésung 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-
mobilisierungslésung) 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 naturgemafs mit steigender Oberfla-
chenkonzentration der Proteine ansteigt, bis die Ober-
flache der Messbereiche vollstandig 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 Lésung (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 fur die Signale aus Messbereichen mit
nur endogenem Akt (0.373 RFI) und solchen mit zusatz-
lich hinzugegebenen 1000 ng/ml gereinigtem Akt (ca. 20
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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 vorlaufig
bestimmten Gehalts an Akt dem Beitrag unspezifischer
Bindung zuzuordnen sind.

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

[0188] Zur Bestimmung des Anteils unspezifischer
Bindung, welche durch Bindung der Bindungsreagentien
an Komponenten der Probenmatrix verursacht werden,
wird der Losung des Antikdrpers Rattenserum mit einer
Gesamtproteinkonzentration von 0.1 mg/ml hinzuge-
setzt. Diese Lésung wird dann in ein drittes Probenbe-
héltnis mit einem dritten Array wiederum gleichartiger An-
ordnung der Messbereiche wie das vorgenannte erste
und zweite Array gefillt, entsprechend dem Vorgehen
gemaf Abschnitt4.3. Es wird erwartet, dass unter diesen
Voraussetzungen die Anteile durch spezifische Bindung
animmobilisiertes 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 Lésung 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 L6sung des
Bindungsreagenz. Ausgefiillte 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 Immobilisierungslo-
sungen aus Lysaten von Rattenherzgewebe hergestellt
wurden (sowohl zur Bestimmung des natirlich vorkom-
menden, endogenen Akt, ohne zusétzlich hinzugefiigtes
Akt, Messbereichsinhaltskennzahlen 25 bis 31, als auch
mit 1000 ng/ml zusétzlich hinzugefugtem Akt, Messbe-
reichsinhaltskennzahlen 37 bis 43, gemaf Fig. 1) sind
als Funktion der Proteinkonzentration der Immobilisie-
rungslésung dargestellt (Fig. 7, obere Abszisse). Die in
7.1.1. besprochene Kalibrationskurve fiir den Nachweis
von Akt (mit 0.1 mg/ml BSA in den Immobiliserungslé-
sunge) ist aufgetragen als Funktion der Akt-Konzentra-
tion (Fig. 7, untere Abszisse).

[0190] Die Anwesenheit von Rattenserum in Losung
als Kompetitor flr unspezifische Bindung fiihrt 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 schlieRen, dass im Falle des An-
tikdrpers "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 fiir den Nachweis von P-
Akt (Serd73)

a) Verwendung von Bindungsreagentien ohne Zu-
satz von Kompetitoren

[0192] Zur Erstellung von Kalibrationskurven fiir die
Bestimmung der phosphoryliserten Form P-Akt (Ser473)
werden Segmente gleichartiger Messbereiche wie flr die
vorangehend beschriebene Bestimmung von Akt ver-
wendet.

[0193] Segment 1: Array-Reihen | und Il 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
zusatzlichen 0.1 mg/ml BSA,

[0194] Segment2: Array-Reihen Il 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
zusatzlichen 0.1 mg/ml Rattenserum,

[0195] Es wird angenommen, dass das gereinigte Akt
in vollstandig phosphorylierter Form, d.h. an Ser473 und
an Thr308 phosphorylierter Form, vorliegt.

[0196] Ineinviertes Probenbehaltnis miteinem vierten
Array von Messbereichen wird eine Lésung von anti-P-
Akt (Serd73) (5 nM) aufgegeben. Die weiteren Verfah-
rensteilschritte wurden vorangehend unter 4.1 beschrie-
ben. Die Kalibrationskurven des Segments 1 von
Messbereichen (erzeugt mit Lésungen enthaltend unter-
schiedliche Konzentrationen von Akt und dem Spotting-
Puffer zugesetztes 0.1 mg/mI BSA), des Segments 2 von
Messbereichen (erzeugt mit L6sungen enthaltend unter-
schiedliche Konzentrationen von Akt und dem Spotting-
Puffer zugesetztes 0.1 mg/ml Rattenserum) sind in Fig.
8 (ausgefiilite Symbole) dargestellt.

[0197] BeiKonzentrationen 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/mlweist die Kalibrationskurve von Messbereichen mit
co-immobilisiertem Rattenserum hohere 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 Hinzufligung noch h6-
herer Konzentrationen von Rattenserum zur Immobilise-
rungsldsung ist der Signalunterschied zu Messberei-
chen, deren erzeugenden Immobilisierungslésungen le-
diglich BSA hinzugefiigt wird, noch ausgepragter.
[0198] Fur die Bestimmung der unbekannten P-Akt
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(Ser473) -Konzentrationen in den aus Rattenherzgewe-
be hergestellten Proben werden die Kalibrationskurven
benutzt, welche mithilfe von Immobilisierungslésungen,
denen lediglich BSA hinzugefligt wurde, erzeugt wurden,
da sie eine Konzentrationsbestimmung auch noch bei
niedrigen Akt-Konzentrationen, unterhalb von 10 ng/ml,
ermoglichen.

b) Verwendung von Bindungsreagentien mit Zusatz
von Akt als Kompetitor

[0199] Zur Uberpriifung des Anteils von Signalen un-
spezifischer Bindung an den Kalibrationskurven, welche
mit den Immobilisierungslésungen mit unterschiedlicher
Probenmatrix erstellt wurden, wird in ein flinftes Proben-
behaltnis auf ein weiteres Array mit gleichartiger Anord-
nung der Messbereiche wie die zuvor untersuchten Ar-
rays eine Mischung der Losung des Antikdrpers "anti-P-
Akt (Ser473)" als Bindungsreagenz mit einem Uber-
schuss von Akt (5 p.g/ml entsprechend 100 nM) gefillt
und mit den Messbereichen Uber Nacht inkubiert, wie
unter 4.2. beschrieben. Es wird erwartet, dass unter die-
sen Bedingungen der Anteil durch spezifische Bindung
des Antikdrpers an immobilisiertes P-Akt (Ser473) her-
vorgerufener Signale verschwindet, wahrend der Anteil
durch unspezifische Bindung hervorgerufener Signale
verbleibt.

[0200] Erwartungsgemal wird innerhalb der Messge-
nauigkeit eine komplette Unterdriickung des (durch spe-
zifische Bindung verursachten) Signals innerhalb des re-
levanten Konzentrationsbereichs zur Bestimmung von
endogenem P-Akt (Ser473), namlich unterhalb von 100
ng/ml, beobachtet (leere Symbole in Fig. 8). Dabei sind
die Signale aus Messbereichen, deren Immobilisierungs-
Idsungen Rattenserum enthielten, hoher als die Signale
derjenigen Messbereiche, deren Immobilisierungsldsun-
gen, auller den definierten Akt-Konzentrationen, ledig-
lich BSA enthielten, entsprechend den erwarteten unter-
schiedlichen Anteilen unspezifischer Bindung an die Pro-
benmatrixkomponenten.

[0201] Der bei den hoéchsten Konzentrationen an P-
Akt (Ser473) (1000 ng/ml und 3000 ng/ml in der Immo-
bilisierungslésung) beobachtete Signalanstieg wird dar-
auf zuriickgefiuihrt, dass die Kompetitor-Konzentration in
Lésung unter diesen Bedingungen offensichtlich nicht
ausreichend ist, um eine spezifische Bindung des Bin-
dungsreagenz an immobilisiertes P-Akt (Ser473) voll-
standig zu verhindern.

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

[0202] Zur Uberpriifung des Anteils unspezifischer
Bindung, welche durch Bindung der Bindungsreagentien
an Komponenten der Probenmatrix verursacht werden,
wird der Losung des Antikdrpers Rattenserum mit einer
Gesamtproteinkonzentration von 0.1 mg/ml hinzuge-
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setzt. Diese Lésung wird dann in ein sechstes Proben-
behaltnis mit einem sechsten Array wiederum gleichar-
tiger Anordnung der Messbereiche wie die vorgenannten
Arrays gefillt, entsprechend dem Vorgehen geman 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] Figur9 zeigt mit ausgefiiliten 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 L6-
sung des Antikodrpers als Bindungsreagenz mit dem
sechsten Array erhaltenen Signale unterscheiden sich
von diesen Kalibrationskurven nicht messbar.

[0204] Hieraus ist zu schlieRen, dass auch im Falle
des Antikdrpers "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 Immobilisierungsldsungen stammen aus der-
selben Stammlésung und wurden durch Verdinnung
(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 Verdinnungsreihe der Stammlésung 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 fur 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 héher als der er-
wartete natirliche, endogene Akt-Gehalt ist) entspre-
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chender hoher Gehalt an P-Akt (Ser473) wiedergefun-
den wird

[0208] Zusammen mit dem unter 7.2.1.a beschriebe-
nen Teil des erfindungsgemafRen Verfahrens wird die
Messung durchgefihrt mittels Zugabe einer Lésung von
"anti-P-Akt (Ser473)" (5 nM) in das vierte Probenbehalt-
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-
tensitaten) sind in Fig. 10 dargestellt. Die Fluoreszenz-
signale aus Messbereichen, in denen aus Rattenherz-
gewebe hergestellte Immobilisierungslésungen 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 fir diese Messberei-
che benutzten Immobilisierungslésungen (Fig. 10, unte-
re Abszissenachse) dargestellit.

[0210] Die Signale fur P-Akt (Ser473) aus den
Messbereichen ohne zugesetztes Akt (d.h. mit in den
immobilisierten Proben naturlich vorkommendem, endo-
genem P-Akt (Ser473)) steigen zunachst erwartungsge-
mal 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 Signalerhdhung
beobachtet, ahnlich zu einem Sattigungseffekt.

[0211] Die Signale aus den Messbereichen mit 1000
ng/ml zugesetztem P-Akt (Ser473) (d.h. mit in den im-
mobilisierten Proben nattirlich vorkommendem, endoge-
nem und zusétzlich 1000 ng/ml gereinigtem P-Akt
(Serd73)) erreichen entsprechend sehr hohe Werte.
Hierbei wird vorausgesetzt, dass das zur Erzeugung der
Kalibrationskurven benutzte gereinigte Akt in vollsténdig
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 fur
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
(Serd73) mit (870 = 100) ng/ml wiedergefunden und be-
stimmt werden (siehe gestrichelte Linie). Die erreichte
Wiederfindungsrate ("Recovery") von 92 %. Der hohe
Wiederauffindungswert bestatigt zugleich, dass die auf
Messbereichen mit 0.1 mg/ml den Immobilisierungslé-
sungen zugesetztem BSA (als Proteinmatrix) erzeugte
Messkurve gut zur Kalibration der Messwerte von Spots,
welche aus Lésungen 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 fir Signale
aus Messbereichen mit nur endogenem P-Akt (Ser473)
in Richtung der Kalibrationskurve verlaufenden durch-
brochenen Linie) wird fur die aus Rattenherzgewebe her-
gestellte Probe bei einem Proteingehalt von 0.1 mg/ml
ein Gehaltvon (12 = 2) ng/mlendogenem P-Akt (Ser473)
bestimmt. Hierbei wird vorausgesetzt, dass das zur Er-
zeugung der Kalibrationskurven benutzte gereinigte Akt
in vollstdndig 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 Immobilisierungslésungen basie-
rend auf Rattenherzgewebe als Probenmatrix erzeugt
wurden, wird in ein flnftes Probenbehaltnis auf ein wei-
teres Array mit gleichartiger Anordnung der Messberei-
che wie die anderen untersuchten Arrays eine Mischung
der Lésung des Antikdrpers "anti-P-Akt (Ser473)" (5 nM)
als Bindungsreagenz mit einem Uberschuss von Akt (5
pg/mlentsprechend 100 nM) gefiillt und mitden Messbe-
reichen Gber Nacht inkubiert, wie unter 4.2. beschrieben.
Es wird erwartet, dass unter diesen Bedingungen der
Anteil durch spezifische Bindung des Antikdrpers an im-
mobilisiertes P-Akt (Ser473) hervorgerufener Signale
verschwindet, wahrend 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 Lésung des Bindungsreagenz. Ausgefiillte
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 Immobilisierungslésungen aus
Lysaten von Rattenherzgewebe hergestellt wurden (so-
wohl zur Bestimmung des natirlich vorkommenden, en-
dogenen P-Akt (Ser473), ohne zusatzlich hinzugefiigtes
Akt, Messbereichsinhaltskennzahlen 25 bis 31, als auch
mit 1000 ng/ml zusatzlich hinzugefligtem Akt, Messbe-
reichsinhaltskennzahlen 37 bis 43, gemal Fig. 1) sind
als Funktion der Proteinkonzentration der Immobilisie-
rungslésung dargestellt (Fig. 11, obere Abszisse). Die in
7.2.1. besprochene Kalibrationskurve fiir den Nachweis
von P-Akt (Ser473) (mit 0.1 mg/ml BSA in den Immobi-
liserungsldsunge) ist aufgetragen als Funktion Konzen-
tration an P-Akt (Ser473) (Fig. 11, untere Abszisse).
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[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] Furdie Messbereiche, deren Immobilsierungs-
lésung zusétzlich Akt im Uberschuss (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 Lésung 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-
mobilisierungslésung) 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 naturgemaf mit steigender Oberfla-
chenkonzentration der Proteine ansteigt, bis die Ober-
flache der Messbereiche vollstandig bedeckt ist.

[0217] Fig. 12illustriertdie 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 Losung (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 fiir die Signale aus Messberei-
chen mit nur endogenem Akt (0.073 RFI) und solchen
mit zusatzlich 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 vorlaufig bestimmten Gehalts an P-Akt (Ser473)
dem Beitrag unspezifischer Bindung zuzuordnen sind.

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

[0218] Zur Bestimmung des Anteils unspezifischer
Bindung, welche durch Bindung der Bindungsreagentien
an Komponenten der Probenmatrix verursacht werden,
wird der Lésung des Antikérpers Rattenserum mit einer
Gesamtproteinkonzentration von 0.1 mg/ml hinzuge-
setzt. Diese Lésung wird dann in ein sechstes Proben-
behaltnis mit einem sechsten Array wiederum gleichar-
tiger Anordnung der Messbereiche wie das vorgenannte
erste und zweite Array gefillt, entsprechend dem Vor-
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gehen gemal 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 Lésung 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 L6sung des
Bindungsreagenz. Ausgefiillte 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 Immobilisierungslo-
sungen aus Lysaten von Rattenherzgewebe hergestellt
wurden (sowohl zur Bestimmung des natrlich vorkom-
menden, endogenen P-Akt (Ser473), ohne zusatzlich
hinzugefugtes Akt, Messbereichsinhaltskennzahlen 25
bis 31, als auch mit 1000 ng/ml zusétzlich hinzugefligtem
Akt, , Messbereichsinhaltskennzahlen 37 bis 43, geman
Fig. 1) sind als Funktion der Proteinkonzentration der
Immobilisierungslésung dargestellt (Fig. 13, obere Ab-
szisse). Die in 7.2.1.a) besprochene Kalibrationskurve
fur den Nachweis von P-Akt (Ser473) (mit 0.1 mg/mIBSA
in den Immobiliserungslésunge) ist aufgetragen als
Funktion der Konzentration an P-Akt (Ser473) (Fig. 13,
untere Abszisse).

[0220] Die Anwesenheit von Rattenserum in Lésung
als Kompetitor fiir unspezifische Bindung in Losung flihrt
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 schlieRen, dass im Falle des An-
tikérpers "anti-P-Akt (Serd473)" 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 fiir den Nachweis von P-
Akt (Thr308)

a) Verwendung von Bindungsreagentien ohne Zu-
satz von Kompetitoren

[0222] Zur Erstellung von Kalibrationskurven fiir die
Bestimmung der phosphoryliserten Form P-Akt (Thr308)
werden Segmente gleichartiger Messbereiche wie fir die
vorangehend beschriebene Bestimmung von Akt und
von P-Akt (Ser473) verwendet.

[0223] Segment 1: Array-Reihen | und Il 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
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zusatzlichen 0.1 mg/ml BSA,

[0224] Segment2: Array-Reihen lllund IV mitMessbe-
reichs-Inhaltsnummern 13 - 21 mit aufgebrachten unter-
schiedlichen Konzentrationen (zwischen 0 ng/ml und
3000 ng/ml) von gereinigtem Akt in Spotting-Puffer mit
zusatzlichen 0.1 mg/ml Rattenserum. Es wird angenom-
men, dass das gereinigte Akt in vollstdndig phosphory-
lierter Form, d.h. an Ser473 und an Thr308 phosphory-
lierter Form, vorliegt.

[0225] In ein siebtes Probenbehaltnis mit einem sieb-
ten Array von Messbereichen wird eine Losung 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 Lésungen enthaltend unter-
schiedliche Konzentrationen von Akt und dem Spotting-
Puffer zugesetzte 0.1 mg/ml BSA), des Segments 2 von
Messbereichen (erzeugt mit L6sungen enthaltend unter-
schiedliche Konzentrationen von Akt und dem Spotting-
Puffer zugesetztes 0.1 mg/ml Rattenserum) sind in Fig.
14 (ausgefiilite Symbole) dargestellt.

[0226] Bei Konzentrationen oberhalb von 100 ng/mi
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 hdhere 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 fir Akt und P-Akt (Ser473) gemessen worden wa-
ren. Fir die Bestimmung der unbekannten P-Akt
(Thr308)-Konzentrationen in den aus Rattenherzgewe-
be hergestellten Proben werden die Kalibrationskurven
benutzt, welche mithilfe von Immobilisierungslésungen,
denen lediglich BSA hinzugefligt wurde, erzeugt wurden.

b) Verwendung von Bindungsreagentien mit Zusatz
von Akt als Kompetitor

[0227] Zur Uberpriifung des Anteils von Signalen un-
spezifischer Bindung an den Kalibrationskurven, welche
mit den Immobilisierungsldsungen mit unterschiedlicher
Probenmatrix erstellt wurden, wird in ein achtes Proben-
behaltnis auf ein weiteres Array mit gleichartiger Anord-
nung der Messbereiche wie die zuvor untersuchten Ar-
rays eine Mischung der Losung des Antikorpers "anti-P-
Akt (Thr308)" als Bindungsreagenz mit einem Uber-
schuss von Akt (5 wg/ml entsprechend 100 nM) gefllt
und mit den Messbereichen Uber Nacht inkubiert, wie
unter 4.2. beschrieben. Es wird erwartet, dass unter die-
sen Bedingungen der Anteil durch spezifische Bindung
des Antikdrpers an immobilisiertes P-Akt (Thr308) her-
vorgerufener Signale verschwindet, wahrend der Anteil
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durch unspezifische Bindung hervorgerufener Signale
verbleibt.

[0228] Es wird nur bei hohen Konzentrationen der Im-
mobilisierungsldsungen (oberhalb von 30 ng/ml) eine
Verringerung der Signale festgestellt (leere Symbole in
Fig. 14, wobei die Signale aus Messbereichen, deren
Immobilisierungslésungen Rattenserum enthielten, ho-
her sind als die Signale derjenigen Messbereiche, deren
Immobilisierungslésungen, auBer den definierten Akt-
Konzentrationen, lediglich BSA enthielten. Nur im Be-
reich von Konzentrationen von mehr als etwa 30 ng/ml
Ubersteigt die Signalabnahme infolge der Anwesenheit
von P-Akt (Thr308) als Kompetitor in der Losung des
Bindungsreagenz die experimentell bedingte Signalva-
riation.

[0229] Hieraus ist zu schliel3en, dass eine unspezifi-
sche Bindung des Antikorpers anti- P-Akt (Thr308) so-
wohl an Messbereiche mit co-immobilisiertem BSA als
auch mit co-immobilisierten Serumbestandteilen in er-
heblichem Ausmal stattfindet.

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

[0230] Zur Uberpriifung des Anteils unspezifischer
Bindung an den Fluoreszenzsignalen, welche durch Bin-
dung der Bindungsreagentien an Komponenten der Pro-
benmatrix verursacht werden, wird der Lésung des An-
tikbrpers Rattenserum mit einer Gesamtproteinkonzen-
tration von 0.1 mg/ml hinzugesetzt. Diese Lésung wird
dann in ein neuntes Probenbehaltnis mit einem neunten
Array wiederum gleichartiger Anordnung der Messberei-
che wie die vorgenannten Arrays gefiillt, entsprechend
dem Vorgehen gemaly 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 ausgefilliten 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 Ldsung des Antikdrpers als Bindungsreagenz mit
dem neunten Array erhaltenen Signale unterscheiden
sich von diesen Kalibrationskurven nicht messbar. Eine
signifikante Abhangigkeit von der angenommenen Kon-
zentration an P-Akt (Thr308) in der Immobilisierungs|é-
sung wird erst bei Konzentrationen oberhalb 30 ng/ml
festgestellt. Dieses ist konsistent damit, dass bei niedri-
geren Konzentrationen gemessene Fluoreszenzsignale
auf unspezifische Bindung zuriickzufiihren sind.
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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 Immobilisierungslésungen stammen aus der-
selben Stammlésung und wurden durch Verdiinnung
(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 Verdinnungsreihe der Stammldsung 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 fur 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 héher als der er-
wartete natlrliche, 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 erfindungsgeméaflen Verfahrens wird die
Messung durchgefiihrt mittels Zugabe einer Lésung von
anti-P-Akt (Thr308) (5 nM) in das siebte Probenbehaltnis
mit dem darin befindlichen siebten Array von Messberei-
chen. Die weiteren Verfahrensteilschritte wurden voran-
gehend unter 4.1 beschrieben.

[0236] Die Ergebnisse (referenzierte Fluoreszenzin-
tensitaten) sind in Fig. 16 dargestellt. Die Fluoreszenz-
signale aus Messbereichen, in denen aus Rattenherz-
gewebe hergestellte Immobilisierungslésungen 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 flr
diese Messbereiche benutzten Immobilisierungslésun-
gen (Fig. 16, untere Abszissenachse) dargestellit.
[0237] Die SignalefurP-Akt(Thr308)aus den Messbe-
reichen ohne zugesetztes Akt (d.h. mit in den immobili-
sierten Proben naturlich 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 &ndert.

[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 fiir Signale aus Messbereichen mit nur en-
dogenem P-Akt (Thr308 in Richtung der Kalibrationskur-
ve verlaufenden durchbrochenen Linie) mit der Kalibra-
tionskurve wird (vorlaufig) fur 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 H6he von 20 ng/ml (ohne Be-
rlcksichtigung 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 fiir 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 Immobilisierungsldsungen 1000 ng/mi
gereinigtes Akt zugesetzt wurden, flihrt 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 Immobilisierungslésungen basie-
rend auf Rattenherzgewebe als Probenmatrix erzeugt
wurden, wird in ein achtes Probenbehaltnis auf ein wei-
teres Array mit gleichartiger Anordnung der Messberei-
che wie das zuerst untersuchte Array eine Mischung der
Lésung des Antikorpers "anti P-Akt (Thr308)" (5 nM) als
Bindungsreagenz mit einem Uberschuss von Akt (5
pg/ml entsprechend 100 nM), gefillt und mit den
Messbereichen tber Nacht inkubiert, wie unter 4.3. be-
schrieben. Es wird erwartet, dass unter diesen Bedin-
gungen der Anteil durch spezifische Bindung des Anti-
kérpers an immobilisiertes P-Akt (Thr308) hervorgerufe-
ner Signale verschwindet, wahrend 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 Lésung des Bindungsreagenz. Ausgefiillte
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 Immobilisierungslésungen aus
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Lysaten von Rattenherzgewebe hergestellt wurden (so-
wohl zur Bestimmung des natlrlich vorkommenden, en-
dogenen P-Akt (Thr308), ohne zusatzlich hinzugefigtes
Akt, Messbereichsinhaltskennzahlen 25 bis 31, als auch
mit 1000 ng/ml zusatzlich hinzugefiigtem Akt, , Messbe-
reichsinhaltskennzahlen 37 bis 43, gemafl Fig. 1) sind
als Funktion der Proteinkonzentration der Immobilisie-
rungsldsung dargestellt (Fig. 15, obere Abszisse). Die in
7.3.1. besprochene Kalibrationskurve fiir den Nachweis
von P-Akt (Thr308) (mit 0.1 mg/ml BSA in den Immobi-
liserungsldsunge) 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
wirde, ist innerhalb der Messgenauigkeit gleich Null.
[0242] Firdie Messbereiche, deren Immobilisierungs-
l6sung zusétzlich Akt im Uberschuss (1000 ng/ml) ent-
hielten, wird eine vergleichsweise schwache Verminde-
rung der referenzierten Fluoreszenzsignale vor allem im
Bereich niedriger Proteinkonzentrationen beobachtet.
[0243] Fig. 18illustriertdie Bestimmung derdurch 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 Lésung. Fir die aus Losungen von Rat-
tenherzgewebe-Lysaten erzeugten Messbereiche, wo
hdéchstens 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-
stétigt, 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 dhnlichen Stoffen als Kompe-
titoren

[0244] Zur Bestimmung des Anteils unspezifischer
Bindung, welche durch Bindung der Bindungsreagentien
an Komponenten der Probenmatrix verursacht werden,
wird der Lésung des Antikdrpers Rattenserum mit einer
Gesamtproteinkonzentration von 0.1 mg/ml hinzuge-
setzt. Diese Losung wird dann in ein neuntes Probenbe-
haltnis mit einem neunten Array wiederum gleichartiger
Anordnung der Messbereiche wie die vorgenannten Ar-
rays gefillt, entsprechend dem Vorgehen gemafl 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 Lésung 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 L6sung des
Bindungsreagenz. Ausgefiillte 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-
mobilisierungsldsungen aus Lysaten von Rattenherzge-
webe hergestellt wurden (sowohl zur Bestimmung des
naturlich vorkommenden, endogenen P-Akt (Thr308),
ohne zusétzlich hinzugefugtes Akt, Messbereichsin-
haltskennzahlen 25 bis 31, als auch mit 1000 ng/ml zu-
satzlich hinzugefiigtem Akt, gemaf Fig. 1) sind als Funk-
tion der Proteinkonzentration der Immobilisierungslo-
sung dargestellt (Fig. 19, obere Abszisse). Diein 7.3.1.a)
besprochene Kalibrationskurve fiir den Nachweis von P-
Akt (Thr308) (mit 0.1 mg/mI BSA in den Immobiliserungs-
I6sunge) ist aufgetragen als Funktion der angenomme-
nen Konzentration an P-Akt (Thr308) (Fig. 19, untere Ab-
szisse).

[0246] Die Anwesenheit von Rattenserum in Lésung
als Kompetitor fir unspezifische Bindung in Losung fuihrt
zu messbaren Abnahmen der Fluoreszenzsignale, was
nochmals den Ursprung unspezifischer Bindung besta-
tigt.

Patentanspriiche

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

- einen festen Tréager,

- eine erste Vielzahl von diskreten Messberei-
chen, in denen direkt oder vermittelt Gber eine
Haftvermittlungsschicht jeweils kleine Mengen
komplex zusammengesetzter Proben biologi-
schen Ursprungs in verdiinnter oder unverdiinn-
ter Form immobilisiert sind,

dadurch gekennzeichnet,

dass mindestens eine zweite Vielzahl von Messbe-
reichen in besagtem Array auf dem festen Trager
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 Losung enthaltend ein
oder mehrere Bindungsreagentien als spezifische
Bindungspartner fur die in der ersten Vielzahl von
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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 ortsaufgeldste
Messung von ersten optischen Signalen, welche von
diskreten Messbereichen eines oder mehrerer Ar-
rays, welche mit der ersten Lésung in Kontakt ge-
bracht wurden, ausgehen, sowie Aufzeichnung die-
ser ersten optischen Signale, eine Kalibrationskurve
fur besagte in den immobilisierten komplex zusam-
mengesetzten Proben enthaltenen, quantitativ
nachzuweisenden Analyten zu erzeugen.

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

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

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

Ein Mikroarray nach einem der Anspriiche 3 oder 4,
dadurch gekennzeichnet, dass die Stoffe, welche
ahnlicher 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 verdiinntes Serum
umfasst.

Ein Mikroarray nach einem der Anspriiche 1 bis 5,
dadurch gekennzeichnet, dass eine flinfte Viel-
zahl von Messbereichen in besagtem Array auf dem
festen Trager bereitgestellt ist, welche Zwecken ei-
ner Referenzierung dienen.
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Ein Mikroarray nach Anspruch 6, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Messbereiche der fiinften Viel-
zahl von Messbereichen Stoffe umfassen, welche
ausgewahlt sind aus der Gruppe, welche Massen-
label und Lumineszenzlabel umfasst.

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 Lésungen
von den in den komplex zusammengesetzten
Proben nachzuweisenden Analyten gleicharti-
gen Stoffen in unterschiedlichen Konzentratio-
nen,

(3) Bereitstellung mindestens eines festen Tra-
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 verdiinnter oder unverdiinnter Form,
an diskreten Orten direkt auf dem festen Trager
oder nach vorheriger Aufbringung einer Haftver-
mittlungsschicht auf besagter Haftvermittlungs-
schicht auf dem festen Tréger,

(5) Erzeugung einer zweiten Vielzahl von dis-
kreten Messbereichen als Teil besagten Mi-
kroarrays durch Aufbringung jeweils kleiner
Mengen der Vielzahl von Lésungen von den in
den komplex zusammengesetzten Proben
nachzuweisenden Analyten gleichartigen Stof-
fen in unterschiedlichen Konzentrationen,

(6) Kontaktierung des Mikroarrays mit einer er-
sten L6sung enthaltend ein oder mehrere Bin-
dungsreagentien als spezifische Bindungspart-
ner fur 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) ortsaufgeléste 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 fiir deren Kontaktierung
mitder ersten Losung charakteristische Signale,
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Aufzeichnung der ersten optischen Signale aus
der zweiten Vielzahl diskreter Messbereiche als
fur deren Kontaktierung mit der ersten Lésung
in Abh&ngigkeit von der Konzentration derin be-
sagten Messbereichen enthaltenen, den in den
komplex zusammengesetzten Proben enthalte-
nen Analyten gleichartigen Stoffen, charakteri-
stische Signale,

(8) Erstellung von Kalibrationskurven fiir 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 fir 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 Lésung, ent-
haltend, zusatzlich zu den ein oder mehr Bin-
dungsreagentien und gegebenenfalls ein oder
mehr Detektionsreagentien derin Schritt (6) hin-
zugegebenen ersten Lésung, 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 zusatzlich hinzugegebener Detekti-
onsreagentien, auf ein oder mehr der in Schritt
(4) erzeugten Arrays von diskreten Messberei-
chen und/oder

(10b) Aufbringung einer dritten Losung, enthal-
tend, zusatzlich zu den ein oder mehr Bindungs-
reagentien und gegebenenfalls ein oder mehr
Detektionsreagentien der in Schritt (6) hinzuge-
gebenen ersten LOsung, eine bekannte hohe
Konzentration von Stoffen, welche &hnlicher 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 zuséatzlich hinzugegebener Detekti-
onsreagentien, auf ein oder mehr der in Schritt
(4) erzeugten Arrays von diskreten Messberei-
chen,

(11) ortsaufgeldste 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 L6-
sung bzw. in Schritt (10b) mit der dritten Losung
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-

spriiche 1 bis 7 und/oder eines Verfahrens nach ei-
nem der Anspriiche 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
Praklinischen Entwicklung, zur Identifizierung, Vali-
dierung und Kontrolle ("monitoring") von biologi-
schen oder chemischen Markerstoffen ("biomark-
ers"), zur ldentifizierung und Verifizierung von Si-
gnaltransduktionswegen in der Proteomforschung
und Systembiologie, zum Affinitdtsscreening und
insbesondere zum Antikorperscreening, zu Echt-
zeitbindungsstudien und zur Bestimmung kineti-
scher Parameter im Affinitatsscreening und in der
Forschung, zu qualitativen und quantitativen Analy-
tbestimmungen, insbesondere fiir 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 fir die m-RNA-Expressi-
on und fir die Protein(bio)synthese, flr die Erstel-
lung von Toxizitatsstudien sowie fiir die Bestimmung
von Expressionsprofilen, insbesondere zur Erstel-
lung von zelluldren Expressionsprofilen von krank-
haften und gesunden Zellpopulationen, mitund ohne
aulRere Stimulation, und deren Vergleich, zur Unter-
suchung der zeitlichen Entwicklung derartiger Ex-
pressionsprofile Uber Zeitrdume von Minuten, Stun-
den, Tagen, Wochen, Monaten oder Jahren, zur Be-
stimmung von biologischen und chemischen Mark-
erstoffen, wie mMRNA, Proteinen, Peptiden oder nie-
dermolekularen organischen (Boten)Stoffen, sowie
zum Nachweis von Antikérpern, Antigenen, Patho-
genen oder Bakterien in der pharmazeutischen Pro-
duktforschung und -entwicklung, der Human-und
Veterinardiagnostik, der Agrochemischen Produkt-
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forschung und -entwicklung, der symptomatischen
und prasymptomatischen Pflanzendiagnostik, zur
Patientenstratifikation in der pharmazeutischen Pro-
duktentwicklung und fur 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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Tab. 1
Messbereichsinhalts- | In diskreten Messbereichen aufgebrachte Losung
Kennzahl
1-9 Gereinigtes 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, mit 0.1 mg/ml BSA
10-12 Spotting-Puffer
13 -21 Gereinigtes 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, mit 0.1 mg/ml Rattenserum
22-24 Spotting-Puffer
25-31 Losungen von Rattenherzgewebe-Lysat mit unterschiedlichem
Gesamtproteingehalt (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) in Spotting-Puffer
32-36 Spotting-Puftfer
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37-43

Lésungen von Rattenherzgewebe-Lysat mit unterschiedlichem
Gesamtproteingehalt (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) in Spotting-Puffcr, mit
zusitzlich jeweils 1000 ng/ml gereinigtem Akt

44— 48

Spotting-Puffer

49 - 55

Akt-freie Losung von Rattenserum mit unterschiedlichem
Gesamtproteingehalt (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) in Spotting-Puffer

56 - 60

Spotting-Puffer

61 - 67

Verdiinnungsreihe von Rattenserum in Spotting-Puffer mit
zusitzlich hinzugefiigtem, gereinigtem Akt
(Gesamtproteinkonzentration, Gehalt an Akt: 0.025 mg/ml, 50
ng/ml; 0.050 mg/ml, 100 ng/ml; 0.1 mg/ml, 200 ng/ml; 0.2
mg/ml, 400 ng/ml; 0.3 mg/ml, 600 ng/ml; 0.4 mg/ml, 800 ng/ml;
0.5 mg/ml, 1000 ng/ml).

68 - 72

Spotting-Puffer

73 - 81

Losungen von Rattenherzgewcebe-Lysat in Spotting-Putfer (0.3
mg/ml), mit unterschiedlichen Konzentrationen gereinigten Akts
(0 ng/ml; 0.91 ng/ml; 2.74 ng/ml; 8.2 ng/ml; 27.2 ng/ml; 74.0
ng/ml; 222 ng/ml; 667 ng/ml; 2000 ng/ml).

82 -84

Spotting-Puffer

Cy5-BSA (0.5 nM) in Spotting-Puffer

Tab. 1
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Kalibrationskurven: Akt

Messbereiche mit

Akt + 0.1 mg/ml Albumin:
B ohne Kompetition Akt
[ mit Kompetition Akt

Akt + 0.1 mg/ml| Rattenserum:
® ohne Kompetition Akt
O mit Kompetition Akt

Kalibrationskurven: Akt

Messbereiche mit
Akt + 0.1 mg/ml Albumin:
B ohne Kompetition

1 mit Kompetition Rattenserum
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Kalibrationskurven:
P-Akt (Thr308)
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Akt + 0.1 mg/ml Rattenserum:
® ohne Kompetition Akt
O mit Kompetition Akt

Kalibrationskurven:
P-Akt (Thr308)

Messbereiche mit

Akt + 0.1 mg/ml Albumin:

B ohne Kompetition

[1 mit Kompetition Rattenserum



Signal (RFI)

Signal (RFI)

EP 2 269 724 A1

Proteinkonzentration (mg/ml)

0.6

0 0.1 02 03 04 05
105 : T T T T
15 i
0.1 |
0.014% 3
LA : : :
01 10 100 1000
Akt (ng/ml)
Fig. 16
Proteinkonzentration (mg/ml)
10O 0.1 02 03 04 05 06
15 i L
0.15 ]
_n/l

100 1000
Akt (ng/ml)
Fig. 17

46

P-Akt (Thr308)

Messbereiche mit
Herzgewebeproben:
V¥ + 1 ug/ml Akt
A Akt endogen
(Abszisse oben)

Kalibrationskurve:
B Akt Standards
(Abszisse unten)

P-Akt (Thr308)

Messbereiche mit
Herzgewebeproben:
1 pg/ml Akt hinzugefligt
¥ ohne Kompetition
V' mit Kompetition Akt
Akt endogen
A ohne Kompetition
A mit Kompetition Akt
(Abszisse oben)

Kalibrationskurve:
B Akt Standards
(Abszisse unten)



Signal (RFI)

EP 2 269 724 A1

10+
z
®
c
2
@014
0.01-
+ 1 yg Akt/ml  endogen Akt
nein ja nein ja Kompetition
Fig. 18

Proteinkonzentration (mg/ml)

P-Akt (Thr308)

Messbereiche mit
Herzgewebeproben:
1 pug/ml Akt hinzugeflgt
¥ ohne Kompetition
V' mit Kompetition Rattenserum
Akt endogen
A ohne Kompetition
4 A mit Kompetition Rattenserum
(Abszisse oben)

Kalibrationskurve:
M Akt Standards
(Abszisse unten)

0 01 02 03 04 05 06
105 T : x T x T . T T T x
1, | N
vy .
1 ,
01—5 }'/éﬁ // 4
3 & o
W Yy .
i f/%/ 1 /¥/‘/
0-01':%1/ ,,,,,,, e
1T
01 10 100 1000
Akt (ng/ml)
Fig. 19

47



EP 2 269 724 A1

)

Europdisches
Patentamt

European
Patent Office

Office européen
des brevets

[y

EPO FORM 1503 03.82 (P04C03)

EUROPAISCHER RECHERCHENBERICHT

EINSCHLAGIGE DOKUMENTE

Nummer der Anmeldung

EP 10 17 1762

Kategorie

Kennzeichnung des Dokuments mit Angabe, soweit erforderlich,
der mafBgeblichen Teile

Betrifft
Anspruch

KLASSIFIKATION DER
ANMELDUNG (IPC)

X

WO 20047023142 Al (ZEPTOSENS AG [CH];
PAWLAK MICHAEL [DE]; SCHICK EGINHARD [DE];
OROSZLAN) 18. Marz 2004 (2004-03-18)

* Seite 12, Zeile 3 - Zeile 7; Anspriiche;
Beispiele *

WO 20047023143 A2 (ZEPTOSENS AG [CH];
PAWLAK MICHAEL [DE]; SCHICK EGINHARD [DE];
OROSZLAN) 18. Marz 2004 (2004-03-18)

* Anspriiche; Beispiele *

PAWLAK M ET AL: "ZEPTOSENS' PROTEIN
MICROARRAYS: A NOVEL HIGH PERFORMANCE
MICROARRAY PLATFORM FOR LOW ABUNDANCE
PROTEIN ANALYSIS",

PROTEOMICS, WILEY - VCH VERLAG, WEINHEIM,
DE LNKD-
D01:10.1002/1615-9861(200204)2:48LT,383::A
ID-PROT383&6GT,3.0.C0,2-E,

Bd. 2, Nr. 4, 1. April 2002 (2002-04-01),
Seiten 383-393, XP009021061,

ISSN: 1615-9853

* das ganze Dokument *

PAWELETZ C P ET AL: "REVERSE PHASE
PROTEIN MICROARRAYS WHICH CAPTURE DISEASE
PROGRESSIONSHOW ACTIVATION OF PRO-SURVIVAL
PATHWAYS AT THE CANCER INVASION FRONT",
ONCOGENE, NATURE PUBLISHING GROUP, GB
LNKD- DOI:10.1038/SJ.0NC.1204265,

Bd. 20, Nr. 16, 1. April 2000 (2000-04-01)
, Seiten 1981-1989, XP001021583,

ISSN: 0950-9232

* das ganze Dokument *

Der vorliegende Recherchenbericht wurde fiir alle Patentanspriiche erstellt

1,6,8,10

1,6,8,10

1-10

INV.
B01J19/00
GOIN33/53
GOIN33/543

RECHERCHIERTE
SACHGEBIETE (IPC)

1-10

GOIN
BO1J

Recherchenort AbschluBdatum der Recherche

Miinchen 4. November 2010

Vogt, Titus

Prufer

X : von besonderer Bedeutung allein betrachtet

Y : von besonderer Bedeutung in Verbindung mit einer
anderen Veréffentlichung derselben Kategorie

A : technologischer Hintergrund

O : nichtschriftliche Offenbarung

P : Zwischenliteratur Dokument

KATEGORIE DER GENANNTEN DOKUMENTE

T : der Erfindung zugrunde liegende Theorien oder Grundsétze
E : alteres Patentdokument, das jedoch erst am oder
nach dem Anmeldedatum veréffentlicht worden ist
D :in der Anmeldung angefiihrtes Dokument
L : aus anderen Griinden angefiihrtes Dokument

& : Mitglied der gleichen Patentfamilie, tbereinstimmendes

48



EP 2 269 724 A1

9

Europdisches
Patentamt

European
Patent Office

Office européen
des brevets

—

EPO FORM 1503 03.82 (P04C03)

EUROPAISCHER RECHERCHENBERICHT

EINSCHLAGIGE DOKUMENTE

Nummer der Anmeldung

EP 10 17 1762

Kategoria Kennzeichnung des Do!(uments_mit Angabe, soweit erforderlich, Betrifft KLASSIFIKATION DER
der maBgeblichen Teile Anspruch ANMELDUNG (IPC)

A LUEKING A ET AL: "PROTEIN MICROARRAYS FOR|1-10

GENE EXPRESSION AND ANTIBODY SCREENING",

ANALYTICAL BIOCHEMISTRY, ACADEMIC PRESS

INC, NEW YORK LNKD-

DOI:10.1006/AB10.1999.4063,

Bd. 270, Nr. 1, 1. Mai 1999 (1999-05-01),

Seiten 103-111, XP000949937,

ISSN: 0003-2697

* das ganze Dokument *
A MULLENIX ET AL.: "Allergen-specific IgE [1-10

Detection on Microarrays UsingRolling
Circle Amplification: Correlation with in
VitroAssays for Serum IgE",

CLINICAL CHEMISTRY,

Bd. 47, Nr. 10, 2001, Seiten 1926-1929,
XP002604648,

* Seite 1929, linke Spalte *

Der vorliegende Recherchenbericht wurde fir alle Patentanspriiche erstellt

RECHERCHIERTE
SACHGEBIETE (IPC)

Recherchenort AbschluBdatum der Recherche

Miinchen 4. November 2010

Vogt, Titus

Prafer

KATEGORIE DER GENANNTEN DOKUMENTE

X : von besonderer Bedeutung allein betrachtet

Y : von besonderer Bedeutung in Verbindung mit einer
anderen Veréffentlichung derselben Kategorie

A : technologischer Hintergrund

O : nichtschriftliche Offenbarung

P : Zwischenliteratur Dokument

T : der Erfindung zugrunde liegende Theorien oder Grundsatze
E : dlteres Patentdokument, das jedoch erst am oder
nach dem Anmeldedatum veréffentlicht worden ist
D : in der Anmeldung angefiihrtes Dokument
L : aus anderen Grinden angefiihrtes Dokument

& : Mitglied der gleichen Patentfamilie, tibereinstimmendes

49



EPO FORM P0461

EP 2 269 724 A1

ANHANG ZUM EUROPAISCHEN RECHERCHENBERICHT
UBER DIE EUROPAISCHE PATENTANMELDUNG NR. EP 10 17 1762

In diesem Anhang sind die Mitglieder der Patentfamilien der im obengenannten européaischen Recherchenbericht angefiihrten
Patentdokumente angegeben.

Die Angaben Uber die Familienmitglieder entsprechen dem Stand der Datei des Europaischen Patentamts am

Diese Angaben dienen nur zur Unterrichtung und erfolgen ohne Gewahr.

04-11-2010

Im Recherchenbericht Datum der Mitglied(er) der Datum der
angefuhrtes Patentdokument Verdffentlichung Patentfamilie Veréffentlichung
WO 2004023142 Al 18-03-2004 AU 2003258683 Al 29-03-2004
EP 1561109 Al 10-08-2005
JP 2005537486 T 08-12-2005
US 2005059014 Al 17-03-2005
WO 2004023143 A2 18-03-2004 AU 2003298412 Al 29-03-2004
EP 1556695 A2 27-07-2005
JP 2005537487 T 08-12-2005
US 2004166508 Al 26-08-2004

Far néhere Einzelheiten zu diesem Anhang : sieche Amtsblatt des Européaischen Patentamts, Nr.12/82

50



EP 2 269 724 A1
IN DER BESCHREIBUNG AUFGEFUHRTE DOKUMENTE
Diese Liste der vom Anmelder aufgefiihrten Dokumente wurde ausschlie3lich zur Information des Lesers aufgenommen

und ist nicht Bestandteil des europdischen Patentdokumentes. Sie wurde mit gréter Sorgfalt zusammengestellt; das
EPA lbernimmt jedoch keinerlei Haftung flir etwaige Fehler oder Auslassungen.

In der Beschreibung aufgefiihrte Patentdokumente

US 5445934 A [0005]

US 6365418 B1 [0006]

US 5726064 A [0012]

US 20040043508 A1 [0013]
US 5677196 A [0014]

WO 01092870 A [0018]

WO 0240998 A [0018]

WO 0113096 A [0082]

WO 0143875 A [0082] [0156]
WO 9533197 A [0103] [0111]

In der Beschreibung aufgefiihrte Nicht-Patentliteratur

Paweletz et al. Oncogene, 2001, vol. 20, 1981-1989

[0010]

51

WO 9533198 A [0103] [0111]
WO 9635940 A [0103] [0111]
US 5478755 P [0106]

US 5841143 P [0106]

US 5006716 P [0106]

US 4649280 P [0106]

WO 0188511 A [0117]

WO 02103331 A [0156]

EP 0110012 W [0162]



patsnap

ERATROF) ATHEEFREYERPHN —MB ST MPN T ERERR
DF(RE)F EP2269724A1 DF(E)A 2011-01-05
HiFs EP2010171762 RiFH 2005-10-29

RIS (ERAA(E) FREARESARIEAT
REERRAGE)  BEERESAT

HARBHEARAE) FEERRSLH

[#R1 &% BB A PAWLAK MICHAEL
SCHICK EGINHARD
VENTURI MIRO
EHRAT MARKUS
-3 PN PAWLAK, MICHAEL
SCHICK, EGINHARD
VENTURI, MIRO
EHRAT, MARKUS
IPCH %S B01J19/00 GO1N33/53 GO1N33/543
CPCoE= G01N33/54373 GO1N21/6428 GO1N21/6452 GO1N21/648 GO1N33/54306 Y10S436/807 Y10S436/809
{15 PCT/EP2005/011607 2005-10-29 WO
SEReELE Espacenet
BEGR)
BRNEEEXRABRNENHERTHIFTY , BREEASE LN TIES j
NELAENBR/ABBRAOER/EEASE LMARMEEFNSEZ -
B, BE— NEHNECENEYIEM  F-NE=AREEELEEEHN ]
ERPTYHNERELESEBE  HETRWEERN AT |, BN E ]
F—  BEZNE=ZXES  URIEBZRNERAES, RUEGEEKD o
HEMERTRN DY , SEEBGSE LN TELEM B BEINFHRE/R Tab. 1 - - —
BROER/EBECRELTEERMIEETNEGREZE , EE—DEHEN Kennaant N —

BUEMMEIIEM - F-NE=RAREBEAEANEN I MWW FFME
ZEmBM , AEEEFEERNERT , F—  F-HNE=KESHNEH
NE , URAESHIERMER, SN EFENFERER. #
mEdieE  AREDRY  SRNEEK D NWHED. NETERRD
T1 LM R. RARHTES =R/ R RERENMTEA R, BB
BRITEYREASTEYMSEATIRE , £WE  REVERER , EEREY
ZEANPEREYRED , URFERIEN/FEKIFIL. RIS 5
ZEMRELESRA L, FERNEH ERESD MW BANESY L. FE ST FMELE QN TR/ & WA/ AR
RS  AERRENETENESEM, BIRMMEETRESHANNNETERS , ES I EENELERIFRNSHF
B, FTRSTYNBES T IO AFNHE , XELN AT ER BRI REFERERE, SMATRERLS
BEFIREN BT D T FEHFERENCEWERFERNEFTRMOM T , ERCUT oY, NETENRENCHH
TRRENEERUFEREHL  UBYE-ARNFNSRBES TN RAERE. F2ZRUNNESTEGFSIHEEBE KR
b AN TTHSNREMES RN ETENERMCEMS, FRIAN , E5HNENIERERENNESTHE LIS
L#1T, BEESHARNERFUHEAEEATENE - X2ESHMIEZ/E=ARNE -—BRENENXFES AN EREE,
SHMHRE/BERN BN AZESHBEFSRUEMEEAFENAZESCANERBE, EZFEF , ETEHERPEENT
10% WD TWREER, NETEZHMEERECAZMORAFNIFERULES | HPRERN TAIREHNSE S BT RO =
FINZESENNETE 2 BAEMFLEENLEREEAD. BEREXNAZEARFOHRAMNEX  AEEEMUER , HERHE
W, POKEER , LR, R, HEBRHE , UREEFSIABEBRNERHZERRS - ESEEH. ZEHESXRNHLIN

frer
kt (0 ng/ml, 1 ng/nl, 3 ng/ml, 10 ng/ml, 30 ng/ml,

0 ng/ml. 1000 ng/ml, 3000 ng/ml) in Spotting-

1 mg/ml Rattenserum

2 Lysat mit
ngehalt (0.025 mg/ml, 0.050 mg/ml, 0.1 mg/ml, 0.2

3 mg/ml. 0.4 mg/ml. 0.5 mg/ml) in Spotting-Puffer

Spotting-Puffer



https://share-analytics.zhihuiya.com/view/cb4f9ae5-7069-4cc3-a250-f67de4724a6b
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/035432746/publication/EP2269724A1?q=EP2269724A1

BXAWEISREFNNETE  RENETENAESN/IKANETENKESHELIERUARBLANEHERK, BFEUT
WARMER . (1) ATEBRTENRKEHERPIMWOMES, (2) EMREERDOSTINERBRHER.



