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(57) Abstract: The invention relates to a system for luminescence detection of an analyte in a sample, said system comprising
a carrier on which an analyte-specific substance and a reference substance are present. The invention also relates to a method for
detecting an analyte in a sample using said system. The inventive system, in addition to detecting the analyte, is adapted to determine
the sample quantity, the quantity of the analyte and/or the operational readiness of the support for detection.
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(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft ein System fiir den Lumineszenz-Nachweis eines Analyten in einer
flissigen Probe, wobei das System einen Tridger umfasst, auf dem sich eine Analyt-spezifische Substanz und eine Referenzsub-
stanz befinden. Des weiteren betrifft die Erfindung ein Verfahren zum Nachweis eines Analyten in einer fliissigen Probe, wobei
das genannte System verwendet wird. Das erfindungsgemésse System eignet sich zusitzlich zum Nachweis eines Analyten dazu,
die Probenmenge zu bestimmen, die Menge des Analyten zu bestimmen und/oder die Funktionsbereitschaft des Trigers fiir einen
Nachweis festzustellen.
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Multifunktionales Referenzsystem bei Analytbestimmungen durch

Fluoreszenz
Beschreibung

Die vorliegende Erfindung betrifft ein System fiir den Lumineszenz-
Nachweis eines Analyten in einer fliissigen Probe, wobei das System einen
Trager umfasst, auf dem sich eine Analyt-spezifische Substanz und eine
Referenzsubstanz befinden. Des weiteren betrifft die Erfindung ein
Verfahren zum Nachweis eines Analyten in einer flissigen Probe, wobei das
genannte System verwendet wird. Das erfindungsgemafe System eignet
sich zusatzlich zum Nachweis eines Analyten dazu, die Probenmenge zu
bestimmen, die Menge des Analyten zu bestimmen und/oder die
Funktionsbereitschaft des Tragers fiir einen Nachweis festzustellen.

Das erfindungsgemaBe System und Verfahren zum Nachweis eines
Analyten beruht auf einem Lumineszenz-Nachweis, insbesondere einem
Fluoreszenz-Nachweis. Solche Nachweissysteme sind im Stand der Technik
bereits seit langem bekannt. Bei den heutigen Analysemethoden stellt die
photometrische Auswertung von analytischen Testelementen eines der
gebrauchlichsten Verfahren zum schnellen Nachweis bzw. zur schnellen
Bestimmung der Konzentration von Analyten in Proben dar. Allgemein
werden photometrische Auswertungen im Bereich der Analytik, der
Umweltanalytik und vor allem im Bereich der medizinischen Diagnostik
eingesetzt. Insbesondere im Bereich der Blutglucosediagnostik aus
Kapillarblut besitzen Testelemente, die photometrisch ausgewertet werden,

einen groRen Stellenwert.

Bei fluoreszenzspektrometrischen Nachweissystemen héngt die Intensitat
der Emission der fluoreszenziernden Substanzen direkt proportional von der
Intensitat der Anregung ab. Dabei kann die Intensitat der Anregung durch
viele Faktoren beeinflusst werden, zum Beispiel durch das Verhalten der
Lichtquelle {iber die Zeit oder Verdnderungen der Lichtwege. Gerade in
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einem Kleingerat, welches nicht feststehend in einem Labor zur Messung
benutzt wird, koénnen Veranderungen der Lichtwege unterschiedliche
Anregungsintensitéten hervorrufen. Daher ist es sehr schwierig, absolute
Fluoreszenzmessungen reproduzierbar durchzufiihren.

Aus diesem Grunde verwenden die heute géngigen Fluoreszenz-
Testsysteme eine Referenzsubstanz, auf die bezogen werden kann. Es sind
verschiedene Arten von Referenzsubstanzen bekannt.

Beispielsweise ist im Stand der Technik bekannt, in Nachweissystemen, die
auf einem Fluorophor beruhen, einen zweiten Fluorophor zu verwenden, der
bei einer anderen Wellenldnge emittiert als der fiir den Analyten
spezifischen Fluorophor. Dieser zweite Fluorophor kann somit als Referenz
benutzt werden. Dabei kann dann durch zwei verschiedene Filter (und zwei
Detektoren) zwischen den beiden Fluorophoren unterschieden werden,
wobei ein Fluorophor keine chemische Umsetzung erféhrt und als Referenz
dienen kann. Dieses Nachweissystem ist beispielsweise in der folgenden
Literaturstelle beschrieben: Principles of Fluorescence Specfroscopy, J. R.
Lackowicz, Kluver Academic/Plenum Publishers, New York, Boston,
Dordrecht, Moscow 1999, 2. Auflage.

Ein anderer Ansatz besteht in einer zeitaufgelosten und phasenmodulierten
Referenzierung, bei der ein sehr langlebiger Fluorophor, der eine langere
Lebensdauer als ein fiir den Analyten spezifischer kurzlebiger Fluorophor
hat, als Referenzsubstanz verwendet wird. Wahrend die langlebige
Lumineszenz in ihren Parametern vom Analyten nicht beeinflusst wird,
verandert sich die Intensitét des fiir den Analyten spezifischen, kurzlebigen
Leuchtstoffs in Abhangigkeit von der jeweiligen Analytkonzentration. Dann
kann durch zeitaufgeloste Messung zuerst Analyt-Fluorophor gemessen
werden und anschlieBend das Abklingen der Referenz aufgenommen
werden. Das Verhdltnis des Abklingsignals zu dem Signal des Analyten plus
dem der Referenzsubstanz muss immer gleich sein, unabhangig mit welcher
Intensitat eingestrahit wurde.
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WO 99/06821 offenbart ein solches System. Hierbei werden zumindest zwei
verschiedene Leuchtstoffe co-immobilisiert auf einem Trager verwendet,
deren erster zumindest in der Lumineszenzintensitdt auf den zu
bestimmenden Parameter des Analyten anspricht, und deren zweiter
zumindest in der Lumineszenzintensitdt und der Abklingzeit auf den zu
messenden Parameter nicht anspricht. Die Leuchtstoffe weisen
unterschiedliche Abklingzeiten auf. Das Zeit- oder Phasenverhalten der sich
ergebenden Lumineszenzantwort kann somit zur Bildung einer
ReferenzgréBe fiir die Bestimmung des zu messenden Parameters des

Analyten verwendet werden.

WO 02/056023 offenbart einen optischen Sensor zur Bestimmung
zumindest eines Parameters in einer Probe, wobei auch hier ein auf den
Parameter ansprechendes Indikatormaterial mit kurzer Ablingzeit und ein
auf den Parameter nicht ansprechendes Referenzmaterial mit langer
Abklingzeit verwendet werden. Hierbei sind das Indikatormaterial und das
Referenzmaterial auf einem gemeinsamen Trager immobilisert und auf der

Probenseite mit einer lichtundurchlassigen Schicht abgedeckt.

Die Referenzierung tber einen zweiten Fluorophor, der bei einer anderen
Wellenldnge gemessen wird, benétigt allerdings einen hdheren apparativen
Aufwand. So werden zum Beispiel zwei Filter anstelle nur eines einzigen
Filters bendtigt, tjm das Anregungslicht abblocken zu kdnnen, und es
werden in der Regel auch zwei Detektoren benétigt. Hinzu kommt, dass
durch die Trennung der optischen Wege nach der Anregung in
unterschiedliche Detektoren einer der beiden Wege fehlerhaft sein kann,
was dann zu einer falschen Referenzierung fiihren wiirde.

Bei der zeit- oder phasenaufgeldsten Referenzierung besteht der Nachteil,
dass die Messungen der Analyten immer vor einem leuchtenden
Hintergrund durchgefithrt werden miissen. Das bedeutet, das immer ein
gewisser Offset oder Signaluntergrund besteht, der den Messbereich
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begrenzt. Dieses Prinzip ist beispielsweise in Figur 1 dargestellt.

In Figur 1 sieht man den Messbereich des Analytsignals mit und ohne
Referenz. Ohne den Referenzfluorophor kann der Messbereich optimal auf
den zu umspannenden Dynamikbereich angepasst werden. Mit
Referenzfluorophor wird ein Teil des Messbereichs von der Referenz

beansprucht.

Die Referenzsubstanzen bzw. Referenzleuchtstoffe, die in den oben
genannten Verfahren des Standes der Technik eingesetzt werden, kénnen
nur als Referenzsubstanz fiir den Vergleich mit dem Analyten verwendet
werden, sie kénnen jedoch keine weiteren Funktionen erfiillen.

Ein wichtiges Thema bei der Bestimmung von Analyten im Diagnostik-
Bereich ist jedoch auch die Benetzungserkennung und/oder eine

Fullkontrolle des Testfeldes.

Auch in diesem Bereich gibt es im Stand der Technik Ansatze, die
bestehenden Verfahren zu verbessern. WO 83/00931 offenbart eine
Vorrichtung und ein Verfahren zum Nachweis einer fliissigen Probe, wobei
bestimmt wird, ob eine ausreichende Menge an Probenfliissigkeit
aufgetragen wurde. Dies wird erreicht, indem von einem Tropfendetektor,
der eine Lichtquelle umfasst, Strahlung auf die Probe abgegeben wird, die
innerhalb der Absorptionsbande von Wasser liegt. Es wird zun&chst der
Probentrager im trockenen und dann im benetzten Zustand bestrahit und
somit die Feuchtigkeit gemessen. Aufgrund des Unterschieds der.
detektierten Signale wird dann der Feuchtigkeitsgehalt der Probe berechnet.

US-Patent 5,114,350 offenbart ein Verfahren und eine Vorrichtung zur
Bestimmung der Konzentration eines  Analyten in einer
Korperfliissigkeitsprobe. Der Grad der Benetzung des Reaktionstragers wird
dadurch gemessen, dass die Menge an reflektiertem Licht gemessen wird,
die mit zunehmender Benetzung abnimmt.
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DE 10248555 A1 offenbart ein Verfahren zur Erkennung und Kompensation
der Unterdosierung von Teststreifen. In dieser Druckschrift wird ein
Testelement beschrieben, welches ein Analyt-spezifisches Reagenz
umfasst, das mit einem Analyten in einer Probe wechselwirkt, sowie eine
Kontrollsubstanz, die mit einer Probenmatrix der Probe wechselwirkt. Das
Analyt-spezifische Reagenz wechselwirkt mit dem Analyten in Abhéangigkeit
von der Analytkonzentration in einem Detektionswellenlangenbereich. Die
Kontrollsequenz wechselwirkt bei Bestrahlung des Testfeldes mit der
Probenmatrix in Abhangigkeit von der auf das Testfeld aufgegebenen
Probenmenge. Die Kontrollsubstanz kann dabei auch mit dem in der
Probenmatrix enthaltenen Wasser reagieren. Ein Beispiel, das in DE
10248555 genannt ist, verwendet Chlorphenolrot als Analyt-unabhangigen
Farbbildner zur Bestimmung der Probenmenge und 2,18-
Phosphormolybdanséure als Analyt-spezifisches Reagenz zur Bestimmung
der Glucosekonzentration in einer Probe, z. B. einer Blutprobe. In dem
genannten  Beispiel dieses Dokuments miissen somit zwei
Wellenliangenbereiche detektiert werden, was dieses Testsystem apparativ

aufwéndig macht.

Die der Erfindung zugrunde liegenden Aufgabe bestand darin, ein System
und Verfahren zum Nachweis eines Analyten in einer fliissigen Probe
bereitzustellen, welches mit einer Referenzsubstanz und einer analyt-
spezifischen Substanz durchgefiihrt werden kann, ohne dabei den im Stand
der Technik beschriebenen hohen apparativen Aufwand in Kauf nehmen zu

mussen.

Die erfindungsgeméRe Aufgabe wird geldst durch ein System fiir den
Lumineszenz-Nachweis eines Analyten in einer fliissigen Probe, umfassend
einen Trager, umfassend eine Analyt-spezifische Substanz, die in der Lage
ist, bei Kontakt mit dem Analyten ein erstes Lumineszenzsignal abzugeben,
und ein Referenzsubstanz, die in der Lage ist, ein zweites

Lumineszenzsignal abzugeben welches durch Kontakt mit der flissigen
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Probe im wesentlichen gequencht wird.

Uberraschendeweise lassen sich aus dem Stand der Technik bekannte
Nachweisverfahren dadurch erfindungsgemaR vereinfachen, dass eine
Referenzsubstanz verwendet wird, welche in Abwesenheit der Probe ein
Lumineszenzsignal abgibt, welches als Referenzsignal verwendet werden
kann. Bei Zugabe der Probe wird dieses L.umineszenzsignal schlagartig im
wesentlichen gequencht, d.h. es liefert im wesentlichen kein Signal mehr,:

oder zumindest ein sehr stark verringertes Signal.

Besonders vorteilhaft fiir die vorliegende Erfindung ist es, wenn Anregung
und Emission bei etwa den gleichen Wellenléngen liegen wie fir die
analytspezifische Substanz. Dies bedeutet, dass dann flr die Detektion der
Lumineszenzsignale ein einziger Detektor verwendet werden kann.

Durch die Eigenschaft der Referenzsubstanz, in Abwesenheit der Probe ein
Lumineszenzsignal abzugeben, was dann bei Inkontaktbringen mit der
Probe gequencht wird, kann die Referenzsubstanz nicht nur zum Nachweis
des Analyten verwendet werden, sondern auch zum Bestimmen der
Probenmenge, zum Bestimmen der Menge des Analyten und/oder der
Funktionsbereitschaft des Trigers. Die Referenzsubstanz kann
beispielsweise so gewdhlt werden, dass ihr Lumineszenzsignal bei
Benetzung gequencht wird. Dann kann die Funktionsbereitschaft des
Testsystems sichtbar gemacht werden. Falls also der Trager, der das
Testsystem umfasst, in etwa bei der Lagerung feucht geworden ist oder dgl.,
oder andere Substanzen mit ihm in Kontakt gekommen sind, wird dieses
Lumineszenzsignal der Referenzsubstanz gequencht sein, und es ist
erkennbar, dass dieses Testsystem nicht funktionsbereit ist.

Vorzugsweise ist das Quenchen reversibel, d.h. wird die Probe oder
insbesondere die Benetzung entfernt bzw. riickgéngig gemacht, so kann

auch das Lumineszenzsignal wieder hergestelit werden.
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Damit kann neben der Referenzierung eine Benetzungserkennung und/oder
eine Fiillkontrolle mit dem erfindungsgemafen System erreicht werden. Wird
z.B. auf dem Trager ein Testfeld vorgesehen und dieses nicht vollstandig
von der Probe benetzt, bleibt ein Restlumineszenzsignal bestehen. Es ist
dann mdglich, rechnerisch eine Korrektur im Bezug auf das Analytsignal

Uber diese Restlumineszenz zu machen.

Wenn die Lumfne‘szenzeigenschaften im Bezug auf die Umgebungsfeuchte
reversibel sind; kann eine solche Referenzsubstanz auch als
Feuchteindikator verwendet werden. Der Feuchteindikator gibt dann Uber
die Lagerbedingungen des Testsystems und seine Funktionsbereitschaft
Auskunft. Mann kann somit die Referenzsubstanz auch als Indikator fiir ein
zu wahlendes Verfallsdatum des Testsystems verwenden.

Lumineszenzsubstanzen, insbesondere  Fluorophore, die  solche
Eigenschaften aufweisen, sind im Stand der Technik kaum bekannt. Die
meisten  Fluorophore erfahren in  feuchter ~Umgebung eine

Fluoreszenzerhéhung und kein Quenchen.

Wenn die Lumineszenzeigenschaften der Analyt-spezifischen Substanz vom
pH-Wert abhéngen, kann die Analyt-spezifische Substanz zur Bestimmung
des pH-Wertes verwendet werden. In einer Ausfiihrungsform ist das
erfindungsgeméafe System daher ein pH-Sensor, d.h. ein System, wobei dfe
Analyt-spezifische Substanz ausgewé&hlt ist aus Substanzen, deren
Lumineszenzsignal vom pH-Wert abhéngig ist. In dieser Ausfiihrungsform ist
die Referenzsubstanz vorzugsweise keine Substanz, deren
Lumineszenzsignal bei einer pH-Anderung in wesentlichen gequencht wird.
Bevorzugt als Analyt-spezifische Substanz ist LysoSensor Blue DND-167
oder ein Derivat davon, z. B. zur Bestimmung des pH-Wertes im Bereich von
etwa 3,5 bis etwa 7,0 oder etwa 4,5 bis etwa 6,0.

Vor Aufbringen der Probe weist der Trager des erfindungsgeméRRen pH-
Sensors vorzugsweise einen pH-Wert auf, bei dem die Analyt-spezifische
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Substanz im wesentlichen keine Lumineszenz zeigt. Im Falle von
LysoSensor Blue DND-167 kann dies ein pH ausgewéhit aus dem Bereich
von etwa 7 bis etwa 10 oder von etwa 8 bis etwa 9 sein.

Ferner kann die Pufferkraft des Tragers so vorbestimmt werden, dass der
Trager im wesentlichen vollstandig auf den pH-Wert der Probe umgepuffert
wird. Dem Fachmann ist bekannt, wie eine derartige Pufferkraft des Tragers

eingestellt werden muss.

Als Referenzsubstanz kommen prinzipiell alle Substanzen infrage, welche in
der Lage sind, ein Lumineszenzsignal abzugeben, welches durch Kontakt
mit der Probe im wesentlichen gequencht wird. Hierbei kénnen alle Arten
von Substanzen verwendet werden, die durch Kontakt mit irgendeinem
Bestandteil der Probe in ihrem Lumineszenzsignal gequencht werden.
Bestandteile in zu untersuchenden Proben, welche das Quenchen auslosen
kénnen, sind z.B. Wasser, Calcium, Magnesium oder andere Metalle oder
deren lonen, der pH-Wert sowie weitere Faktoren.

Wenn Wasser der fiir das Quenchen auslésende Faktor ist, ist die
Referenzsubstanz vorzugsweise ausgewahit aus der Klasse der Chalcone

der Formel I.

Chalcone sind im Stand der Technik bekannt (B.M. Krasovitskii, D.G.
Pereyaslova, ZH. Vsesoyuznogo Obscchestva im. D.l. Mendeleeva, 10 (6),
704 (1965); G.E. Dobretsov, V.A. Petrov, Yu.A. Vladimirov, Studia
Biophysica Berlin, 71 (3), 181-187 (1978)).

Bevorzugt sind Substanzen der allgemeinen Formel |,
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(1)

wobei einer der Reste R, R; und Rs vorzugsweise ausgewahlt ist aus
NR11R12 und SO;Na. Die iibrigen Substituenten Rs, R4, Rs, Rz, Rs, Ro und Rio
kdnnen beliebige Substituenten sein, vorzugsweise Wasserstoff oder

Halogen, insbesondere F, Cl, Brund 1.

Ry und Ri» sind vorzugsweise ausgewahlt aus Wasserstoff, C;-C,s-Alkyl,
insbesondere Methyl, Ethyl, Propyl und Butyl, wobei C;-Cs-Alkyl mit -OH,
-SH, Phosphat, -COOH, -NH,, -SO3Na, -NO, Halogen, insbesondere F, Cl,
Br und |, substituiert sein kann. Ein bevorzugter substituierter Alkylrest ist
CH,CH,-SOsNa.

Besonders bevorzugte  Substanzen, die als erfindungsgemale
Referenzsubstanz geeignet sind, sind Aminochalcone und Chlorchalcone,
insbesondere gemaR den allgemeinen Formeln [I, lIl und IV.

(I
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(1)

cl SO,Na

(V)

10
Chlorchalcon wurde geméaRB einem Verfahren von Krasovitskii hergestellt
(B.M. Krasovitskii, D.G. Pereyaslova, ZH. Vsesoyuznogo Obscchestva im.
D.l. Mendeleeva, 10 (6), 704 (1965)).

15 Aminochalcon, bei dem Ry; und Ry, Methyl sind, ist gewerblich erhaltlich und
wurde fiir orientierende Untersuchungen eingesetzt.

Das Aminochalcon der allgemeinen Formel V, bei der Ry, und R, beide
CH,CH>-SOsNa sind, wurde iber eine mehrstufige Synthese hergestellt.
20

Eine weitere bevorzugte Substanz ist somit die der Formel V.
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V)

HO.S
3 \‘V/\““N

SO4H

Die Quenchreaktion kann auch durch Metallionen hervorgerufen werden. Es
sind somit auch solche Verbindungen als Referenzsubstanzen
erfindungsgemal geeignet, deren Lumineszenzsignal bei Kontakt mit

Metallionen im wesentlichen gequencht wird.

Insbesondere ist es moglich, Referenzsubstanzen auszuwahlen, bei denen
das Lumineszenzsignal durch den Kontakt mit Calcium- bzw.
Magnesiumionen gequencht wird. Hierftr kommen z.B.
Fluoreszenzfarbstoffe infrage, die bei einer Komplexbildung mit Ca?
und/oder Mg?* aufhdren zu fluoreszieren bzw. sehr reduziert fluoreszieren.

Ein Beispiel fir einen solchen Fluoreszenzfarbstoff ist FuraRED, welcher
von der Firma Molprobes erhéltlich ist. FuraRED hat die folgende Struktur:

0 i
ff

((OCCH,),N N(CH,CO),

OCH,CH,0
0O
— CHS
HC
O 4K*
HN //
—NH
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Eine dritte erfindungsgemaf geeignete Referenzsubstanz ist eine, welche
auf eine pH-Anderung anspricht. Es handelt sich hierbei um Substanzen,
deren Lumineszenzsignal bei einer pH-Wert-Anderung im wesentlichen

gequencht wird.

Dies ist besonders vorteilhaft fiir Proben, wie z.B. Blut. Blut hat eine sehr
hohe Pufferkraft und ist daher in der Lage, einen vorher im Testsystem
eingesteliten pH-Wert zu iiberspielen. Ist das Testsystem beispielsweise auf
einen niedrigeren pH-Wert eingestellt (beispielsweise pH 5), wird bei Auftrag
einer Blutprobe das Testsystem umgepuffert auf pH 7.

Ein Beispiel fiir eine solche Referenzsubstanz ist LysoSensor Blue DND-167
von Molprobes (Katalog Nr. L7533, ABS/EM' (nm): 373/425, PKA: 5,1,
geeigneter pH-Bereich: 4,5-6,0).

LysoSensor Blue DND-167

Vi

Ferner konnen fir das erfindungsgeméRe System oder das
erfindungsgemafle Verfahren Derivate von LysoSensor Blue DND-167
verwendet werden, die eine bessere Wasserloslichkeit als LysoSensor Blue
DND-167 aufweisen. Durch die erhohte Wasserldslichkeit kann die
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Reaktionsgeschwindigkeit mit der den Analyten enthaltenden Probe erhoht

werden.

In den erfindungsgemaRen Derivaten von LysoSensor Blue DND-167 sind
ein oder mehrere Wasserstoffatome unabhangig voneinander durch
Substituenten ersetzt, wobei ein Kohlenstoffatom mehr als einen
Substituenten tragen kann. Besonders geeignete Substituenten sind polare
Substituenten, die wenigstens eine positive oder/und negative Ladung

tragen konnen.

Alle mit Wasserstoff besetzten Positionen des Anthracengeriistes, der
beiden Morpholinylgruppen und der beiden Methylengruppen aus
LysoSensor Blue DND-167 sind fur eine erfindungsgemale Substitution

geeignet.

Es ist bevorzugt, dass die erfindungsgeméfien Derivate von LysoSensor
Blue DND-167 genau einen, zwei, drei oder vier Substituenten tragen.

Bevorzugte Substituenten schlieBen -OH, -SH, Phosphat, -COORyj,
‘NR11R12, -SO:Na, -NO,, Halogen, insbesondere F, Cl, Br und I, ein. Ry, und
Ry, sind vorzugsweise ausgewahlt aus Wasserstoff, C1-C4-Alkyl,
insbesondere Methyl, Ethyl, Propy!l und Butyl, wobei C-Cs-Alkyl mit -OH,
-SH, Phosphat, -COOH, -NH,, -SOsNa, -NO., Halogen, insbesondere F, Cl,
Br und |, substituiert sein kann. Ein bevorzugter substituierter Alkylrest ist
-CH2CH.-S0OsNa.

Beispielsweise ist ein Derivat von LysoSensor Blue DND-167 eine
Verbindung der Formel VIL:
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(VI1)

@

LD

9

SO;Na

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist das erfindungsgeméafe System
ein System zur Bestimmung von Glukose, insbesondere der Blutglukose. Als
Analyt-spezifische Substanz kann z. B. NAD oder NADP verwendet werden,
welches in Anwesenheit eines geeigneten Enzymes, z. B. einer
Glukosedehydrogenase, NADH oder NADPH bildet, welches eine
Lumineszenz zeigt. Als Referenzsubstanz wird im erfindungsgeméafien
System zur Bestimmung von Glukose z. B. eine Substanz verwendet, deren
Lumineszenzsignal bei einer pH-Anderung im wesentlichen gequencht wird,
z. B. LysoSensor Blue DND-167 oder ein Derivat davon.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindiung ist auch ein Verfahren
zum Nachweis eines Analyten in einer fliissigen Probe durch Lumineszenz,

umfassend

(i) Bereitstellen eines Tragers, umfassend eine Analyt-spezifische
Substanz, die in der Lage ist, bei Kontakt mit dem Analyten ein erstes
Lumineszenzsignal abzugeben, und umfassend eine Referenzsubstanz,
die in der Lage ist, ein zweites Lumineszenzsignal abzugeben, welches
durch Kontakt mit der fliissigen Probe im wesentlichen gequencht wird,

(ii) Inkontaktbringen des ' Tragers mit einer flissigen Probe, die einen
nachzuweisenden Analyten umfasst, und

(iii) Messen der Lumineszenzsignale und Nachweisen des Analyten durch
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Vergleichen der Lumineszenzsignale.

Bei diesem Verfahren ist es ebenfalls, wie oben bereits erwahnt, bevorzugt,
eine Referenzsubstanz und eine Analyt-spezifische Substanz zu verwenden,
die im Wesentlichen im gleichen Wellenléngenbereich angeregt werden und
emittieren. Vorzugsweise wird zundchst das Lumineszenzsignal der
Referenzsubstanz in Abwesenheit der Probe gemessen, anschlieBend wird
die flissige Probe aufgebracht, und es wird das Lumineszenzsignal
gemessen, welches von der Probe hervorgerufen wird. Dies kann
vorzugsweise durch Verwendung eines einzigen Detektors geschehen. Es
kénnen jedoch auch verschiedene Detekioren angewandt werden,
insbesondere dann, wenn die Wellenlangebereiche der Referenzsubstanz
und der Analyt-spezifischen Substanz sich unterscheiden.

Beschreibung der Figuren

Figur 1 zeigt den Messbereich fiir die Messung fiir das Lumineszenzsignal
eines Analyten mit oder ohne Referenzsubstanz geméal Verfahren des
Standes der Technik.

Figur 2 zeigt die Kinetik des Quenchens von Dimethylaminochalcon bei

Benetzung.

Figur 3 zeigt ein Testsystem unter Verwendung eines Chalcons mit 0,05 %
Feststoffgehalt. Als Proben wurden 4 Ldsungen, jeweils enthaltend 0 mg/dl,
100 mg/dl, 300 mg/dl und 700 mg/dl Glucose verwendet. Es wurde die
Intensitat des Lumineszenz gemessen und mit dem gequenchten Signal,
das von der Kontrollprobe mit 0 mg/dl Glucose stammte, vergleichen. Die
Differenz-Counts sind maximal, wenn ausreichend Probe aufgetragen
wurde. Sie werden immer kleiner, je weniger Probe aufgetragen wird.

Figur 4 zeigt die Anzahl der Counts pro Volumen im selben Testformat wie
in Figur 3 beschrieben. Ab ca. 1 ul wird ein Plateau erreicht, unterhalb



10

15

20

25

30

WO 2006/045596 PCT/EP2005/011448

-16 -

dessen keine zuverlassige Messung mdglich ist.
Figur 5 zeigt das Absorptions- und Emissionsspektrum von FuraRED.

Figur 6 und Figur 7 zeigen die Fluoreszenzemission von LysoSensor Blue
DND-167 in Abhangigkeit des pH-Werts.

Figur 8 zeigt ein Testsystem unter Verwendung von Lysosensor Blue
DND167, NAD und einem Puffer pH=5. Als Proben wurden drei Losungen
mit 0 mg/dl, 1 mg/d! und 2 mg/di Glukose und einem Puffer pH=7 verwendet.
Es wurde die Intensitat der Lumineszenz fiir 24 Sekunden nach Aufbringen
der Probe gemessen. Die Probenldsung pH=7 bewirkte eine Umpufferung
der Schicht, welche Lysosensor Blue DND167 enthielt. Es wurde eine
zeitabhangige Abnahme der Lumineszenz beobachtet. Nach 24 Sekunden

war praktisch keine Anderung der Lumineszenz mehr zu messen.

Figur 9 zeigt ein Testsystem unter Verwendung von Lysosensor Blue
DND167, NAD und einem Puffer pH=5. Als Proben wurden vier Losungen
mit 0 mg/dl, 90 mg/dl, 300 mg/dl Glukose und 700 mg/di und einem Puffer
pH=7 verwendet. Es wurde die Intensitét der Lumineszenz fiir 24 Sekunden
nach Aufbringen der Probe gemessen. Die Probenlosung pH=7 bewirkte
eine Umpufferung der Schicht, welche Lysosensor Blue DND167 enthielt.
Die Ergebnisse mit der Probe, welche 0 mg/dl Glukose enthielt, entsprechen
dem Ergebnis aus Figur 8. Mit ansteigender Glukosekonzentration wird die
Abnahme der zeitabhingigen Lumineszenz geringer (90 mg/dl) bzw. die
Lumineszenz steigt tiber den Ausgangswert an (300 mg/dl und 700 mg/dl
Glukose). Deutlich kdnnen die unterschiedlichen Zeitverlaufe der
Lysosensor Blue DND167- und NADH-abhingigen Lumineszenz

voneinander unterschieden werden.
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Beispiele

Beispiel 1
In einer einfachen Rezeptor wurde die Funktion des Dimethylaminochalcons
tiberpriift. Da dieses Chalcon nicht wasserldslich ist, wurde Methanol als

Wasserersatz verwendet.

Dabei war schon visuell erkennbar, dass das unter UV-Licht in trockenem
Zustand stark fluoreszierende Chalcon schlagartig keine Fluoreszenz mehr

zeigt, wenn ein Tropfen MeOH aufgbracht wird.

Testrezeptur I:

Dimethylaminochalcon 0.2g
MeOH 25ml
Transpafill 5g
Propiofan 0.5g

Das Chalcon wurde in MeOH geldst und mit dem Transpafill versetzt. Zu
dieser Mischung wurde Propiofan gegeben und die Aufschlemmung
homogonisiert. AnschlieBend wurde die Mischung auf eine Pokalonfolie

aufgerakelt und bei 50°C fiir 5 Minuten getrocknet.

Die in Figur 2 dargestellte Messung zeigt die Kinetik des Quenchens, wenn
ein Tropfen Methanol auf die griinlich leuchtende Schicht, die auf die
Pokalonfolie aufgerakelt wurde, aufgebracht wird. Hier sieht man ganz
deutlich, dass ein schlagartiges Quenchen bei Aufbringen von Methanol
erreicht wird, was jedoch reversibel ist, sobald das Methanol wieder von der

Chalconschicht verdunstet d.h. trocknet.



10

15

20

25

30

WO 2006/045596 PCT/EP2005/011448

-18 -

Beispiel 2
1. Abhangigkeit der Fluoreszenz vom pH-Wert

Der Farbstoff Lysosensor Blue DND167 wurde in verschiedenen Puffern mit
verschiedenen pH-Werten geldst, und diese Loésung wurde auf einen
Teststreifen, der nur eine blanke Folie als Auftropfflache enthielt,

aufgegeben. Diese wurden auf dem Messgerat vermessen.

Anregungswellenldnge: 375 nm (UV-LED der Firma Roithner), Detektion ab
420 nm mit Hilfe eines Fluoreszenzfilters, Langpass, KV 418 der Firma
Schott, Detektor BPW34.

Die Ergebnisse sind Figur 7 zusammengestellt (Blindwert = Ldsung ohne
Farbstoff). Mit steigendem pH-Wert sinkt die Fluoreszenz. Bei pH=8 ist der

Blindwert nahezu erreicht.

2. Farbstoff Lysosensor Blue DND167 in einer Schicht bei pH5

'Es wurde eine Schicht hergestellt, die Glukosedehydrogenase, NAD- und

einen Puffer enthielt. Der pH-Wert der Schicht betrug 5.

Figur 8 zeigt die Abnahme der Fluoreszenz bei Auftropfen der Puffer-Lsung
pH 7. Dabei wurde der pH-Wert der Schicht von pH 5 auf pH 7 umgepuffert.
Bei der Umpufferung nahm die Fluoreszenz ab.

In einem weiteren Versuch wurde die Schicht mit gepufferter GlukoselGsung
betropft. Man konnte eine Uberlagerte Reaktion erkennen; einerseits nahm
die Fluoreszenz durch die Umpufferung des Farbstoffes ab (vergleiche Figur
8), andererseits wurde durch die Glukosereaktion fluoreszierendes NADH
gebildet, welches der Glukosekonzentration entspricht. Die Ergebnisse sind

in Figur 9 dargestelit.
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Anspriiche

System fiir den Lumineszenz-Nachweis eines Analyten in einer fllissigen
Probe, umfassend einen Trager, umfassend
eine Analyt-spezifische Substanz, die in der Lage ist, bei Kontakt mit

‘dem Analyten ein erstes Lumineszenzsignal abzugeben, und

eine Referenzsubstanz, die in der Lage ist, ein zweites
Lumineszenzsignal abzugeben, welches durch Kontakt mit der fliissigen

Probe im wesentlichen gequencht wird.

System nach Anspruch 1, weiterhin umfassend mindestens einen
Detektor zum Messen der Lumineszenzsignale der Analyt-spezifischen
Substanz und der Referenzsubstanz.

System nach Anspruch 1 oder 2, weiterhin umfassend eine
Auswertungseinheit zum Bestimmen der Probénmenge, der Menge des
Analyten und/oder der Funktionsbereitschaft des Tragers.

System nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die Analyt-
spezifische Substanz und die Referenz Fluorophoren sind.

System nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die
Referenzsubstanz  ausgewahlt ist aus  Substanzen, deren
Lumineszenzsignal bei Kontakt mit Wasser im wesentlichen gequencht

wird.

System nach Anspruch 5, wobei die Referenzsubstanz eine Verbindung

der Formel | ist.
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System nach einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei die Referenzsubstanz
ausgewahlt ist aus Substanzen, deren Lumineszenzsignal bei Kontakt

mit Metallionen im wesentlichen gequencht wird.
System nach Anspruch 7, wobei die Referenzsubstanz FuraRed ist.

System nach einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei die Referenzsubstanz
ausgewahlt ist aus Substanzen, deren Lumineszenzsignal bei einer pH-
Wert-Anderung im wesentlichen gequencht wird.

System nach Anspruch 9, wobei die Referenzsubstanz LysoSensor Blue
DND-167 oder ein Derivat davon ist.

System nach einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei die Analyt-spezifische
Substanz ausgewdhlt ist aus Substanzen, deren Lumineszenzsignal

vom pH-Wert abhéngig ist.

System nach Anspruch 12, wobei die Analyt-spezifische Substanz
LysoSensor Blue DND-167 oder ein Derivat davon ist.

System nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die Analyt-
spezifische Substanz und die Referenzsubstanz in einem im
wesentlichen gleichen Wellenldngenbereich angeregt werden und

emittieren.

System nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei ein einziger
Detektor zum Messen der Lumineszenzsignale der Analyt-spezifischen
Substanz und der Referenzsubstanz verwendet wird.



WO 2006/045596 PCT/EP2005/011448

15.

16.

17.

18.

20

25

19.

30

-21-

Verwendung einer Substanz, die in der Lage ist, ein Lumineszenzsignal
abzugeben, welches bei Kontakt mit einer Fliissigkeit im wesentlichen
gequencht wird, als Referenzsubstanz in einem Verfahren zum

Nachweis eines Analyten.

Verwendung einer Substanz, die in der Lage ist, ein Lumineszenzsignal
abzugeben, welches bei Kontakt mit einer Fliissigkeit im wesentlichen
gequencht wird, als Referenzsubstanz zur Bestimmung der
Probenmenge.

Verwendung einer Substanz, die in der Lage ist, ein Lumineszenzsignal
abzugeben, welches bei Kontakt mit einer Fliissigkeit im wesentlichen
gequencht wird, als Referenzsubstanz zur Feststellung der
Funktionsbereitschaft eines Systems zum Nachweis eines Analyten.

Verfahren zum Nachweis eines Analyten in einer fliissigen Probe durch

Lumineszenz, umfassend

(i) Bereitstellen eines Tragers, umfassend eine Analyt-spezifische
Substanz, die in der Lage ist, bei Kontakt mit dem Analyten ein
erstes Lumineszenzsignal abzugeben, und umfassend eine
Referenzsubstanz, die in der Lage ist, ein zweites
Lumineszenzsignal abzugeben, welches durch Kontakt mit der
flissigen Probe im wesentlichen gequencht wird,

(ii) Inkontaktbringen des Tragers mit einer fliissigen Probe, die einen
nachzuweisenden Analyten umfasst, und

(iii) Messen der Lumineszenzsignale und Nachweisen des Analyten
durch Vergleichen der Lumineszenzsignale.

Verfahren nach Anspruch 18, wobei das Lumineszenzsignal der
Referenzsubstanz vor dem in Kontaktbringen des Tragers mit der
flissigen Probe gemessen wird.
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Figur 2
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Figur 3
20.05.2004: Einsatz Chalcon 0,05% Feststofigehait
1000 -
A f s’ ~—Glucose Omg/dl
angs-COumts —Glucose 100mg/dl | |
mmGlucose 300myfdl ||
80D
e Glucose 700mg/d)
H )
T é?; . e
= i
Q b R e T
R
2 400 e
(7] et et st
g L\
T
A\
100 \
i} v ; - - : :
D 10 20 30 40 50 B0
Zeit/s

Minimum-counts




WO 2006/045596 PCT/EP2005/011448

4/9

Figur 4
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Figur 5
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Figur 6
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Figure 8
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