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(54) Title: METHOD AND TESTING SYSTEM FOR ANALYZING AND/OR DETECTING BIOMOLECULES AND/OR AC-
TIVE SUBSTANCES IN LIQUID SAMPLES

(54) Bezeichnung: VERFAHREN UND TESTSYSTEM ZUR UNTERSUCHUNG UND/ODER ZUM NACHWEIS VON BIO-
MOLEKULEN UND/ODER WIRKSTOFFEN IN FLUSSIGKEITSPROBEN

(57) Abstract: The method for analyzing and/or detecting the type and/or quantity of at least one sample substance is characterized
by the following features: pre-dosed quantities of carrier particles are prepared, which are loaded with probe/detector molecules
and dried, and which are different with regard to size and/or color (color type and/or color intensity). These carrier particles are
either: (i) brought into contact with a liquid that contains the sample substance(s) to be analyzed or detected, whereby the sample
substance(s) is/are marked with one and/or more defined marking quantities or they are; (ii) simultaneously or sequentially brought
into contact with sample substance(s) and with marker/reporter substance(s) that are located in the same or different liquids. After one
or more reaction times, the quantity and/or color of the carrier particle and at least one marking quantity of the sample substance(s)
and/or marker/reporter substance(s) are analyzed, and the type and/or amount of sample substance(s) can be concluded based on this
analysis. The testing system is characterized in that it comprises carrier particles, which are loaded with probe or detector molecules
and which are different with regard to size and/or color.

(57) Zusammenfassung: Das Verfahren zur Untersuchung und/oder zum Nachweis der Art und/oder Menge wenigstens einer Pro-
bensubstanz ist durch forlgende Merkmale gekennzeichnet: Vordosierte Mengen von hinsichtlich GréBe und/oder Farbe (Farbenart
und/oder Farbenintensitit) verschiedenen, mit Sonden-/Detektormolekiilen beladenen und getrockneten Trégerpartikeln werden be-
reitgestellt. Diese Trigerpartikel werden entweder (i) mit einer Fliissigkeit in Kontakt gebracht, die die zu untersuchende(n) bzw.
nachzuweisende(n) Probensubstanz(en) enthélt, wobei die Probensubstanz(en) mit einer und/oder mehreren definierten Markierungs-
groBen markiert sind, oder sie werden (ii) mit Probensubstanz(en) und mit Marker-/Reportersubstanz(en), die sich in derselben oder
in verschiedenen Fliissigkeiten befinden, gleichzeitig oder sequenziell in Kontakt gebracht. Nach einer oder mehreren Reaktions-
zeiten wird die GroBe und/oder Farbe der Trégerpartikel und wenigstens eine Markierungsgrofe der Probensubstanz(en) und/oder
Marker-/Reportersubstanz(en) analysiert, woraus auf die Art und/oder Menge der Probensubstanz(en) geschlossen werden kann.
Das Testsystem ist dadurch gekennzeichnet, daB es hinsichtlich GréBe und/oder Farbe verschiedene Gruppen von mit Sonden- bzw.
Detektormolekiilen beladene Trégerpartikel umfaft, die in getrockneter Form vordosiert vorliegen.
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Verfahren und Testsystem zur Untersuchung und/oder zum Nachweis von

Biomolekiilen und/oder Wirkstoffen in Fliissigkeitsproben

Beschreibung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Untersuchung und/oder zum Nachweis der
Art und/oder Menge wenigstens einer zu untersuchenden Probensubstanz, bei dem
(a) vordosierte Mengen Tragerpartikel bereit gestellt werden, die mit Sonden- bzw.
Detektormolekiilen beladen sind, (b) diese beladenen Tréagepartikel in getrockneter
Form vorliegen, (c) (i) die Tragerpartikel mit einer Flussigkeit, die die zu
untersuchende(n) bzw. nachzuweisende(n) Probensubstanz(en) enthalt, in Kontakt
gebracht werden, wobei die Probensubstanz(en) mit einer oder mehreren
definierten MarkierungsgréRen markiert ist/sind, oder (ii) die Tragerpartikel mit
der/den Probensubstanz(en) und mit Marker- bzw. Reportersubstanz(en), die sich
in derselben oder in verschiedenen Flussigkeiten befinden, gleichzeitig oder
sequentiell in Kontakt gebracht werden, und (d) nach einer oder mehreren
Reaktionszeiten, wahrend der die in Kontakt gebrachten Probensubstanz(en) und
Sonden- bzw. Detektormolekile und Marker- bzw. Reportersubstanz binden
kénnen, wenigstens eine (vorzugsweise jedoch zwei oder mehr) definierte
Markierungsgrée analysiert wird, aus der auf die Menge der zu untersuchenden

bzw. nachzuweisenden Probensubstanz(en) geschlossen werden kann.

In DE 33 22 373 C2 und EP 0 126 450 ist ein Verfahren beschrieben, welches die
simultane Bestimmung von mehreren Antigenen und/oder Antikérpern aus einer
Probe erméglicht. Eine Mischung aus Partikeln, die mit unterschiedlichen
Antikérpern und/oder Antigenen beschichtet sind, wird mit einer Flussigkeit
gemischt, die die zu untersuchenden bzw. nachzuweisenden Antigene bzw.
Antikérper enthalt. Nach einer definierten Reaktionszeit, in der die
nachzuweisenden Antigehe bzw. Antikérper von den an die Trégerpartikel
beschichteten Antikérpern bzw. Antigenen gebunden werden, erfolgt die
Identifizierung der gebundenen Antigene bzw. Antikérper durch Zugabe einer
Flussigkeit mit fluoreszenzmarkierten Antikérpern und/oder Antigenen, die mit den
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nachzuweisenden bzw. zu untersuchenden Antigenen bzw. Antikérpern spezies-
spezifisch reagieren. Die Analyse der Markierungen der einzelnen Tragerpartikel
erfolgt mit Hilfe von speziell fuar Partikeimessungen abgestimmten
DurchfluBzytometern. Aus dieser Analyse kann auf die Beschaffenheit bzw. auf das
Vorhandensein von zu untersuchenden Antigenen bzw. AntikGrpern
ruckgeschlossen werden. Durch geeignete Auswahl der Antikérper bzw. Antigene,
mit denen die verwendeten Tragerpartikel beladen sind, kénnen vorbestimmte
gewlnschte Eigenschaften der zu untersuchenden FlUssigkeit bzw. ihrer
Inhaltsstoffe untersucht werden. Je nachdem, welche Antigene bzw. Antikdrper in
der zu untersuchenden Flussigkeit nachgewiesen bzw. analysiert werden sollen,
kénnen Testpartikel, die mit entsprechend korrespondierenden Antikérpern bzw.

Antigenen beladen sind, verwéndet werden.

Im vorliegenden Text werden mit "Probensubstanz(en)" die zu untersuchenden
bzw. nachzuweisenden Biomoleklle bzw. Wirkstoffé bezeichnet. Hierbei steht der
Begriff "Biomolekule" fur alle Moleklle und MolekUlfragmente, die natUrlicherweise
in der belebten und unbelebten Natur vorkommen und entweder durch Isolierungs-
verfahren oder identische Nachbildung bereit gestellt werden kdnnen, insbesondere
Molekule in bzw. aus pflanzlichen und tierischen Zellen, Organen und Organismen,
infaus Prokaryonten, infaus Pilzen, infaus Viren und Phagen, aber auch Molekule
wie Virionen, Prione und &hnliche oder Teile davon (z. B. Antigene, Antikérper,
DNA, DNA-Fragmente, etc.).

Der Begriff "Wirkstoffe" steht hier fur alle Molekule, die von Menschenhand kreiert
und synthetisiert wurden (z. B. synthetische Medikamente).

Mit "Sondenmolekilen bzw. Detektormolekilen" werden digjenigen Biomolekile
und/oder Wirkstoffe bezeichnet, mit denen die Tragerpartikel beladen bzw. be-
schichtet sind, d.h. die sich auf/an diesen Tragermolekulen befinden.

Mit "Marker- bzw. Reportersubstanz" werden diejenigen Biomolekile und/oder

Wirkstoffe bezeichnet, die eine bekannte, definierte Markierungsgrée aufweisen,



WO 2004/106931 PCT/DE2004/001078

-3-

welche zur Analyse herangezogen d.h. ausgewertet wird. Als eine solche Marker-
bzw. Reportersubstanz kommen insbesondere Biomolekille oder Wirkstoffe in
Betracht, die selbst Fluoreszenzaktivitét, Phosphoreszenzaktivitat,
Biolumineszenzaktivitét, Chemielumineszenz, Chromophorenaktivitat,
Radioaktivitat oder Enzymaktivitadt aufweisen oder die mit Molekllen gekoppelt
sind, die eine oder mehrere dieser Aktivitaten aufweisen.

Das im Stand der Technik bekannte Verfahren umfafdt die folgenden Schritte:

- Dispensierung der Mischung aus Partikeln, die mit zweiten
Antikérpern/Antigenen als Sonden- bzw. Detektormolektle beschichtet sind, in
ein Reaktionsgefal,

- Zugabe einer Flussigkeit, die die zu untersuchenden bzw. nachzuweisenden
ersten Antigene/Antikérper als Probensubstanz(en) enthélt,

- Inkubation,

- Waschen der Tragerpartikel nach Ende der Reaktionszeit zum Entfernen der
nicht
gebundenen Substanzen und Moleklile,

- Zugabe einer Flussigkeit mit fluoreszenzmarkierten dritten Antikérpern und/oder
Antigenen als Marker- bzw. Reportersubstanz(en), die mit den
nachzuweisenden oder zu untersuchenden ersten Antigenen/Antikérpern (d.h.
der Probensubstanz(en)) spezies-spezifisch reagieren,

- Inkubation,

- Waschen zum Entfernen der nicht gebundenen Substanzen und Molekule, und

- Analyse der Markierungen der einzelnen Tragerpartikel mit Hilfe von speziell fur

Tragerpartikel-Messungen abgestimmten DurchfluRzytometern.

Zu Beginn des Analyseverfahrens ist eine Dispensierung der mit den gewlnschten
Biomolekulen/Wirkstoffen als Sonden- bzw. Detektormolekllen beschichteten
Tragerpartikel bzw. -partikeimischung in ein Reaktionsgefal® vorzunehmen. Dieser
Pipettierschritt beeinfluBt die Qualitdt des Untersuchungsergebnisses ganz
entscheidend, da hiermit die Konzentration der auf den Partikeln befindlichen
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Sonden- bzw. Detektormolekilen in der Testiésung festgelegt wird. Die
Konzentration der auf den Partikeln befindlichen Biomolekulen/Wirkstoffen in der
Testlésung hat EinfluR auf die Testeinstellung und das Testniveau und damit auf
die Bewertung des untersuchten Probenmaterials. Von der Testeinstellung
abweichende Partikelzahlen haben auch Einflul auf die Zahiraten z. B. bei der

Analyse in einem DurchfluRzytometer.

Werden die zu dispensierenden Tragerpartikel z. B. in walrigen Pufferlésungen (z.
B. PBS) geliefert, kommt es aufgrund der héheren Dichte der Tragerpartikel (z. B.
1,05 g/ml fur Tragerpartikel aus Polystyrol) zu einem Sedimentationsprozef3. Vor
der Weiterverwendung mul somit eine Homogenisierung der Suspension
durchgefuhrt werden, wobei das Schaumen der Suspension und die Bildung von
Luftblasen sorgféltig vermieden werden muB. Im darauffolgenden ProzeR muf
darauf geachtet werden, dall eine erneute Sedimentation der Tragerpartikel

vermieden wird.

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, das bekannte Verfahren derart
weiterzuentwickeln, daR die genannten Nachteile vermieden sind und daB eine
vereinfachte Verfahrensfiuhrung bei gleichzeitig hoher Sensitivitat und Spezifitat

méglich ist.

Diese Aufgabe wird gelést mit einem Verfahren der eingangs genannten Art, das
sich dadurch auszeichnet, dafk die mit den Sonden- bzw. Detektormolekilen
beladenen Tragerpartikel hinsichtlich Gréfe und/oder Farbe verschieden sind, und
dafR in Schritt (d) auch die GréRe und/oder Farbe der Tragerpartikel analysiert wird.

"Hinsichtlich Farbe verschieden" bedeutet im vorliegenden Kontext, daf die
Tragerpartikel sowohl mit verschiedenen Farbarten bzw. Farbstoffen (z.B. rot,
grin, blau) als auch mit verschiedenen Farbintensitaten  derselben
Farbart/desselben Farbstoffs (z.B. in zehn Intensitatsstufen von helirot bis
dunkelrot) versehen (codiert) sind bzw. sein kénnen. Bei der Analyse der Farbe
wird folglich die Farbart und/oder die Farbintensitat analysiert.
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Bei dem erfindungsgeméaRen Verfahren werden die mit den Sonden- bzw.
Detektormolekilen beladenen bzw. beschichteten Tragerpartikel vordosiert in
getrockneter Form bereitgestellt. Ein Labormitarbeiter kann so auf die vordosierte
Menge der beschichteten Tragerpartikel zurtickgreifen, ohne dal er zunachst in
einem aufwendigen Pipettierschritt die Menge der Tragerpartikel genau festlegen
muRte. Bei der Untersuchung bzw. dem Nachweis der Probensubstanz(en) ist
dieser besonders kritische und fehlerintensive Schritt also nicht mehr notwendig
und das Verfahren kann somit auch unter vereinfachten Bedingungen ohne grol3e
Expertise durchgefuhrt werden. Der Schritt der genauen Festlegung der Menge der
Trégerpérﬁkel wird im Vorhinein bei der Herstellung entsprechender Testsysteme
vorgenommen.

Da die vordosierte Menge an Tragerpartikeln in getrockneter, vorzugsweise in
gefriergetrockneter Form bereitgestellt wird, ist zudem eine verlangerte Haltbarkeit
der Sonden- bzw. Detektormolekile gegeben, mit denen die Trégerpartikel
beschichtet sind.

Die Bereitstellung der Tragerpartikel in gefriergetrockneter Form ist besonders

einfach zu bewerkstelligen und préazise.

Das erfindungsgeméfRe Verfahren kann sowohl zur Untersuchung der Menge einer
bestimmten vorhandenen Probensubstanz ( d.h. Sorte von Biomolekilen bzw.
Wirkstoffen) als auch zum Nachweis, ob Uberhaupt eine bestimmte
Probensubstanz (d.h. entsprechende Biomolekule oder Wirkstoffe) enthalten sind,

verwendet werden.

In einer bevorzugten AusfUhrungsvariante werden hierfur Tragepartikel eingesetzt,
die nicht nur nach Farbe und/oder GréRe verschieden sind, sondern die zudem mit
unterschiedlichen Sonden- bzw. Detektormolekilen beladen sind.

Die vordosierte Menge an Trégerpartikeln mit darauf befindlichen Sonden- bzw.
Detektormolekilen kann insbesondere zu diesem Zweck aus mehreren Gruppen
von Tragerpartikeln bestehen, wobei sich die einzelnen Gruppen erstens durch die

GroRe undloder Farbung (Farbart und/oder Farbintensitat) der dazugehdrigen
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Tragerpartikel und zweitens durch die Art der Sonden- bzw. Detektormolekulen auf
den Tragerpartikeln voneinander unterscheiden. Mit anderen Worten: die
Tragermolekile jeder einzelnen Gruppe weisen die gleiche GroRe und
Farbart/Farbintensitat auf und sind mit den gleichen Sonden- bzw.
Detektormolekilen beladen, die Tragermolekile zweier Gruppen unterscheiden
sich in ihrer GroRe und/oder ihrer Farbart und/oder Farbintensitét und sie sind mit
unterschiedlichen Sonden- bzw. Detektormoleklle beladen.

Mit dieser Ausfiihrungsvariante des erfindungsgemafien Verfahrens ist ein
Nachweis bzw. eine Untersuchung unterschiedlicher Probensubstanzen in
derselben Testflussigkeit in einem einzigen Untersuchungsdurchgang auf

einfachste Art und Weise durchflhrbar.

Es kénnen hierbei Sonden- bzw. Detektormoleklle eingesetzt werden, die zu
der/den  Probensubstanzen und/oder  zu der/den  Marker-  bzw.
Reportersubstanz(en) komplementér sind. Als komplementar werden dabei
derartige Sonden- bzw. Detektormolekile (d.h. Biomolekule oder Wirkstoffe)
bezeichnet, die Uber eine Affinitats- bzw. Hybridisierungsreaktion und/oder
kovalente Reaktion weitere Probensubstanz(en) (Biomolekule und/oder Wirkstoffe)

binden.

Um zu prifen, ob in einer Flussigkeitsprobe eine bestimmte Sorte Probenmolekule
(d.h. Biomolekile bzw. Wirkstoff) Uberhaupt enthalten ist, werden vorzugsweise.
Tragerpartikel mit Sonden- bzw. Detektormolekulen eingesetzt, die mit den

gegebenenfalls nachzuweisenden Probensubstanzen reagieren (wurden).

Das erfindungsgemaRe Verfahren kann auch unter Ausnutzung einer kompetitiven
Reaktion durchgefihrt werden. Hierbei sind die Probensubstanz(en) und die
Sonden- bzw. Detektormolekulen sehr &hnlich oder sogar gleich und die Marker-
bzw. Reportersubstanzen sind komplementér zu den Probensubstanzen und/oder
den Sonden- bzw. Detektormolekilen. Bei der kompetitiven Reaktion konkurrieren
die Probensubstanz(en) mit den Sonden- bzw. Detektormolekile um die Bindung

zu der markierten komplementéren Marker- bzw. Reportersubstanz. Ist kein
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Probensubstanzteilchen in der Flussigkeit enthalten, binden alle Marker- bzw.
Reportersubstanzteilchen an die Sonden-/Detektormolekile und damit an die
Tragerpartikel und werden detektiert. Sind andererseits viele
Probensubstanzteilchen vorhanden, binden alle Marker- bzw.
Reportersubstanzteilchen an die Probensubstanzteilchen und nicht an die Sonden-
/Detektormolekile und somit nicht an die Tragerpartikel und werden infolgedessen
nicht detektiert.

Bei einer vorteilhaften Ausgestaltung des erfindungsgemaRen Verfahrens werden
die vordosierten und getrockneten bzw. gefriergetrockneten Tragerpartikel als
Presslihge bereitgestellt. Mit anderen Worten: es werden Presslinge verwendet, die
die getrockneten bzw. gefriergetrockneten Tragerpartikel in vordosierter Form
enthalten. Diese Presslinge sind leicht zu handhaben und kénnen in beliebigen

Reaktionsgefalen eingesetzt werden.

Eine Weiterbildung dieser Verfahrensvariante sieht vor, daR verschiedene Gruppen
von Presslingen verwendet werden, die sich durch die unterschiedliche Beladung
der darin enthaltenen Tragerpartikel mit Sonden- bzw. Detektormolekulen
unterscheiden, wobei die Tragerpartikel jedes einzelnen Presslings mit den

gleichen Sonden- bzw. Detektormolekuilen beladen sind.

Beispielsweise kann fur einen infektionsserologischen Test wahrend der
Schwangerschaft  (sog. Schwangerschaftspanel) ein  einziger Pressling
bereitgestellt werden, der verschieden groBe und/oder verschieden farbige
Tragerpartikel enthalt, die mit Sonden- bzw. Detektormolekilen fur die Antigene
und/oder Antikérper von Rételn, Toxoplasmose, CMV, HSV, VZV, Parvovirus u.a.
beladen sind, wobei jede Tragerpartikelspezies mit einer bestimmten Sonden- bzw.
DetektormolekUlspezies beladen ist.

GleichermaRen gut kann beispielsweise fur einen infektionsserologischen Test zur
Impfkontrolle ein Set von mehreren Presslingen bereitgestellt werden wobei jeder
Pressling nur eine einzige, bestimmte Gruppe von Tragerpartikeln beladen mit einer

bestimmten Art Sonden- bzw. Detektormolekll z.B: fur die Antigen und/oder
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Antikérper von Tetanus, Diphtherie, Pertussis u.d enthalt. Diese einzelnen
Presslinge kénnen dann individuell je nach Fragestellung zusammengemischt

werden.

Die vordosierten, getrockneten bzw. gefriergetrockneten Tragerpartikel koénnen
ebensogut unverpresst in Reaktionsgefafien wie z.B. Mikro-Titerplatten oder
Rohrchen bereitgestellt werden, und diese Reaktionsgefale konnen dann ohne
weitere zusatzliche MaRnahmen direkt zur Analyse der zu untersuchenden
Flussigkeit eingesetzt werden. Der Laborant mufd nur noch die zu untersuchende
Flussigkeit in dieses Reaktionsgefa einflilen, um sie mit der vordosierten und
damit bekannten Menge an gefriergetrockneten Tragerpartikeln in Kontakt zu
bringen, ein UmfillprozeR oder eine Mengenbestimmung ist nicht mehr notwendig.

Als definierte MarkierungsgroBe fur die Probensubstanz(en) in der Flussigkeit wird
ein  Fluoreszenzfarbstoff vorgeschlagen, so da in Schritt d) des

erfindungsgeméRen Verfahrens infolgedessen die Fluoreszenz ausgewertet wird.

Besonders vorteilhaft 1aRt sich das erfindungsgemaRe Verfahren dadurch
vereinfachen, daR die vordosierten, mit Sonden- bzw. Detektormolekullen
beladenen Tragerpartikel zusammen mit einer vordosierten Menge an Marker- bzw.
Reportersubstanz(en) in getrockneter bzw. gefriergetrockneter Form bereitgestellt
werden. Die - Marker- bzw. Reportersubstanz(en) weist/weisen hierbei die
Eigenschaft auf, mit der zu untersuchenden bzw. nachzuweisenden
Probensubstanz(en) spezies-spezifisch zu reagieren. Sie kann/kénnen aus einer
oder mehreren Komponenten bestehen, und sie kann/kénnen eine oder mehrere zu
den Sonden- bzw. Detektormolekilen und/oder  Probensubstanz(en)
komplementare Strukturen aufweisen.

Bei einem solchen Verfahren, in der markierte Marker- bzw. Reportersubstanz(en)
bereits mit den vordosierten Tragerpartikeln bereitgestellt werden, ist eine weitere
Verringerung der Fehlerquote durch Einsparung eines weiteren Dispensierschrittes
gewahrleistet. Zusatzlich wird das Prozedere durch Reduktion der Anzahl der

Verfahrensschritte weiter vereinfacht, denn im Gegensatz zu den oben
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geschilderten Verfahrensschritten des Standes der Technik sind bei dieser Variante
des erfindungsgemaRen Verfahrens nur noch die Zugabe einer Flussigkeit, die ggf.
die zu untersuchenden bzw. nachzuweisenden Probensubstanz(en) enthalt, und
die Analyse der Markierungen der einzelnen Tragerpartikel z. B. mit Hilfe von

speziell fur Partikelmessungen abgestimmten DurchfluRzytometern notwendig.

Gegenstand vorliegender Erfindung ist auch ein Testsystem (Kit) zur Verwendung
in dem erfindungsgemaRen Untersuchungs- und/oder Nachweisverfahren, das
dadurch gekennzeichnet ist, daR es hinsichtlich GréRe und/oder Farbe (Farbart
und/oder Farbintensitat) verschiedene Gruppen von mit Sonden- bzw.
Detektormolekllen beladene Tragerpartikel umfalt, die in getrockneter Form
vordosiert vorliegen.

Die Kodierung der Tragerpartikel hinsichtlich der Farbe geschieht vorzugsweise in
bekannter Weise durch Einbringen von einem oder mehreren Fluorophoren
eventuell in unterschiedlichen Konzentrationen in die Tragerpartikel oder durch
Anhangen von einem oder mehreren, gleichartige oder verschiedenartigen
fluoreszierenden(n) Nanopartikel an die Oberflache der Tragerpartikel.

Dieses erfindungsgemale Testsystem (Kit) kann von einem Laboranten ohne
Pipettier- oder Dispensierschritt direkt verwendet werden, so daB in beschriebener
Weise eine wesentliche Fehlerquelle reduziert ist. Solche Testsysteme (Kits)
kénnen in groBen Mengen im Vorhinein hergestellt und als solche z. B. vertrieben

werden,

Vorzugsweise liegen die Tragerpartikel in  dem Testsystem (Kit) in
gefriergetrockneter Form vor,

Das Testsystem kann hinsichtlich GréBe und/oder Farbe verschiedene Gruppen
von Tragerpartikeln umfassen, wobei die Tragerpartikel einer jeden Gruppe mit
gleichartigen Sonden- bzw. Detektormolekuile beladen sind und die Tragerpartikel

verschiedener Gruppen unterschiedliche Sonden- bzw. Detektormolekile tragen.
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Die getrockneten bzw. gefriergetrockneten Tragerpartikeln liegen in dem
Testsystem vorzugsweise entweder vordosiert in Form von einem oder mehreren

Pressling(en) oder unverpresst vordosiert in einem Reaktionsgefalt vor.

Bei einer AusfUhrungsvariante des erfindungsgemaRen Testsystems ist
vorgesehen, daR es zusétzlich wenigstens eine Marker- bzw. Reportersubstanz
umfaldt, die mit zu untersuchenden  Probensubstanz(en) spezies-spezifisch
reagieren kann. Diese Marker- bzw. Reportersubstanz kann insbesondere eine
Fluoreszenzaktivitat, Phosphoreszenzaktivitat, Biolumineszenzaktivitat,
Chemielumineszenzaktivitét, Chromophorenaktivitat, Radioaktivitat oder

Enzyméktivitét aufweisen.

Die Marker- bzw. Reportersubstanz(en) ist/sind vorzugsweise entweder in den
Presslingen oder in den mit den Tragerpartikel beflliten Reaktionsgefalien mit
enthalten und kann/kénnen aus einer oder mehreren Komponenten bestehen.

Fur diese besonderen Ausfihrungsformen des Testsystems (Kits) bestehen die
oben bereits fur das erfindungsgemaRe Verfahren beschriebenen Vorteile in

analoger Weise.

Alle erfindungsgemaRen Testsysteme (Kits) werden vorzugsweise an zentraler
Stelle hergestellt und von dort vertrieben, so daR sie nach Erwerb im Labor ohne
zusatzlichen Dispensier- oder Pipettierschritt direkt far die gewlnschten

Untersuchungen eingesetzt werden konnen.

Das erfindungsgemafe Verfahren und das erfindungsgemaie Testsystem wird im
folgenden anhand von Figuren und Ausfuhrungsbeispielen néher erlautert. Dabei
versteh sich von selbst, dai die in den Beispielen beschriebene Vorgehensweise
bei der betreffenden Untersuchung dem Prinzip nach auch fir jede andere
Untersuchung  einer  Flussigkeitsprobe  hinsichtlich  darin  befindlicher

Probensubstanz(en) gilt.
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Figur 1 zeigt beispielhaft (denkbar sind natlrlich auch andere Temperatur und
Druckprofile) den Temperatur- bzw. Druckverlauf bei der Gefriertrocknung bei der
Durchfuhrung eines erfindungsgemafen  Herstellungsverfahrens  fur  die
erfindungsgemanen Testsysteme (Kits).

Beispiel 1: Infektionsserologische Untersuchung bei Schwangeren -
Variante 1

Um Informationen Uber das Vorhandensein und/oder die Beschaffenheit bestimmter
Probensubstanz(en), beispielsweise Antigene und/oder Antikérper von Roételn,
Toxoplasmose, CMV, HSV, VZV, Parvovirus in der Serumprobe einer schwangeren
Frau, zu erhalten, werden unterschiedlich grofe Trégerpartikell mit
unterschiedlichen Sonden- bzw. Detektormolektle, namlich Sonden- bzw.
Detektormolekile firr diese und eventuell weitere Antigene und/oder Antikérper,
beladen, vordosiert, gefriergetrocknet und - entweder unverpresst in einem
Reaktionsgefal oder zu einem Pressling verpresst - bereitgestellt.

Zur Analyse dieser Serumprobe greift ein Labormitarbeiter auf ein solches
ReaktionsgefaR oder einen solchen Pressling mit einer vordosierten Menge an
Tragerpartikeln zuriick. Er weiB, wieviele Tragerpartikel und damit Sonden- bzw.
Detektormolekille er einsetzt, und fir welche der zu untersuchenden bzw.
méglicherweise nachzuweisenden Probensubstanz(en) die Sonden- bzw.
Detektormolekille spezifisch sind. Der Labormitarbeiter bringt den Pressling oder
die unverpresste Menge Tragerpartikel in dem Reaktionsgefall mit der zu
untersuchenden Flussigkeit, die die Probensubstanz(en) enthalt, namlich mit der
Serumprobe, in einem bzw. dem Reaktionsgefal® in Kontakt. Gleichzeitig oder
sequentiell fugt er eine bestimmte Menge Marker- bzw. Reportersubstanz(en)
hinzu.

Dieser Schritt eribrigt sich, falls die Marker- bzw. Reportersubstanz(en) bereits
zusammen mit den mit Sonden- bzw. Detektormolekilen beladenen Tragerpartikeln
getrocknet, vordosiert und entweder zu einem Pressling verpresst oder unverpresst

in ein Reaktionsgefal abgefllit vorliegen.
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Nach Ablauf der Reaktionszeit sind an die Tragerpartikel unterschiedliche
Probensubstanz(en) und gleichartige Marker- bzw. Reportersubstanz gebunden.

Durch Analyse der GréRe der Tragerpartikel - z.B. in einem fur Partikelmessungen
abgestimmten DurchfluBzytometer - kann auf die Art und durch Analyse der
definierten MarkierungsgréRe(n) der Probensubstanz(en) und/oder Marker- bzw.
Reportersubstanz(en) kann auf die Menge Probensubstanz(en) in der zu

untersuchenden Flussigkeit zurlickgeschlossen werden.

Zur Entfernung ungebundener Substanzen kénnen am Ende der jeweiligen

Reaktionszeiten an sich bekannte Waschschritte durchgefuhrt werden.

Beispiel 2: Infektionsserologische Untersuchung bei Schwangeren -
Variante 2

Wie Beispiel 1, jedoch werden anstelle der verschieden grof3en Tragerpartikel
verschieden farbige, namlich hinsichtlich Farbeart und/oder Farbintensitat
verschiedene Tragerpartikel eingesetzt und mit den unterschiedlichen Sonden-
bzw. Detektormolektlen beladen.

Durch Analyse der unterschiedlichen Farbe bzw. Farbintensitat sind die
verschiedenen Tragerpartikel und damit die Art (Sorte) der an sie gebundenen
Sonden- bzw. Detektormolekile und die Art (Sorte) der damit detektierten
Probensubstanzen(en) nachweisbar, und durch Analyse der definierten
MarkierungsgroRe(n) der  Probensubstanz(en) und/oder der Marker- bzw.
Reportersubstanz(en)  kénnen Ruckschiisse auf die  Menge  der

Probensubstanz(en) in der zu untersuchenden Flussigkeit gezogen werden

Beispiel 3: Infektionsserologische Untersuchung bei Schwangeren -
Variante 3

Wie Beispiel 2, jedoch werden Tragerpartikel eingesetzt, die verschiedene grof und

verschieden farbig sind, wobei die Verschiedenfarbigkeit in einer unterschiedlichen

Farbart oder einer unterschiedlichen Farbintensitat (bei gleiche Farbart) bestehen
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kann. Tragerpartikel der gleichen GroéRe und Farbart oder Farbintensitat, d.h. der
gleiche Codierung, sind mit Sonden- bzw. Detektormolekilen der gleichen Art
(Sorte) beladen, Tragerpartikel mit anderer GroRe und/oder Farbart und/oder
Farbintensitat, d.h. mit anderer Codierung, sind mit einer anderen Art (Sorte) von
Sonden- bzw. Detektormolekulen beladen.

Durch Analyse der unterschiedlichen Grof3e und/oder Farbart und/oder
Farbintensitat sind die verschiedenen Tragerpartikel und damit die Art der an sie
gebundenen Sonden- bzw. Detektormolekile und die Art der damit detektierten
Probensubstanzen(en) nachweisbar, und durch Analyse der definierten
MarkierungsgréRe(n) der Probensubstanz(en) und/oder der Marker- bzw.
Reportérsubstanz(en) kénnen  Ruckschlisse auf die Menge  der

Probensubstanz(en) in der zu untersuchenden Flussigkeit gezogen werden

Beispiel 4: Nachweis von Probensubstanz(en) ohne Verwednung von
Marker- bzw. Reportersubstanz(en)

Zum Nachweis von Nukleinsauresequenzen (z. B. DNA) konnen bereits die

Probensubstanz(en), z.B. eine bestimmte DNA, fluoreszenzmarkiert sein. Fur einen

solchen Test wird die nachzuweisende DNA zunéchst amplifiziert. Dieser Schritt

kann mit bereits fluoreszenzmarkierten Primern erfolgen, so daf} die Amplifikate der

nachzuweisenden DNA (also der Probensubstanz) bereits einen Fluorophor

enthalten.

" An die hinsichtlich GréRe und Farbe (Farbart und/oder Farbintensitat) codierten

Tragerpartikel sind Sonden- bzw. Detektormolekdle, z.B. in Gestalt einer zweiten

(komplementaren) DNA gekoppelt. Die fluoreszenzmarkierten Amplifikate der

nachzuweisenden DNA ( Probensubstanz(en)) binden direkt an die (zweite)

Sonden- bzw. Detektor-DNA an/auf den Tragerpartikeln.

Der Einsatz von Marker- bzw. Reportersubstanz(en) ist nicht erforderlich. Zur

Durchfihrung dieses Verfahrens wird deshalb ein Testsystem gemal Beispiel 5

vorgeschlagen.

Andererseits besteht auch die Méglichkeit, markierte und nicht markierte dritte

DNA-Molekile als Marker- bzw. Reportersubstanzen einzusetzen, die als Brucke



WO 2004/106931 PCT/DE2004/001078

-14 -

zwischen der Proben-DNA und der Sonden- bzw. Detektor-DNA fungieren. Zur
Durchfilhrung dieser Verfahrensvariante eignet sich ein Testsystem gemaf Beispiel
6, namlich ein Testsystem , das mit Sonden- bzw. Detektor-DNA beladene
Tragerpartikel und markierte oder nicht markierte Marker- bzw. Reporter-DNA in
getrockneter, vordosierter Form umfaft.

Beispiel 5: Herstellung und Zusammensetzung ‘eines erfindungsgeméfien
Testsystems (Kits) - Variante 1
Eine oder mehrer Sorten Tragerpartikel (.d.h Trégerpartikel mit derselben oder mit
verschiedenen Codierungen) werden in definierten Mengen und unter genau
Uberwachten Bedingungen in Reaktionsgefale dispensiert, wobei vorzugsweise ein
spezielles Puffer-Stabilisator-System (z.B. 50 mM Phosphatpuffer, 150 mM
Natriumchlorid, 0,02 % Natriumazid, 8 g/L Gelatine Hydrolysat, pH 7,4, zusétzlich
Gerustbildner und Hilfsstoffe wie z.B. Saccharose, Phenylalanin) verwendet wird.
Falls erforderlich werden die Tragerpartikel mittels Ultraschall und/oder
mechanischem Ruhren homogenisiert. AnschlieBend werden diese vordosierten
Tragerpartikel mittels  Gefriertrocknung oder anderer Trocknungsverfahren
getrocknet und damit haltbar und einfacher handhabbar gemacht. Hierbei wird
vorzugsweise ein Temperatur- und Druckprofil eingesetzt, wie es der Figur 1 zu
entnehmen ist. Je nachdem, fur welche Analysen das Testsystem eingesetzt
werden soll, werden entweder (a) Tragerpartikel derselben Codierung und beladen
mit nur einer Art (Sorte) Sonden- bzw. Detektormolekule, oder (b) Tragerpartikel
derselben Codierung aber beladen mit verschiedenartigen (verschiednen Sorten)
Sonden- bzw. Detektormolekulen oder (c) Tragerpartikel verschiedener Codierung
und pro  Codierung beladen mit nur einer Art (Sorte) Sonden- bzw.

Detektormolekulen verwendet.

Nach der Trocknung/Gefriertrocknung koénnen diese mit Sonden- bzw.
Detektormolekilen beladenen Tragerpartikel zu Presslingen geformt werden, wobei
diese Presslinge jeweils eine vorbestimmte Menge Trégerpartikel enthalten.
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Im Falle von Presslingen, die nur eine Sorte von Tragerpartikeln mit bestimmter
GroRe und bestimmter Farbart und/oder Farbintensitat, d.h. die nur Tragerpartikel
derselben Codierung enthalten, und wobei diese Tragerpartikel mit nur einer Art
(Sorte) komplementérer Sonden- bzw. Detektormolekiilen beladen sind, kann die
Mischung der Tragerpartikel durch Kombination entsprechender Presslinge in

einem ReaktionsgefaR individuell hergestellt werden.

Beispiel 6: Herstellung und Zusammensetzung eines erfindungsgeméfRen
Testsystems (Kits) - Variante 2

Wie Béispiel 5, jedoch werden die mit den Sonden- bzw. Detektormolekilen
beladenen Tragerpartikeln zusammen mit einer definieten Menge Marker- bzw.
Reportersubstanz(en) unter Verwendung eines speziellen Puffer-Stabilisator-
Systems unter genau Uberwachten Bedingungen in die Reaktionsgeféalie
dispensiert, mittels Gefriertrocknung oder anderer Trocknungsverfahren getrocknet
und schlieRlich zu Presslingen verpresst oder unverpresst in Reaktionsgefalle
abgefullt bereitgestellt.
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Patentanspriiche

Verfahren zur Untersuchung und/oder zum Nachweis der Art und/oder Menge

wenigstens einer Probensubstanz, bei dem

a) vordosierte Mengen Tragerpartikel bereitgestellt werden, die mit Sonden-
bzw. Detektormolekilen beladen sind,

b) diese beladenen Tragerpartikel in getrockneter Form und vorliegen,

c) (i) die Tragerpartikel mit einer Flussigkeit, die die zu untersuchende(n)
bzw. nachzuweisende(n) Probensubstanz(en) enthalt, in Kontakt gebracht
werden, wobei die Probensubstanz(en) mit einer und/oder mehreren
definierten Markierungsgréf3en markiert sind, oder

'(ii) die Tragerpartikel mit Probensubstanz(en) und mit Marker- bzw.
Reportersubstanz(en), die sich in derselben oder in verschiedenen
Flussigkeiten befinden, gleichzeitig oder sequenziell in Kontakt gebracht
werden, und

d) nach einer oder mehreren Reaktionszeiten, wéhrend der die miteinander
in  Kontakt gebrachten Probensubstanz(en) und Sonden- bzw.
Detektormolekile und Marker- bzw. Reportersubstanz(en) binden kénnen,
wenigstens eine MarkierungsgréRe analysiert wird, aus der auf die Art
und/oder Menge der Probensubstanz(en) geschlossen werden kann,

dadurch gekennzeichnet,

daR die mit den Sonden- bzw. Detektormolekilen beladenen Tragerpartikel

hinsichtlich GréRe und/oder Farbe (Farbenart und/oder Farbenintensitét)

verschieden sind, und daf in Schritt (d) auch die GréRe und/oder Farbe der

Tragerpartikel analysiert wird.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dal die Tragerpartikel
gefriergetrocknet sind.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dafi
die nach Farbe undloder GréRe verschiedenen Tragerpartikel mit
unterschiedlichen Sonden- bzw. Detektormolekulen beladen sind.



10.

WO 2004/106931 PCT/DE2004/001078

17

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, bei dem die getrockneten bzw.

gefriergetrockneten Tragerpartikel als Presslinge bereitgestellt werden.

Verfahren nach den Anspriichen 3 und 4, bei dem verschiedene Gruppen von
Presslingen verwendet werden, die sich durch die unterschiedliche Beladung
der darin enthaltenen Tragerpartikel mit Sonden- bzw. Detektormolekilen
unterscheiden, wobei die Tragerpartikel jedes einzelnen Presslings mit den

gleichen Sonden- bzw. Detektormolekilen beladen sind.

Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daf}
die getrockneten bzw. gefriergetrockneten Tragerpartikel in Reaktionsgefalten
vordosiert bereitgestellt werden.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dafl
die  definierte Markierungsgrole  der  Probensubstanz(en) ein
Fluoreszenzfarbstoff ist und in Schritt d) die Fluoreszenz ausgewertet wird.

Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daf}
die Marker- bzw. Reportersubstanz Fluoreszenzaktivitat,
Phosphoreszenzaktivitat, Biolumineszenzaktivitét, Chemielumineszenz,

Chromophorenaktivitat, Radioaktivitét oder Enzymaktivitat aufweist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daf}
die vordosierten, mit Sonden- bzw. Detektormolekilen beladenen
Tragerpartikel zusammen mit einer vordosierten Menge an Marker- bzw.
Reportersubstanz(en), die dazu geeignet ist/sind, mit der zu untersuchenden
bzw. nachzuweisenden Probensubstanz(en) spezies-spezifisch zu reagieren,

in getrockneter bzw. gefriergetrockneter Form bereitgestellt werden

Testsystem zur Verwendung in einem Verfahren nach Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, daR es hinsichtlich GréRe und/oder Farbe verschiedene
Gruppen von mit Sonden- bzw. Detektormolekilen beladene Tragerpartikel

umfaft, die in getrockneter Form vordosiert vorliegen.



1.

12.

13.

14.

15.

16.

WO 2004/106931 PCT/DE2004/001078

18

Testsystem nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dal® die
Tragerpartikel derselben Gruppe mit gleichartigen Sonden-  bzw.
Detektormolekiile beladen sind und die Tragerpartikel verschiedener Gruppen

unterschiedliche Sonden- bzw. Detektormolekule tragen.

Testsystem nach einem der Anspriche 10 oder 11, dadurch gekennzeichnet,
daR die Tragerpartikel gefriergetrocknet vorliegen.

Testsystem nach einem der Anspriiche 10 bis 12, dadurch gekennzeichnet,
daR die getrockneten Tragerpartikeln vordosiert in Form von einem oder

mehreren Pressling(en) vorliegen.

Testsystem nach einem der Anspriiche 10 bis 12, dadurch gekennzeichnet,
daR die getrockneten Tragerpartikeln vordosiert in einem Reaktionsgefal

vorliegen.

Testsystem nach einem der Anspriiche 10 bis 14, dadurch gekennzeichnet,
daR es zusatzlich wenigstens eine Marker- bzw. Reportersubstanz umfaft.

Testsystem nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dall die Marker-
bzw. Reportersubstanz  Fluoreszenzaktivitét, Phosphoreszenzaktivitat,
Biolumineszenzaktivitat, Chemielumineszenz, Chromophorenaktivitat,
Radioaktivitat oder Enzymaktivitat aufweist.
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