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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft eine Vorrich-
tung zur optischen Messung von Eigenschaften von Tans-
portsystemen in Membranen, insbesondere von Carrier- 
oder Kanalproteinen. Um die Eigenschaften von biologi-
schen Transportmolekülen mit hohem Durchsatz messen 
zu können, wird vorgeschlagen, dass die Vorrichtung eine 
optische Messeinrichtung und eine Datenverarbeitungse-
lektronik mit einer Prozesssteuerung und einer Datenerfas-
sung aufweist.
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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung zur op-
tischen Messung von Eigenschaften einzelner Trans-
portsysteme in Membranen, insbesondere von Carri-
er-, Kanalproteinen oder anderen Systemen zum 
Transport von Substanzen durch biologische Memb-
ranen wie Sekretionsmechanismen.

[0002] Biologische Membranen trennen Zellen vom 
äußeren Medium und die einzelnen Zellkomparti-
mente der Zellen voneinander ab. Transportsysteme 
wie Transportproteine und Kanäle steuern selektiv 
den Stoffdurchlass durch diese Membranen. Funkti-
onsstörungen dieser Transporter und Kanäle sind für 
zahlreiche verbreitete Krankheiten verantwortlich. 
Unter den 100 am meisten verkauften Arzneimitteln 
in den USA im Jahre 2004 waren die Membrantrans-
porter die am häufigsten vorkommende Gruppe. Ins-
gesamt werden zurzeit mehr als 100 Transporter-Tar-
gets bei den Pharmafirmen erforscht, was zeigt, wel-
che immense wirtschaftliche Bedeutung diese ha-
ben.

[0003] Für die Entwicklung solcher Wirkstoffe wer-
den Messmethoden benötigt, mit denen Eigenschaf-
ten wie die Transportraten von spezifischen Substra-
ten durch das Transporter-Target und der Einfluss 
von Wirkstoffkandidaten evaluiert werden können. 
Hierbei werden insbesondere Methoden benötigt, die 
einzelne Targetmoleküle sogar automatisiert im 
Hochdurchsatz charakterisieren können.

[0004] Für die Analyse von Transportraten von Io-
nen und geladenen Teilchen können elektrische Mes-
sungen eingesetzt werden. Dieses Verfahren findet 
bereits eine Anwendung im Hochdurchsatz in der bi-
otechnologischen und pharmazeutischen Forschung. 
Es ist jedoch auf geladene Transportsubstrate be-
schränkt und wird daher in der Regel für die Gruppe 
der Ionenkanäle eingesetzt.

[0005] Zum Transport von ungeladenen Molekülen 
wie Aminosäuren, Peptiden, Zuckerverbindungen 
und Fettsäuren, aber auch biologischen Makromole-
külen wie RNA, DNA und Proteinen ist ein Fluores-
zenzanalyse-Verfahren geeignet, das als Fluores-
zenzanalyse einzelner Transporter (nanoFAST) be-
zeichnet wird. Hierbei wird auf eine mit Messkam-
mern strukturierte Oberfläche eines Trägers eine Li-
pidmembran oder biologische Membran oder Zellen 
aufgebracht, die die Transportsysteme enthält. Als 
Transportsysteme kommen beispielsweise Memb-
ranproteine in Frage, die Kanäle oder Carrier sein 
können. Zu dem Transportsystem wird dann ein Sub-
strat gegeben bzw. von den Zellen produziert, wel-
ches mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert ist oder 
intrinsische Fluoreszenz bereitstellt. Der Transport 
über die Membran kann dann mittels Fluoreszenz op-
tisch gemessen werden. Die optische Messung kann 

beispielsweise durch konfokale Laser-Scanning-Mi-
kroskopie, Weitfeld-Fluoreszenz-Mikroskopie oder 
durch TIRF-Mikroskopie (Total Internal Reflection 
Fluorescence) erfolgen. Bei der TIRF-Mikroskopie 
wird Anregungslicht unter einem totalreflektierenden 
Winkel eingestrahlt, so dass Fluoreszenzfarbstoffe 
selektiv innerhalb der räumlichen Ausdehnung eines 
evaneszenten Feldes angeregt werden.

[0006] Da keine geeigneten Geräte existieren, kön-
nen diese Messungen bisher lediglich im Labormaß-
stab durchgeführt werden. Es besteht jedoch ein gro-
ßer Bedarf, das Verfahren auch im industriellen Rah-
men einzusetzen, beispielsweise in der biotechnolo-
gischen Forschung und Arzneimittelentwicklung.

[0007] Aufgabe der Erfindung ist es daher, eine Vor-
richtung vorzuschlagen, durch die die Eigenschaften 
von biologischen Transportermolekülen mit hohem 
Durchsatz gemessen werden können.

[0008] Diese Aufgabe wird dadurch gelöst, dass 
eine Vorrichtung zur optischen Messung von Eigen-
schaften einzelner Transportsysteme in Membranen, 
insbesondere von Carrier- oder Kanalproteinen, vor-
geschlagen wird, welche eine optische Messeinrich-
tung und eine Datenverarbeitungselektronik mit einer 
Prozesssteuerung und einer Datenerfassung und 
-auswertung aufweist. Durch die Prozesssteuerung 
werden die Funktionen des Mikroskops angesteuert 
und die Messung wird automatisch durchgeführt. 
Nach der prozessgesteuerten Erfassung der Mess-
daten erfolgt deren automatische Auswertung. Durch 
diese Automatisierung ist vorteilhafterweise ein ho-
her Probendurchsatz möglich.

[0009] In einer bevorzugten Ausführungsform ist als 
optische Messeinrichtung ein TIRF-Mikroskop vorge-
sehen. Durch die TIRF-Messung werden bevorzugt 
diejenigen Fluoreszenzfarbstoffe angeregt, die vom 
jeweiligen Transportsystem über die Membran in 
eine Messkammer transportiert wurden. Dagegen 
werden Fluoreszenzfarbstoffe außerhalb der Mess-
kammer nicht angeregt. Hierdurch ist eine genauere 
Messung möglich.

[0010] Eine weitere Steigerung des Probendurch-
satzes wird dadurch möglich, dass ein durch die Pro-
zesssteuerung ansteuerbarer Probenmanipulator 
vorgesehen ist. Dieser kann mehrere Aufgaben über-
nehmen, u. a. die Vorbereitung des Biochips für die 
Messung, die Beschickung des Biochips mit Proben 
und Substraten und die Zuführung in die Messappa-
ratur.

[0011] Vom Anmelder wurde bereits eine Patentan-
meldung eingereicht, die als Probenträger einen Bio-
chip, welcher im Wesentlichen als transparenter Trä-
ger mit mehreren Messkammern ausgebildet ist, vor-
schlägt. Der Biochip erlaubt genauere und besser re-
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produzierbare Messungen. Vorteilhafterweise ist die 
erfindungsgemäße Vorrichtung zur Vermessung der-
artiger Biochips eingerichtet.

[0012] Bei einer bevorzugten Ausführungsform des 
Biochips ist auf dessen Oberseite eine Goldschicht 
mit kleineren Öffnungen als die der darunter liegen-
den Messkammern vorgesehen, so dass die Mess-
kammern durch die Goldschicht zum Teil abgedeckt 
werden. Bei der Vermessung derartiger Biochips ist 
es vorteilhaft, wenn die optische Messeinrichtung 
eine Strahlführung aufweist, die nahe am TIRF-Win-
kel ist, diesen aber noch nicht erreicht. Dadurch wird 
das Anregungslicht nicht total an der Unterseite der 
Messkammern reflektiert sondern ein Teil des Lichtes 
durchdringt den Träger und die Messkammern direkt 
und ein anderer Teil reflektiert zusätzlich an der Gold-
schicht, um wiederum auch die Messkammer zu 
durchdringen. Hierdurch ergibt sich eine stärkere An-
regung der Fluoreszenzfarbstoffe. Da das Anre-
gungslicht nahe am TIRF-Winkel, also schräg in den 
transparenten Träger eingekoppelt wird, tritt es im 
Bereich der Öffnungen der Goldschicht mit einem 
Winkel in die Öffnungen ein, mit dem es diese nicht 
verlassen kann. Hierdurch ergibt sich ein günstigeres 
Signal/Rauschverhältnis das die darüber liegende 
Substanz nicht mit dem Anregungslicht bestrahlt 
wird.

[0013] Durch die beschriebenen Merkmale der Vor-
richtung können Messzyklen prozessgesteuert und 
automatisiert durchgeführt werden, wobei jeweils ein 
Messzyklus im Wesentlichen die Vorbereitung des 
Biochips für die Messung, eine darauf folgende opti-
sche Vermessung und eine sich daran anschließen-
de Auswertung der Messdaten umfasst.

[0014] Der Probenmanipulator führt zur Vorberei-
tung der Messung an dem Biochip nacheinander fol-
gende Schritte aus: Zunächst wird der Biochip mit ei-
ner Pufferlösung äquilibriert. Durch die Äquilibrierung 
wird der Biochip auf eine gewünschte Temperatur er-
wärmt, bei der die Fluidität der Lipidmembran sicher-
gestellt ist. Nur bei ausreichender Membranfluidität 
sind die Lipide homogen in der Membran verteilt. Da-
nach erfolgt eine Zugabe von Proteo-Liposomen.

[0015] Die Vorrichtung weist eine Inkubierstation für 
die zu vermessenden Biochips auf. Hierdurch wer-
den die Biochips und Proteo-Liposomen für einen 
einstellbaren Zeitraum bei einer bestimmten Tempe-
ratur gelagert, damit sich über den Messkammern 
eine das Transportsystem enthaltende Membran 
ausbilden kann.

[0016] Durch das anschließende Waschen mit der 
Pufferlösung werden überschüssige Lipide entfernt. 
Im Falle von biologischen Membranen oder Zellen 
reicht eine Zugabe und Inkubation, damit deren 
Membranen die Messkammern verschließen kön-

nen.

[0017] Daraufhin wird ein Wirkstoffkandidat hinzu-
gegeben. Anschließend wird das mit einem Fluores-
zenzfarbstoff markierte oder intrinsisch fluoreszente 
Transport-Substrat hinzugegeben, welches spezi-
fisch mittels des Transportsystems durch die Memb-
ran gelangt. Außerdem wird noch ein spektral trenn-
bares, fluoreszenzmarkiertes Kontroll-Substrat hin-
zugegeben, welches nicht durch die Membran oder 
das Transportsystem gelangen kann. Zuletzt erfolgt 
die Zuführung des Biochips in den Messbereich des 
Mikroskops.

[0018] Nach der Vorbereitung des Biochips wird 
prozessgesteuert eine zeitaufgelöste Fluoreszenz-
vermessung des Substrates in den Messkammern 
des Biochips ausgeführt und die dabei erfassten 
Messdaten verarbeitet. Die Messung kann auch mul-
tispektral bei verschiedenen Wellenlängen erfolgen.

[0019] Nach der Fluoreszenzvermessung wird von 
der Datenverarbeitungseinheit jeweils die zeitaufge-
löste Fluoreszenzintensität für die einzelnen Mess-
kammern mittels Mustererkennung bestimmt. Den so 
bestimmten Messdaten wird mittels eines Unterpro-
gramms eine mathematische Kurve angepasst. Die 
mathematische Kurve ermöglicht eine Klassifizierung 
der Messkammern in drei Kategorien, und zwar in 
dichte Messkammern mit Fluoreszenz-Signal, dichte 
Messkammern ohne Fluoreszenz-Signal und offene 
Messkammern. Die automatische Unterscheidung 
wird anhand der Parameter der mathematischen Kur-
ve getroffen. Messdaten von dichten Messkammern 
ohne Fluoreszenz-Signal und von offenen Messkam-
mern werden verworfen. Für die nicht verworfenen 
Messdaten, also für dichte Messkammern mit einem 
Fluoreszenz-Signal, wird die Geschwindigkeitskons-
tante für den Transport berechnet.

[0020] Von der Datenverarbeitungseinheit wird 
dann vorzugsweise ein Histogramm erstellt, in dem 
alle berechneten Geschwindigkeitskonstanten für 
den Transport gegen deren Häufigkeit aufgetragen 
werden. Aus dem Histogramm wird den jeweiligen 
Geschwindigkeitskonstanten für den Transport eine 
entsprechende Anzahl von Transportsystemen pro 
Messkammer zugeordnet. Durch die Zuordnung ist 
es möglich, alle Geschwindigkeitskonstanten für den 
Transport auf ein Transportsystem pro Messkammer 
zu normieren. Das Maximum des Histogramms für ei-
nen Transporter wird durch eine mathematische 
Funktion bestimmt und gibt mit hoher Genauigkeit die 
für das Transportsystem spezifische Geschwindigkeit 
wieder, mit der es das gemessene Transport-Subst-
rat über die Membran transportiert. Ist die Geschwin-
digkeitskonstante für den Transport in Anwesenheit 
eines Wirkstoffkandidaten erniedrigt oder erhöht, 
dann hat der Wirkstoffkandidat das Transportsystem 
jeweils gehemmt oder beschleunigt und kommt bei-
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spielsweise als potentielles Arzneimittel in Frage.

[0021] Die Erfindung wird in einer bevorzugten Aus-
führungsform unter Bezugnahme auf eine Zeichnung 
beispielhaft beschrieben, wobei weitere vorteilhafte 
Einzelheiten den Figuren der Zeichnung zu entneh-
men sind.

[0022] Funktionsmäßig gleiche Teile sind dabei mit 
denselben Bezugszeichen versehen.

[0023] Die Figuren der Zeichnung zeigen im Einzel-
nen:

[0024] Fig. 1 eine schematische Darstellung der 
Messvorrichtung 1,

[0025] Fig. 2 ein Ablaufdiagramm der wichtigsten 
Schritte einer Messung,

[0026] Fig. 3 Messkurven der zeitabhängigen Fluo-
reszenz, und

[0027] Fig. 4 ein Histogramm mit verschiedenen 
Geschwindigkeitskonstanten für den Transport.

[0028] Fig. 1 zeigt eine schematische Darstellung 
der Messvorrichtung 1. Als optische Messeinrichtung 
dient ein TIRF-Mikroskop 2 (Total Internal Reflection 
Fluorescence), in der Figur auch als FM bezeichnet. 
Es kann aber auch ein herkömmliches Fluoreszenz-
mikroskop verwendet werden. Die Funktionen des 
TIRF-Mikroskops 2 werden automatisiert durch eine 
Prozesssteuerung 7 (PS) angesteuert. Das Mikros-
kop 2 ist für multispektrale Messungen eingerichtet. 
Dadurch ist es möglich, gleichzeitig ein Trans-
port-Substrat und ein Kontroll-Substrat parallel zu 
messen. Durch die Messung des Kontroll-Substrats 
wird ermittelt, ob die Messkammern mit der darüber 
gespannten Membran dicht sind.

[0029] Die Vorbereitung, Präparation und Zufüh-
rung einer Probe und eines Biochips (nicht gezeigt) 
findet ebenfalls automatisiert statt. Hierfür ist ein me-
chanischer Probenmanipulator 4 (PM) vorgesehen, 
der ebenfalls von der Prozesssteuerung 7 angesteu-
ert wird. Der Probenmanipulator 4 verfügt über eine 
Aufnahmeeinrichtung 5 für den Biochip. Nach der 
Präparation und Vorbereitung der Probe wird der Bi-
ochip in einer Inkubierstation 8 inkubiert, die eben-
falls von der Prozesssteuerung 7 angesteuert wird. 
Nach einem einstellbaren Zeitraum fährt der Proben-
manipulator 4 die Aufnahmeeinrichtung 5 mit dem Bi-
ochip in den Messstrahlengang des TIRF-Mikros-
kops 2 und die Messung wird gestartet. Die Fluores-
zenzbilder werden von einer CCD-Kamera 3 aufge-
nommen, in der Datenverarbeitungseinheit 6 (DV) 
gespeichert und automatisch ausgewertet.

[0030] Fig. 2 zeigt ein Ablaufdiagramm der wich-

tigsten Schritte einer Messung. Der gesamte Mess-
vorgang läuft automatisiert ab und wird von einer Pro-
zesssteuerung 7 (siehe Fig. 1) gesteuert. Die Pro-
zesssteuerung 7 fragt zunächst eine Variable ab, ob 
ein neuer Messezyklus gestartet werden soll. Ist dies 
der Fall, wird ein Biochip für die Messung vorbereitet. 
Zunächst wird der Biochip dafür von dem Probenma-
nipulator 4 aus einem Vorratsbehälter in die dafür 
vorgesehene Aufnahmeeinrichtung geführt und diese 
dann in einen Präparationsbereich der Vorrichtung 1
gebracht. Der Biochip besteht aus einem Träger, der 
für das Anregungslicht beziehungsweise das Fluo-
reszenzlicht transparent ist. Auf seiner Oberseite ist 
eine Goldschicht aufgebracht, die durchgehende 
Vertiefungen aufweist, welche zusammen mit dem 
Träger nach oben geöffnete Messkammern bilden. 
Gold hat den Vorteil, dass es einerseits weitgehend 
chemisch inert ist, aber andererseits spezifisch Bio-
moleküle bindet, die reich an Thiolgruppen sind.

[0031] Der Biochip wird dann durch den Probenma-
nipulator mit einer Pufferlösung mit einem fest einge-
stellten pH-Wert äquilibriert. Außerdem pipettiert der 
Probenmanipulator 4 vorher vorbereitete Proteo-Li-
posomen auf den Biochip. Die künstlichen Proteo-Li-
posomen enthalten als Transportsystem Carrierpro-
teine oder porenbildende Kanalproteine. Danach 
wird der Biochip für einen einstellbaren Zeitraum in 
einer Inkubierstation 8 gelagert. Durch die Inkubation 
bei einer bestimmten Temperatur werden die Lipide 
in den Proteo-Liposomen fluide und bilden Membran-
schichten aus, die die einzelnen Messkammern des 
Biochips dicht verschließen. Bei dem anschließen-
den Waschen mit Pufferlösung werden die über-
schüssigen Lipidvesikel und Transportsysteme ent-
fernt.

[0032] Es lassen sich aber auch native Biomembra-
nen oder Zellen verwenden, wodurch neben der Be-
stimmung von Transportgeschwindigkeiten auch die 
Messung von Sekretionsraten aus Zellen möglich ist. 
Für biologische Membranen oder Zellen reduzieren 
sich die Schritte auf eine Zugabe und anschließende 
Inkubation, um durch die biologischen Membranen 
die einzelnen Messkammern zu verschließen, und ei-
nen Waschschritt.

[0033] Anschließend pipettiert der Probenmanipula-
tor 4 das mit einem Fluoreszenzfarbstoff markierte 
Transport-Substrat und das Kontroll-Substrat auf den 
Biochip. Damit beide Substrate in unterschiedlichen 
Wellenlängenbereichen parallel gemessen werden 
können, sind sie mit verschiedenen, spektral trenn-
baren Fluoreszenzfarbstoffen markiert. In der Regel 
wird außerdem ein Wirkstoffkandidat hinzugegeben. 
Dies kann beispielsweise ein Inhibitor sein, der an 
das Transportsystem bindet.

[0034] Nach der Vorbereitungsphase führt der Pro-
benmanipulator 4 den Biochip in den Messbereich 
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des Fluoreszenzmikroskops 2 ein. Im Messbereich 
werden in einem Punkt des Biochips die Substrat-
farbstoffe mit einem Laser angeregt und die Fluores-
zenzemission mit einer CCD-Kamera gemessen. Die 
aufgenommenen Fluoreszenzbilder werden mit ei-
nem Zeitstempel versehen und in der Datenverarbei-
tungseinheit 6 gespeichert. Auf diese Weise wird ein 
Bildstapel erzeugt, der Informationen über die Ände-
rung der Fluoreszenz in der Zeit enthält.

[0035] Nachdem die Änderung der Fluoreszenz in 
einem definierten Zeitraum gemessen wurde, wer-
den die Bilder mittels einer Mustererkennungsroutine 
ausgewertet und die Fluoreszenzsignale einzelnen 
Messkammern zugeordnet. Die Datenverarbeitungs-
einheit 6 berechnet dann aus dem Zeitstempel und 
der zeitabhängigen Fluoreszenzintensität jeder 
Messkammer, die in dem Bildstapel gespeichert ist, 
Messdatenpunkte, die den Fluoreszenzverlauf im 
Messzeitraum wiedergeben.

[0036] Danach passt die Datenverarbeitungseinheit 
6 den Messdatenpunkten für jede Messkammer eine 
mathematische Kurve an.

[0037] Im Idealfall ist eine einzelne Messkammer 
dicht von einer Membran verschlossen, in der sich 
gerade ein Transportsystem befindet. Es besteht je-
doch auch die Möglichkeit, dass eine Messkammer 
nicht dicht sondern offen ist und somit sowohl das 
Substrat als auch Kontroll-Substrat in die Messkam-
mer eindringen kann. Außerdem besteht die Möglich-
keit, dass eine Messkammer zwar dicht ist, aber kein 
Transportsystem enthält und somit weder Substrat 
noch Kontrollsubstrat in die Messkammer eindringen. 
Eine Klassifizierung der Messkammern in die drei ge-
nannten Kategorien erfolgt dann anhand des Kurven-
verlaufes durch ein Unterprogramm. Die Messdaten 
von offenen Messkammern oder von Messkammern 
ohne Fluoreszenzsignal werden verworfen (der Ver-
lauf typischer Messkurven ist in Fig. 3 dargestellt).

[0038] Die verbleibenden Messkurven werden von 
der Datenverarbeitungseinheit 6 zur Bestimmung der 
spezifischen Geschwindigkeitskonstante weiter aus-
gewertet. Dabei wird durch ein Unterprogramm vor-
zugsweise ein Histogramm erstellt, bei dem alle be-
rechneten Geschwindigkeitskonstanten für den 
Transport gegen deren Häufigkeit aufgetragen wer-
den. Aus dem Histogramm wird jeder Geschwindig-
keitskonstante für den Transport eine bestimmte An-
zahl von Transportsystemen pro Messkammer zuge-
ordnet und auf ein Transportsystem pro Messkam-
mer normiert. Aus dem Maximum des Histogramms 
für ein Transportsystem ergibt sich die für dieses 
Transportsystem spezifische Geschwindigkeitskons-
tante für den Transport des vorgegebenen Substra-
tes.

[0039] Damit ist ein kompletter Messzyklus abge-

schlossen. Der vermessene Biochip wird vom Pro-
benmanipulator 4 aus dem Messbereich des Fluores-
zenzmikroskops 2 gefahren und gegebenenfalls ein 
weiterer Biochip für die Vermessung vorbereitet.

[0040] Die beschriebene Vorrichtung kann typi-
scherweise für das Screening von potentiellen Wirk-
stoffen im Rahmen der Arzneimittelentwicklung ver-
wendet werden. Ist die Geschwindigkeitskonstante 
für den Transport in Anwesenheit eines Wirkstoffkan-
didaten niedriger (höher) als ohne Wirkstoff, dann 
deutet dies darauf hin, dass der Wirkstoffkandidat 
das Transportsystem gehemmt (beschleunigt) hat 
und beispielsweise als potentielles Arzneimittel in 
Frage kommt. In solchen Fällen kann die Vorrichtung 
automatisch den Wirkstoff in mehreren Messzyklen 
bei verschiedenen Konzentrationen messen, um au-
tomatisch die Bindungskonstante und weitere Eigen-
schaften zu bestimmen.

[0041] Fig. 3 zeigt typische, aber beispielhafte 
Messkurven der zeitabhängigen Fluoreszenz, die mit 
der Vorrichtung gemessen wurden. Es sind fünf Ty-
pen von unterschiedlichen Fluoreszenzkurven darge-
stellt, die bei der Vermessung eines Biochips typi-
scherweise auftreten. Jede Messkurve ist jeweils ei-
ner bestimmten Messkammer auf dem Träger des Bi-
ochips zuzuordnen.

[0042] Kurve A zeigt den zeitlichen Verlauf der Flu-
oreszenz in einer Messkammer, die nicht oder nicht 
vollständig von einer Membran bedeckt ist. Die Mess-
kammer ist deshalb nicht dicht und sowohl das Sub-
strat als auch das Kontrollsubstrat mit den spektral 
trennbaren Fluoreszenzfarbstoffen kann ungehindert 
in sehr kurzer Zeit in die Messkammer diffundieren. 
Die Fluoreszenz im Wellenlängenbereich des Kon-
trollsubstrates hat deshalb nach sehr kurzer Zeit be-
reits ihre maximale Intensität erreicht.

[0043] Kurve B zeigt einen beispielhaften zeitlichen 
Verlauf der Fluoreszenz in einer Messkammer, die 
kein Transportsystem oder kein aktives Transport-
system enthält. Die gemessene Fluoreszenzintensi-
tät des markierten Substrates ist sehr gering und 
zeigt nur eine geringe Änderung während der Mess-
zeit. Die Kurven A und B enthalten keine verwertba-
ren Messdaten und werden deshalb automatisch von 
der Datenverarbeitungseinheit 6 verworfen.

[0044] Die Kurve C ist der Kurve B ähnlich, wird 
aber im spektral getrennten Wellenlängenbereich 
des markierten Kontrollsubstrates gemessen. Die 
Fluoreszenzintensität des markierten Kontrollsubst-
rates ist sehr gering und zeigt nur eine geringe Ände-
rung während der gesamten Messzeit. Das Kontroll-
substrat wird also aus den Messkammern ausge-
schlossen, somit sind diese dicht.

[0045] Kurve D zeigt den zeitlichen Verlauf der Flu-
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oreszenz des Substrates in einer Messkammer, die 
dicht ist und außerdem ein aktives Transportsystem 
enthält.

[0046] Kurve E zeigt den zeitlichen Verlauf der Flu-
oreszenz des Substrates in einer dichten Messkam-
mer wie bei Kurve D. Es ist aber erkennbar, dass die 
zeitabhängige Intensität der Fluoreszenz schneller 
zunimmt als in Kurve D. Dies beruht darauf, dass in 
dem Membranabschnitt über dieser Messkammer 
zwei oder mehr Transportsysteme vorhanden sind. 
Zur Berechnung der spezifischen Geschwindigkeits-
konstante für den Transport muss deshalb die Anzahl 
der Transportsysteme berücksichtigt werden. Wie 
dieses geschieht zeigt Fig. 4.

[0047] Fig. 4 zeigt ein Histogramm mit verschiede-
nen Geschwindigkeitskonstanten für den Transport. 
Hierbei sind auf der Abszisse alle gemessenen Werte 
der Geschwindigkeitskonstante für den Transport k 
aufgetragen. Auf der Ordinate ist die relative Anzahl 
aller gemessenen Geschwindigkeitskonstanten für 
den Transport k, also deren Häufigkeit, aufgetragen. 
Der erste Peak I gibt alle Geschwindigkeitskonstan-
ten wieder, die in Messkammern mit einem Trans-
portsystem gemessen wurden. Der zweite Peak II 
gibt dann alle Geschwindigkeitskonstanten wieder, 
die in Messkammern mit zwei Transportsystemen ge-
messen wurden und der dritte Peak III gibt dement-
sprechend alle Geschwindigkeitskonstanten wieder, 
die in Messkammern mit drei Transportsystemen ge-
messen wurden. Aus dem Histogramm kann also je-
der Geschwindigkeitskonstante für den Transport die 
Anzahl von Transportsystemen pro Messkammer zu-
geordnet werden.

[0048] Durch das Histogramm ist es der Datenver-
arbeitungseinheit möglich, mit einer mathematischen 
Funktion die den Maxima der Peaks zugehörigen Ge-
schwindigkeitskonstanten zu ermitteln und diese und 
somit alle gemessenen Geschwindigkeitskonstanten 
auf ein Transportsystem pro Messkammer zu nor-
mieren. Diese so bestimmte Geschwindigkeitskons-
tante für den Transport für ein Transportsystem ent-
spricht mit hoher Genauigkeit der spezifischen Ge-
schwindigkeitskonstante dieses Transportsystems 
für das Transportsubstrat unter den gewählten expe-
rimentellen Bedingungen.

Patentansprüche

1.  Vorrichtung zur optischen Messung von Eigen-
schaften von Transportsystemen in Membranen, ins-
besondere von Carrier- oder Kanalproteinen sowie 
Sekretionsmechanismen, dadurch gekennzeich-
net, dass sie eine optische Messeinrichtung und eine 
Datenverarbeitungselektronik mit einer Prozesssteu-
erung sowie einer Datenerfassung aufweist.

2.  Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die optische Messeinrichtung ein 
TIRF-Mikroskop ist.

3.  Vorrichtung nach Anspruch 1 oder Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, dass für die Vorrichtung ein 
durch die Prozesssteuerung ansteuerbarer Proben-
manipulator vorgesehen ist.

4.  Vorrichtung nach einem der vorhergehenden 
Ansprüche, dadurch gekennzeichnet, dass die Vor-
richtung zur Vermessung von Biochips, welche im 
Wesentlichen als transparente Träger mit mehreren 
Messkammern ausgebildet sind, eingerichtet ist.

5.  Vorrichtung nach einem der vorhergehenden 
Ansprüche, dadurch gekennzeichnet, dass die opti-
sche Messeinrichtung eine Strahlführung aufweist, 
die nahe am TIRF-Winkel ist, diesen aber noch nicht 
erreicht.

6.  Vorrichtung nach einem der vorhergehenden 
Ansprüche, dadurch gekennzeichnet, dass die Vor-
richtung eine durch die Prozesssteuerung ansteuer-
bare Inkubierstation für die zu vermessenden Bio-
chips aufweist.

7.  Vorrichtung nach einem der vorhergehenden 
Ansprüche, dadurch gekennzeichnet, dass die Vor-
richtung ausgebildet ist, Messzyklen prozessgesteu-
ert und automatisiert durchgeführt werden, wobei je-
weils ein Messzyklus im Wesentlichen eine Vorberei-
tung des Biochips für die Messung, eine darauf fol-
gende optische Vermessung und eine sich daran an-
schließende Auswertung der Messdaten umfasst.

8.  Vorrichtung nach einem der vorhergehenden 
Ansprüche, dadurch gekennzeichnet, dass der Pro-
benmanipulator ausgebildet ist, an dem Biochip fol-
gende Schritte auszuführen:  
a) Äquilibrierung mit einer Pufferlösung,  
b) Zugabe von Proteo-Liposomen, biologischen 
Membranen oder Zellen  
c) Waschen mit Pufferlösung,  
d) Zugabe von Substraten und/oder Wirkstoffkandi-
daten  
d) Zuführung in den Messbereich.

9.  Vorrichtung nach einem der vorhergehenden 
Ansprüche, dadurch gekennzeichnet, dass die Vor-

Bezugszeichenliste

1 Messvorrichtung
2 Fluoreszenz-Mikroskop
3 CCD-Kamera
4 Probenmanipulator
5 Aufnahmeeinrichtung für Biochip
6 Datenverarbeitungseinheit
7 Prozesssteuerung
8 Inkubierstation
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richtung ausgebildet ist, nach der Vorbereitung des 
Biochips eine zeitaufgelöste Fluoreszenzvermes-
sung der Messkammern des Biochips auszuführen 
und die Messdaten zu erfassen und zu verarbeiten.

10.  Vorrichtung nach einem der vorhergehenden 
Ansprüche, dadurch gekennzeichnet, dass die Da-
tenverarbeitungseinheit eingerichtet ist, nach der Flu-
oreszenzvermessung folgende Schritte auszuführen:  
a) Bestimmung der zeitaufgelösten Fluoreszenzin-
tensität jeweils für die einzelnen Messkammern mit-
tels Mustererkennung,  
b) Anpassung einer mathematischen Kurve an die 
zeitaufgelöste Fluoreszenzintensität,  
c) Klassifizierung der Messkammern anhand der ma-
thematischen Kurve in eine der drei folgenden Kate-
gorien: i) dichte Messkammern mit Fluoreszenz-Sig-
nal, ii) dichte Messkammern ohne Fluoreszenz-Sig-
nal, iii) offene Messkammern, und  
d) Verwerfen der Messdaten von dichten Messkam-
mern ohne Fluoreszenz-Signal und von offenen 
Messkammern, und  
e) Berechnung eines Parameters für die Geschwin-
digkeit des Transportes, vorzugsweise der Ge-
schwindigkeitskonstanten für den Transport, für jede 
dichte Messkammer mit Fluoreszenz-Signal.

11.  Vorrichtung nach einem der vorhergehenden 
Ansprüche, dadurch gekennzeichnet, dass die Da-
tenverarbeitungseinheit eingerichtet ist, folgende 
Schritte auszuführen:  
a) Auftragung aller berechneten Geschwindigkeits-
konstanten für den Transport gegen deren Häufigkeit 
in einem Histogramm,  
b) Zuordnung einer entsprechenden Anzahl von 
Transportsystemen pro Messkammer zu den jeweili-
gen Geschwindigkeitskonstanten,  
c) Ermittlung einer spezifischen Geschwindigkeits-
konstanten eines eingesetzten Transportsubstrates 
für ein Transportsystem pro Messkammer.

12.  Verfahren zur optischen Messung von Eigen-
schaften von Transportsystemen in Membranen, ins-
besondere von Carrier- oder Kanalproteinen sowie 
Sekretionsmechanismen, welches folgende Schritte 
umfasst:  
a) Bestimmung der zeitaufgelösten Fluoreszenzin-
tensität jeweils für einzelne Messkammern eines 
transparenten Trägers mittels Mustererkennung,  
b) Anpassung einer mathematischen Kurve an die 
zeitaufgelöste Fluoreszenzintensität,  
c) Klassifizierung der Messkammern anhand der ma-
thematischen Kurve in eine der drei folgenden Kate-
gorien: i) dichte Messkammern mit Fluoreszenz-Sig-
nal, ii) dichte Messkammern ohne Fluoreszenz-Sig-
nal, iii) offene Messkammern.

13.  Verfahren nach Anspruch 12, dadurch ge-
kennzeichnet, dass es folgende Schritte umfasst:  
d) Verwerfen der Messdaten von dichten Messkam-

mern ohne Fluoreszenz-Signal und von offenen 
Messkammern, und  
e) Berechnung eines Parameters für die Geschwin-
digkeit des Transportes, vorzugsweise der Ge-
schwindigkeitskonstanten für den Transport, für jede 
dichte Messkammer mit Fluoreszenz-Signal.

14.  Verfahren nach Anspruch 12 oder Anspruch 
13, dadurch gekennzeichnet, dass es folgende 
Schritte umfasst:  
f) Auftragung aller berechneten Geschwindigkeits-
konstanten für den Transport gegen deren Häufigkeit 
in einem Histogramm,  
g) Zuordnung einer entsprechenden Anzahl von 
Transportsystemen pro Messkammer zu den jeweili-
gen Geschwindigkeitskonstanten,  
h) Ermittlung einer spezifischen Geschwindigkeits-
konstanten eines eingesetzten Transportsubstrates 
für ein Transportsystem pro Messkammer.

Es folgen 4 Blatt Zeichnungen
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Anhängende Zeichnungen
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