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(54) Title: KIT FOR ASSAY DEVELOPMENT AND SERIAL ANALYSIS
(54) Bezeichnung: KIT ZUR ASSAY-ENTWICKLUNG UND FUR SERIEN-ANALYSEN

(57) Abstract: The invention relates to a kit for assay development and for carrying out a plurality of analyses, comprising: a
carrier substrate and a placement body jointly forming an arrangement of a plurality of sample containers, consisting of said carrier
substrate as a base plate, in addition to a plurality of immobilized bonding partners for the detection of one or several analytes in
one or several samples in a bioaffinity assay, said bonding partners being arranged and immobilized on the carrier substrate inside
the sample containers in respective two-dimensional arrays of discrete measuring areas, wherein respectively at least one measuring
area of an array or a partial surface inside an array or sample container is provided on the carrier substrate for referencing purposes,
and the surface density of the immobilized bonding partners, in relation to the surface of the measuring areas, is less than the surface
density of a full, i.e.extensive, mono layer of said bonding partners. The composition of the inventive kit is such that, surprisingly, it
enables a full series of measurements to be carried out on an individual carrier substrate. The invention also relates to an analytical
system wherein the inventive kit is used, and to analytical detection methods based thereon and the use thereof.

A2

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft einen Kit zurAssay-Entwicklung und zur Durchfithrung einer Vielzahl von Ana-
©0 lysen, umfassend - ein Trigersubstrat und - einen Aufsatzkorper, welche zusammen eine Anordnung einer Vielzahl von Proben-
vw={ behiltnissen, mit besagtem Tragersubstrat als Grundplatte, bilden, sowie - eine Vielzahl immobilisierter Bindungspartner fiir den
& Nachweis eines oder mehrerer Analyten in einer oder mehreren Proben in einem Bioaffinititsassay, wobei besagte Bindungspartner

auf dem Trigersubstrat innerhalb der Probenbehéltnisse jeweils in zweidimensionalen Arrays von diskreten Messbereichen ange-

ordnet immobilisiert sind, wobei - jeweils mindestens ein Messbereich eines Arrays oder eine Teilfldche innerhalb eines Arrays
~~ bzw. Probenbehiltnisses auf dem Tridgersubstrat zu einer Referenzierung vorgesehen ist und - die Oberfliachendichte der immo-
bilisierten Bindungspartner, bezogen auf die Fliche der Messbereiche, weniger als der Oberfldchendichte einer vollstdndigen, d.h.
flachenhaften, Monoschicht besagter Bindungspartner entspricht. Diese Zusammensetzung des erfindungsgemaéssen Kits ermdglicht
iberraschenderweise die Durchfithrung kompletter Messreihen auf einem einzigen Trégersubstrat. Die Erfindung betrifft auch ein
analytisches System, in dem ein erfindungsgemadsser Kit verwendet wird, sowie darauf basierende analytische Nachweisverfahren
und deren Verwendung.

=
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Kit zur Assay-Entwicklung und fiir Serien-Analysen

Die Erfindung betrifft einen Kit zurAssay-Entwicklung und zur Durchfiithrung einer
Vielzahl von Analysen, umfassend
- ein Trigersubstrat und
- einen Aufsatzkorper,
welche zusammen eine Anordnung einer Vielzahl von Probenbehéltnissen, mit besagtem
Tragersubstrat als Grundplatte, bilden, sowie
- eine Vielzahl immobilisierter Bindungspartner fiir den Nachweis eines oder
mehrerer Analyten in einer oder mehreren Proben in einem Bioaffinitétsassay,
wobei besagte Bindungspartner auf dem Trigersubstrat innerhalb der Probenbehiltnisse
jeweils in zweidimensionalen Arrays von diskreten Messbereichen angeordnet
immobilisiert sind, wobei
- jeweils mindestens ein Messbereich eines Arrays oder eine Teilfldche innerhalb
eines Arrays bzw. Probenbehéltnisses auf dem Trigersubstrat zu einer
Referenzierung vorgesehen ist und
- die Oberflichendichte der immobilisierten Bindungspartner, bezogen auf die
Fliche der Messbereiche, weniger als der Oberflachendichte einer vollstindigen,

d.h. flichenhaften, Monoschicht besagter Bindungspartner entspricht.

Diese Zusammensetzung des erfindungsgemaéssen Kits erméglicht {iberraschenderweise

die Durchfithrung kompletter Messreihen auf einem einzigen Trégersubstrat.

Die Erfindung betrifft auch ein analytisches System, in dem ein erfindungsgemisser Kit
verwendet wird, sowie darauf basierende analytische Nachweisverfahren und deren

Verwendung.
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Zur Bestimmung einer Vielzahl von Analyten oder Untersuchung einer Vielzahl von
Proben sind gegenwértig, vor allem in industriellen Analytiklabors, Verfahren verbreitet,
in denen in sogenannten Mikrotiterplatten der Nachweis unterschiedlicher Analyten in
diskreten Probenbehéltnissen oder “Wells” dieser Platten erfolgt. Am weitesten verbreitet
sind dabei Platten mit einem Raster von 8 x 12 Wells auf einer Grundflsiche von
typischerweise ca. 8 cm x 12 cm, wobei zur Fiillung eines einzelnen Wells ein Volumen
von einigen hundert Mikrolitern erforderlich ist. Fiir zahlreiche Anwendungen wire es
jedoch wiinschenswert, mehrere Analyten in einem einzigen Probenbehéltnis, unter

Einsatz eines moglichst kleinen Probenvolumens, gleichzeitig zu bestimmen.

In der US-P 5747274 werden Messanordnungen und Verfahren zur Fritherkennung eines
Herzinfarkts, durch die Bestimmung von mindestens drei Herzinfarktmarkern beschrieben,
wobei die Bestimmung dieser Marker in individuellen oder in einem gemeinsamen
Probenbehiltnis erfolgen kann, wobei im letzteren Falle, der gegebenen Beschreibung
folgend, ein einziges Probenbehéltnis als ein durchgehender Flusskanal ausgebildet ist,
dessen eine Begrenzungsfliche beispielsweise eine Membran bildet, auf der Antikorper
fiir die drei verschiedenen Marker immobilisert sind. Es gibt jedoch keine Hinweise auf
eine Bereitstellung von mehreren derartigen Probenbehiltnissen oder Flusskanilen auf
einem gemeinsamen Tréiger. Ausserdem werden keine geometrischen Angaben iiber die

Grossen der Messflachen gegeben.

In den WO 84/01031, US-P 5807755, US-P 5837,551 und US-P 5432,099 wird die
Immobilisierung fiir den Analyten spezifischer Erkennungselemente in Form kleiner
“Spots” mit teilweise deutlich unter 1 mm? Fliche auf festen Trdgem vorgeschlagen, um
durch Bindung eines nur kleinen Teils vorhandener Analytmolekiile eine nur von der
Inkubationszeit abhéngige, aber — in Abwesenheit eines kontinuierlichen Flusses - vom
absoluten Probenvolumen im wesentlichen unabh#ngige Konzentrationsbestimmung des
Analyten vornehmen zu kénnen. Die in den zugehdrigen Ausfiihrungsbeispielen
beschriebenen Messanordnungen beruhen auf Fluoreszenznachweisen in konventionellen
Mikrotiterplatten. Dabei werden auch Anordnungen beschrieben, in denen Spots von bis
zu drej unterschiedlichen fluoreszenzmarkierten Antikérpern in einem gemeinsamen
Mikrotiterplattenwell ausgemessen werden. Den in diesen Patentschriften dargelegten

theoretischen Uberlegungen folgend, wire eine Minimierung der Spotgrésse
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wiinschenswert. Limitierend wirke jedoch die minimale Signalhshe, die noch vom

Untergrundsignal unterschieden werden kénne.

In den genannten Patentschriften werden jedoch keine Hinweise auf eine Referenzierung

der gemessenen Signale innerhalb von Arrays gegeben.

In der WO 98/22799 werden neben einer Vielzahl weiterer Vorrichtungen fiir die
Ausgestaltung von Probenbehaltnissen fiir Messanordnungen zur Bestimmung der im
evaneszenten Feld eines planaren Wellenleiters angeregten Lumineszenz auch solche
Vorrichtungen vorgeschlagen, welche der Form bekannter Mikrotiterplatten entsprechen.
Die Bestimmung mehrerer Analyten durch Bindung an verschiedene innerhalb eines
einzelnen Probenbehéltnisses immobiliserte Erkennungelemente ist jedoch hier nicht

vorgesehen.

In der US 5525466 und US 5738992 wird ein optischer Sensor, basierend auf
Fluoreszenzanregung im evaneszenten Feld eines selbstragenden Multimode-
Wellenleiters, vorzugsweise faseroptischer Art, beschrieben. Einkopplung von
Anregungslicht und Auskopplung von in den Multimode-Wellenleiter riickgekoppeltem
Fluoreszenzlicht erfolgen iiber Stirnflichenein- und -auskopplung. Das dabei detektierte
Fluoreszenzsignal zum Analytnachweis ergibt sich aufgrund des Funktionsprinzips solcher
Multimode-Wellenleiter als ein einziger integraler Wert fiir die ganze mit der Probe
wechselwirkende Fliche. Vorwiegend zur Normalisierung der Signale, beispielweise zur
Berticksichtigung von signalverdndernden Oberflichendefekten, sind auf der
Sensoroberfliche neben den biochemischen oder biologischen Erkennungselementen zur
spezifischen Erkennung und Bindung eines nachzuweisenden Analyten fluoreszente
Referenzmaterialien co-immobilisiert. Aufgrund des zugrunde liegenden Sensorprinzips
ist jedoch keine ortsaufgeldste, sondern nur eine auf den einzelnen, integralen Messwert
wirkende Normalisierung moglich. Folglich kann auch der Nachweis unterschiedlicher
Analyten nur mittels Verwendung von Labeln unterschiedlicher Anregungswellenléingen
oder sequentiell, nach Entfernung vorangehend gebundener Analyten, erfolgen. Aus
diesen Griinden erscheinen diese Anordnungen, zusammen mit dem beschriebenen
Referenzierungsverfahren, fiir den gleichzeitigen Nachweis einer Vielzahl von Analyten

gar nicht oder nur wenig geeignet.
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In der WO 97/35181 werden Verfahren zur gleichzeitigen Bestimmung eines oder
mehrerer Analyten beschrieben, indem in einem im Wellenleiter ausgebildeten “Well”
Patches mit unterschiedlichen Erkennungselementen aufgebracht sind, welche mit einer
einen oder mehrere Analyten enthaltenden Probenldsung kontaktiert werden. Zu
Kalibrationszwecken werden gleichzeitig Losungen mit definierten Analytkonzen-
trationen in weitere Wells mit gleichartigen Patches gegeben. Als Beispiel werden je 3
Wells (zur Messung mit Kalibrationsldsungen niedriger und hoher Analytkonzentration
sowie der aktuellen Probe) mit diskreten und von Patch zu Patch verschiedenen
immobilisierten Erkennungselementen zur gleichzeitigen Bestimmung mehrerer Analyten
vorgestellt. Hinweise auf Referenzierungsmessungen, beispielsweise zur Bestimmung der
in den Messbereichen verfligbaren Anregungslichtintensitit, werden jedoch auch hier

nicht gegeben.

In Analytical Chemistry, Vol. 71 (1999), 4344 — 4352 wird ein Multianalyt-Immunoassay
auf einem Silicium-Nitrid-Wellenleiter vorgestellt. Es werden bis zu drei Analyten
gleichzeitig, auf drei kanalformig ausgebildeten Erkennungsbereichen (Messbereichen)
mit jeweils unterschiedlichen biologischen Erkennungselementen, beschrieben. Analyten
und Tracer-Antik6rper werden als Mischung in eine die drei Messfelder iiberdeckende
Probenzelle gegeben. Der Background wird jeweils zuvor mit einer spezifisch dafiir
hergestellten Losung ohne Analyt gemessen. Aus der Beschreibung ist nicht ersichtlich, ob
die Background-Bestimmung ortsaufgel6st oder summarisch fiir die verschiedenen
Messbereiche durchgefiihrt wird. Da eine Regenerierung der Sensorplattform nicht
vorgenommen wird, miissen zur Erstellung einer Kalibrationskurve eine Vielzahl von
Einzelmessungen mit immer wieder neuen Sensorplattformen durchgefiihrt werden.
Dieses durch die nur geringe Anzahl von Messfeldern auf einer Sensorplattform sowie
durch das Assay-Design bedingte Vorgehen ist als nachteilig anzusehen, da die
Genauigkeit durch die Verwendung unterschiedlicher Sensorplattformen verringert wird

und sich zusétzlich die Dauer des Verfahrens deutlich verldngert.

In Analytical Chemistry, Vol. 71 (1999), 3846 — 3852 wird ebenfalls ein Multianalyt-
Assay zur gleichzeitigen Bestimmung dreier verschiedener Analyten vorgestellt. Als

Beispiel gleichzeitig zu bestimmender Analyten aus den Gruppen Bakterien, Viren und
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Proteine werden Bacillus globigii, MS2-Bakteriophagen und "Staphylococcal enderotoxin
B” benutzt, wobei in jeweils zwei zueinander parallelen Reihen (Kanglen) Antikérper
gegen diese Analyten auf einem als (selbstragendem Multimode-) Wellenleiter dienendem
Glasplattchen immobilisiert wurden. In dem nachfolgend beschriebenen Multianalyt-
Assay wird eine Flusszelle mit zu den immobilisierten Reihen von Erkennungselementen
gekreuzten Fliesskanélen auf das Glasplittchen aufgesetzt. Die Sandwich-Immunoassays
werden unter sequentieller Zugabe von Waschldsung (Puffer), Probe mit einem oder
mehreren Analyten, Waschlosung (Puffer), Tracer-Antikorper (einzeln oder als Cocktail)
und Waschldsung (Puffer) durchgefiihrt. Die lokal gemessenen Fluoreszenzintensitéten
werden korrigiert mittels Subtraktion des neben den Messfeldern beobachteten
Hintergrundsignals. Hinweise auf eine Berticksichtigung lokaler Variationen der
Anregungslichtintensit4t werden auch hier nicht gegeben. Auch diese Anordnung
ermdglicht jedoch nicht, eine ganze Messreihe zur gleichzeitigen Bestimmung mehrerer
Analyten, zusammen mit den notwendigen Kalibrationen, durchzufiihren, sondern
erfordert daftir entweder die Verwendung mehrerer verschiedener Sensorplattformen oder
repetitive, sequentielle Messungen auf einer Plattform mit zwischenzeitlicher
Regenerierung, was besonders im Falle von Immunoassays in vielen Fallen nur in

begrenztem Umfang méglich und nur sehr zeitraubend ausfithrbar ist.

In der PCT/EP 00/07529 wird ein Array von Probenbehéltnissen beschrieben, in denen
jeweils zweidimensionale Arrays immobilisierter biologischer oder biochemischer oder
synthetischer Erkennungselemente fiir den Nachweis eines oder mehrerer Analyten
innerhalb eines Arrays, auf einem optischen Wellenleiter als Triger, immobilisiert sind. Es
ist auch vorgesehen, dass innerhalb der Arrays jeweils ein oder mehrere Messbereiche
einer Referenzierung dienen. Hinsichtlich der Oberflichendichte der immobilisierten
Erkennungselemente gibt es in dieser Anmeldeschrift jedoch ebenso wenig eine Angabe
wie in der PCT/EP 00/12668, in der Arrays von Flusszellen mit darin angeordneten
Messbereichen und speziellen Reservoirs zur Aufnahme austretender Fliissigkeit
beschrieben sind.

In der PCT/EP 01/05995 wird ein Kit mit einer als Diinnschichtwellenleiter ausgebildeten
Sensorplattform und darauf angeordneten Arrays von Messbereichen beschrieben, wobei

Vorkehrungen fiir eine ortsaufgeloste Referenzierung der in den Messbereichen
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verfligbaren Anregungslichtintensitéit sowie optional zusétzlich fiir eine Kalibration eines
erzeugten Lumineszenzsignals getroffen sind. Auch hier wird jedoch nicht auf die
Bedeutung der Immobilisierungsdichte der Erkennungeselemente zur Analytbindung

eingegangen.

Der erfindungsgemasse Kit bietet dagegen die folgenden Moglichkeiten, welche die aus
dem Stand der Technik bekannten Anordnungen oder Verfahren nicht in einer einzigen
gemeinsamen Ldsung bereitstellen:

- Gleichzeitige Bestimmung mehrerer Analyten auf einem gemeinsamen
Trégersubstrat mit méglichst tiefen Nachweisgrenzen. Hierdurch werden
Einfliisse der Variationen zwischen verschiedenen Trigersubstraten auf die
Analyse-Resultate vermieden.

- Durchfiihrung dieser Analysen in einer Vielzahl von Probenbehéltnissen auf
dem gemeinsamen Trégersubstrat, welche jeweils Arrays von Messbereichen

- mit immobilisierten Bindungspartnern zur Analytikbestimmung in
Bioaffinitétsassays beinhalten. Dieses ermdglicht einerseits eine sehr grosse
Zahl unterschiedlicher Arten von Untersuchungen, die parallel und / oder
sequentiell auf einem gemeinsamen Trigersubstrat durchgefiihrt werden, und
andererseits die gleichzeitige Bestimmung einer Vielzahl von Analyten oder
Untersuchung einer Vielzahl von Proben unter gleichen Bedingungen.

- Direkte Vergleichbarkeit von Messungen in verschiedenen Probenbehiltnissen
auf dem gemeinsamen Trégersubstrat dadurch, dass innerhalb jedes Arrays von
Messbereichen innerhalb eines Probenbehéltnisses mindestens ein Messbereich
fiir Referenzierungszwecke vorgesehen ist

- Vermeidung sterischer Behinderungen bei Bindung des Analyten oder seiner
Bindungspartner in einem Bioffinitéitsassay dadurch, dass die
Oberfléchendichte der immobilisierten Bindungspartner, bezogen auf die
Flache der Messbereiche, weniger als die Oberflichendichte einer
vollsténdigen, d.h. flichendeckenden, Monoschicht besagter Bindungspartner
betrégt.

Die letzgenannten Eigenschaft des erfindungsgemissen Kits, die im genannten Stand der

Technik grundsétzlich nicht in Betrachtung gezogen wird, ist aus folgenden Griinden von
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hoher Bedeutung: Zur Erreichung moglichst tiefer Nachweisgrenzen ist es erwiinscht, auf
kleinem Raum mé&glichst viele Erkennungselemente derart zu immobilisieren, dass in dem
spéteren Nachweisverfahren dann moglichst viele Analytmolekiile einer Sorte gebunden
werden kénnen. Zugleich ist es erwiinscht, bei der Immobilisierung die Reaktivitit und
biologische oder biochemische Funktionalitit der Erkennungselemente in moglichst
hohem Masse zu erhalten, d.h. jegliche Denaturierungserscheinungen infolge der
Immobilisierung zu minimieren. Eine zu hohe Dichte der immobilisierten
Erkennungselemente in den damit erzeugten Messbereichen kann ungewollt limitierend
auf die maximale Anzahl von Analytmolekiilen wirken, welche an die Oberfliche

gebunden werden konnen, beispielsweise infolge sterischer Behinderung.

Erster Gegenstand der Erfindung ist ein Kit zur Assay-Entwicklung und zur Durchfiihrung
einer Vielzahl von Analysen, umfassend
~ ein Trégersubstrat und
- einen Aufsatzkorper,
welche zusammen eine Anordnung einer Vielzahl von Probenbehéltnissen, mit besagtem
Trigersubstrat als Grundplatte, bilden, sowie
- eine Vielzahl immobilisierter Bindungspartner fiir den Nachweis eines oder
mehrerer Analyten in einer oder mehreren Proben in einem Bioaffinititsassay,
wobei besagte Bindungspartner auf dem Trigersubstrat innerhalb der Probenbehﬁltnisse
jeweils in zweidimensionalen Arrays von diskreten Messbereichen angeordnet
immobilisiert sind, wobei
- jeweils mindestens ein Messbereich eines Arrays oder eine Teilfliche innerhalb
eines Arrays bzw. Probenbehéltnisses auf dem Tréigersubstrat zu einer
Referenzierung vorgesehen ist und
die Oberfldchendichte der immobilisierten Bindungspartner, bezogen auf die Fliche der
Messbereiche, weniger als der Oberflachendichte einer vollstéindigen, d.h.

flachendeckenden Monoschicht besagter Bindungspartner entspricht.

Im Sinne der vorliegenden Erfindung sollen riumlich getrennte oder diskrete

Messbereiche (d) durch die geschlossene Fléche definiert werden, die dort immobilisierte
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Bindungspartner, zum Nachweis eines oder mehrerer Analyten in einer oder mehreren -
Proben in einem Bioaffinitétsassay, einnehmen. Diese Flichen kdnnen dabei eine
beliebige Geometrie, beispielsweise die Form von Kreisen, Rechtecken, Dreiecken,

Ellipsen etc., haben.

Bei den immobilisierten Bindungspartnern kann es sich um den einen oder die mehreren
Analyten selbst handeln, welche in einer nativen Probenmatrix oder in einer in einem oder
mehreren Probenaufbereitungsschritten modifizierten Form der nativen Probenmatrix auf
dem Trégersubstrat als Grundplatte aufgebracht sind. Beispielsweise kann es sich hierbei
um Analyten aus Zellextrakten, insbesondere um Zellproteine, oder um Antikorper oder

andere Proteine in Serum als nativer Matrix handeln.

Unterschiedliche derartige Messbereiche kénnen beispielsweise verschiedene Fraktionen
einer einzigen aufgetrennten Probe umfassen, oder es kann sich um eine Vielzahl
unterschiedlicher, auf dem Trégersubstrat aufgetragener Proben oder um aufgetragene
unterschiedliche Verdiinnungen einer oder mehrerer Proben handeln. Im Falle von in
Fraktionen aufgetrennten Proben kann die Auftrennung mit beliebigen bekannten
Trennverfahren, wie beispielsweise Fliissig-Chromatographie (L.C), HPLC, Diinnschich-
Chromatographie, Gel-Chromatographie, Kapillarelektrophorese etc. oder durch
Kombination dieser Trennverfahren erfolgt sein. Das Material fiir die diskreten
Messbereiche kann auch durch selektive Mikropréparationen, wie beispielsweise das
selektive HerauslGsen einzelner Zellen aus einem Zellverband durch ,,Laser Capture Micro

Dissection® bereitgestellt sein.

Allgemeiner kann die native Probenmatrix mit den darin nachzuweisenden Analyten aus
der Gruppe stammen, welche Zellextrakte, Gewebextrakte, natiirlich vorkommende
Korperfliissigkeiten wie Blut, Serum, Plasma, Lymphe oder Urin, Speichel,
Gewebefliissigkeiten, Eigelb und Eiweiss, biologische Gewebeteile, optisch triibe
Fliissigkeiten, Boden- und Pflanzenextrakte sowie Bio- und Syntheseprozessbrithen

umifasst.

In einem Messbereich kénnen mehrere, unterschiedliche Bindungspartner gleichzeitig

immobilisiert sein. In dem genannten Fall, dass die nachzuweisenden Analyten selbst auf
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dem Trégersubstrat immobilisiert sind, ist das Nachweisverfahren so gestaltet, dass in
einem Bioaffinitétsassay biologische oder biochemische oder synthetische
Erkennungselemente mit diesen immobilisierten Analyten in Kontakt gebracht werden.
Insbesondere bei dieser Assay-Architektur, bei der in der Regel jeder Messbereich
mehrere nachzuweisende Analyten enthlt, werden zum Nachweis unterschiedlicher
Analyten diese in unterschiedlichen Messbereichen mit entspréchend unterschiedlichen
biologischen oder biochemischen oder synthetischen Erkennungselementen in Kontakt
gebracht. In der Regel erfolgt dieses bei dieser Assay-Architektur in unterschiedlichen
Probenbehdltnissen. Der Nachweis unterschiedlicher, immobilisierter Analyten kann aber
auch so erfolgen, dass sequentiell ein- und demselben Probenbehiltnis sequentiell
unterschiedliche Erkennungselemente zugefiihrt werden, wobei gegebenenfalls nach
einem erfolgten Analyt-Nachweisschritt der Komplex aus immobilisiertem Analyten und
einem daran gebundenen Erkennungselelement unter Einwirkung sogenannter chaotroper
Reagentien (beispielsweise saurer oder basischer Losungen) dissoziiert wird, bevor in
einem nachfolgenden Schritt des Bioaffinitisassays die néichste Sorte von

Erkennungselementen, zum Nachweis eines anderen Analyten, zugefiihrt wird.

Eine andere, bevorzugte Ausfithrungsform eines erfindungsgemassen Kits ist dadurch
gekennzeichnet, dass es sich bei dem einen oder den mehreren immobilisierten
Bindungspartnern um biologische oder biochemische oder synthetische
Erkennungselemente zum Nachweis eines oder mehrerer Analyten in einer oder mehreren
zuzufithrenden Proben handelt.

Die immobilisierten Bindungspartner kénnen ausgewahlt sein aus der Gruppe, die von
Proteinen, beispielsweise mono- oder polyklonalen Antikdrpern und
Antikorperfragmenten, Peptiden, Enzymen, Aptameren, synthetischen Peptidstrukturen,
'Giycopeptiden, Oligosacchariden, Lektinen, Antigenen fiir Antikorper (z. B. Biotin fiir
Streptavidin), mit zusétzlichen Bindungsstellen funktionalisierten Proteinen (,,Tag-
Proteinen®, wie beispielsweise ,,Histidin-Tag-Proteinen®)” und deren
Komplexbildungspartnern sowie Nukleinséuren (beispielsweise DNA, RNA,
Oligonukleotiden) und Nukleins&ureanalogen (z. B. PNA) sowie deren Derivaten mit
kiinstlichen Basen gebildet wird.
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Die immobilisierten Bindungspartner konnen auch aus der Gruppe stammen, die von
18slichen, membrangebundenen und aus einer Membran isolierten Proteinen, wie

beispielsweise Rezeptoren und deren Liganden, gebildet wird.

Ausserdem kommen als immobilisierte Bindungspartner, beispielsweise fiir
Screeningverfahren in der Pharmaforschung und Entwicklung, Verbindungen aus der
Gruppe in Frage, die von Acetylenen, Alkaloiden (beispielsweise Alkaloide mit Pyridinen,
Pyperidinen, Tropanen, Chinolinen, Isochinolinen, Tropilidenen, Imidazolen, Indolen,
Purinen, Fenantridinen enthaltenden Ringstmkturen), Alkaloidglycosiden, Aminen,
Benzofuranen, Benzophenonen, Naphthochinonen, Betainen, Kohlenhydraten (z. B.
Zucker-, Starke- und Cellulosederivaten), Carbolinen, Cardenoliden, Catecholen,
Chalkonen, Cumarinen, zyklischen Peptiden und Polypeptiden, Depsipeptiden,
Diketopiperazinen, Diphenylethern, Flavenen, Flavonen, Isoflavanonen, Flavonoid-
Alkaloiden, Furanochinolin-Alkaloiden, Gallocatechinen, Glycosiden, Antrachinonen,
Flavonoiden, Lactonen, Phenolen, Hydrochinonen, Indolen, Indolochinonen, Alginsiuren,
Lipiden (zum Beispiel Olen, Wachsen und anderen Fettsiurederivaten), Macroliden,
Oligopeptiden, Oligostilbenen, Peroxiden, Phenylglycosiden, Phloroglucinen, Polyethern,
“Polyether-Antibiotica”, Pterocarpinen, Pyranocumarinen, Pyrrolen, Quassinen,
Chinolinen, Saframycinen, Terpenen (Mono-, Di-, und Triterpenen), Sesquiterpenen,
Sesquiterpen-Dimeren, Sesquiterpen-Lactonen, Sesquiterpen-Chinonen, Sesterterpenen,
Staurosporinen, Steroiden (wie beispielsweise Steroid-Hormonen, Sterolen, Gallensiuren),
Sulfolipiden, Tanninen (z. B. Catechol und Pyrogallol), Vitaminen, #therischen Olen und

Xanthonen (z. B. 9-Oxoxanthenon) gebildet wird.

Es wird bevorzugt, dass die Oberfldchendichte der immobilisierten Bindungspartner fiir
den Nachweis eines oder mehrerer Analyten, bezogen auf die Fliche der Messbereiche,
einem Zehntel bis der Hilfte der Dichte einer vollstindigen Monoschicht besagter
Bindungspartner entspricht.

Vorzugsweise wird eine kontrollierte Oberflichendichte immobilisierter
Erkenungselemente als Bindungspartner dadurch gewahrleistet, dass die Messbereiche
eine Mischung der biologischen oder biochemischen oder synthetischen

Erkennungselemente, zur spezifischen Erkennung und Bindung eines oder mehrerer
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Analyten aus einer zugefiithrten Probe, mit gegeniiber diesen Analyten oder seinen
Nachweisstoffen ,,chemisch neutralen®, d.h. diese nicht bindenden, Komponenten,
vorzugsweise in einem kontrollierten Mischungsverhéltnis, umfassen. Dabei wird
ausserdem bevorzugt, dass die Oberflidchendichte der in den diskreten Messbereichen
immobilisierten biologischen oder biochemischen oder synthetischen Erkennungselemente
und der gegeniiber den Analyten ,,chemisch neutralen“ Komponenten, bezogen auf die
Flache dieser Messbereiche, fiir beide Arten von Komponenten zusammen mindestens

zwei Dritteln der Dichte einer vollstindigen molekularen Monoschicht entspricht.

Vorzugsweise umfasst der erfindungsgemaésse Kit zusétzlich Reagentien zu Zwecken einer
Referenzierung. Diese konnen in immobilisierter Form, in den dafiir vorgesehenen
Messbereichen auf dem Triigersubstrat, vorliegen, oder auch erst im Laufe eines
Bioaffinitéitsassays mit den zur Referenzierung vorgesehenen Messbereichen in Kontakt

gebracht werden, um dann ein gewiinschtes Referenzsignal auszuldsen.

Bevorzugt ist eine Vielzahl von Probenbehéltnissen, als Teil eines erfindungsgemissen

Kits, als ein zweidimensionales Array von Probenbehiltnissen angeordnet ist.

Fiir die Erzeugung der Probenbehélinisse aus dem Trigersubstrat und dem Aufsatzkorper
gibt es eine Vielzahl von Moglichkeiten. Das Trégersubstrat als Grundplatte und der
Aufsatzkorper konnen reversibel oder irreversibel zusammengefligt sein. Der
Aufsatzkorper kann aus einem einzigen Teil bestehen oder auch aus mehreren Teilen
zusammengesetzt sein, wobei die zusammengefiigten Bestandteile des Aufsatzkdrpers

dann vorzugsweise eine irreversibel zusammengefiigte Einheit bilden.

Zur Erzeugung der Probenbehéltnisse zwischen dem Trégersubstrat als Grundplatte und
dem damit zusammengebrachten Aufsatzkorper konnen Ausnehmungen in der
Grundplatte (Trégersubstrat) ausgebildet sein. Entsprechende Ausnehmungen kénnen auch

in besagtem Aufsatzkorper ausgebildet sein.

Vorzugsweise haben die Ausnehmungen zwischen dem Tréigersubstrat als Grundplatte und

dem Aufsatzkorper eine nur geringe Tiefe, beispielsweise zwischen 1 pwm und 1000 pm,
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um die Diffusionswege bis zur Oberfldche der Grundplatte kurz zu halten. Besonders
bevorzugt wird eine Tiefe zwischen 20 um und 200 pm. Die Grundfldchen der
Ausnehmungen konnen einheitlich oder auch unterschiedlich sein und eine beliebige
Geometrie haben. Beispielsweise konnen sie eine rechteckformige oder polygonformige
Form haben und eine Fliiche von 0.1 mm? bis 200 mm® haben. Typischerweise betréigt die

Fliiche zwischen 1 mm® und 100 mm® je Ausnehmung,
Vorzugsweise ist das Trigersubstrat als Grundplatte im wesentlichen planar.

Der mit dem Trigersubstrat zusammenzubringende Aufsatzkoérper kann zusitzlich
hilfsweise Vorkehrungen, wie z. B. optische oder mechanische Markierungen,
Anschlagskanten etc. umfassen, welche das Zusammenfiigen mit dem Trigersubstrat als

-Grundplatte erleichtern.

Es wird bevorzugt, dass auf dem gemeinsamen, durchgehenden Trégersubstrat 2 — 2000,

vorzugsweise 2 — 400, besonders bevorzugt 2 — 100 Probenbehéltnisse angeordnet sind.

Besonders bevorzugt wird, dass die Probenbehiltnisse in einem Raster, d.h. einer
Aufeinanderfolge in Zeilen und / oder Spalten angeordnet sind, welches kompatibel ist mit
dem Raster von Standard-Mikrotiterplatten. Als industrieller Standard ist dabei eine
Anordnung von 8 x 12 Wells mit einem (Zentrum-zu-Zentrum) Abstand von ca. 9 mm
etabliert. Hiermit kompatibel sind kleinere Arrays mit beispielsweise 3, 6, 12, 24 und 48
Probenbehéltnissen in gleichem Abstand. Es kénnen auch mehrere solche kleineren Arrays
von Probenbehiltnissen derart zusammengefiigt werden, dass nach deren
Zusammenfiigung der gegenseitige Abstand ein ganzzahliges Vielfaches des Abstands von

ca. 9 mm betrégt.

Seit einiger Zeit werden auch Platten mit 384 und 1536 Wells, als ganzzahligem
Vielfachen von 96 Wells auf gleicher Grundfliche mit ensprechend reduziertem
Wellabstand (ca. 4.5 mm bzw. 2.25 mm), verwendet, welche ebenfalls als
Standardmikrotiterplatten bezeichnet werden sollen. Die Anordnung von
Probenbehéltnissen als Teil des erfindungsgeméssen Kits kann auch an diese Geometrie

angepasst sein.
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Durch die Anpassung des Rasters der Probenbehéltnisse an diese Standards kénnen eine
Vielzahl kommerziell eingefiihrter und erhéltlicher Laborpipettoren und Laborroboter fiir

die Probenzugabe verwendet werden.

Eine mogliche Ausfiihrungsform der Probenbehéltnisse als Teil des erfindungsgemiissen
Kits besteht darin, dass die Probenbehiltnisse auf der dem Trégersubstrat als Grundplatte

gegeniiberliegenden Seite offen sind.

Kennzeichen einer anderen moglichen Ausfithrungsform ist, dass die Probenbehiltnisse
auf der dem Trégersubstrat als Grundplatte gegeniiberliegenden Seite, mit Ausnahme von
Ein- und / oder Auslasséffaungen fiir die Zufuhr oder den Auslass von Proben und
gegebenenfalls zusitzlichen Reagentien, geschlossen sind. Besonders bevorzugt wird, dass
mindestens eine Auslassdffnung jedes Probenbehiltnisses mit einem Ablauf verbunden ist,
welcher in ein mit besagtem Probenbehiltnis fluidisch verbundenes Reservoir fiihrt,
welches aus besagtem Probenbehiltnis austretende Fliissigkeit aufnimmt. Dabei wird
ausserdem bevorzugt, dass das Reservoir zur Aufnahme aus dem Probenbehiltnis
austretender Fliissigkeit als eine Vertiefung in der Aussenwand des mit der Grundplatte
zusammengebrachten Aufsatzkorpers ausgebildet ist. Zwecks Kompatibilitéit mit
Standard-Pipettoren und Laborrobotern sind dann die Zuldufe der Probenbehéltnisse in

einem Raster der oben genannten Standard-Mikrotiterplatten angeordnet.

Wenn sequentiell unterschiedliche Proben- oder Reagensfliissigkeiten in eine Flusszelle
gefiillt werden, wird typischerweise ein Vielfaches des Zellvolumens an Fliissigkeit
eingesetzt, um die vorangehend zugegebene Fliissigkeit und darin enthaltene Bestandteile
mdglichst vollstindig zu verdringen. Daher wird bevorzugt, dass das Aufnahmevolumen
des mit einem, wie oben beschrieben, als Flusszelle ausgebildeten Probenbehiltnis
verbundenen Reservoirs grosser, vorzugsweise mindestens 5-mal grosser als das

Innenvolumen der Flusszelle ist.
Das Innenvolumen eines Probenbehiltnisses kann, in Abhéngigkeit von der Anwendung,

innerhalb weit gesteckter Grenzen, beispielsweise zwischen 0.1 pl und 1000 pl, gewahlt

werden. Vorzugsweise betrégt es zwischen 1 pl und 50 pl.
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Die Probenbehiltnisse konnen auf der dem Tréigersubstrat als Grundplatte
gegeniiberliegenden Seite durch einen zusétzlichen Abschluss, beispielsweise eine Folie,

Membran oder eine Deckplatte, abgeschlossen sein.
Vorzugsweise sind die Probenbehéltnisse thermostatisierbar.

Die Materialien des Trégersubstrats als Grundplatte, des mit der Grundplatte
zusammengebrachten Koérpers sowie eines optionalen zusétzlichen Abschlusses kénnen
ausgewdhlt sein aus der Gruppe von form-, spritz-, prag- und / oder fréisbaren
Kunststoffen, wie beispielsweise Polycarbonaten, Polyimiden, Acrylaten, insbesondere
Polymethylmethacrylaten, Polystyrolen, Cyclo-Olefinpolymeren, Cyclo-Olefin-
Copolymeren, Metallen, Metalloxiden, Silikaten, wie zum Beispiel Glas, Quarz oder

Keramiken oder deren Kombinationen (Mischungen und / oder Schichtungen).

Innerhalb eines Probenbehdltnisses konnen in einer zweidimensionalen Anordnung bis zu
50 000 diskrete Messbereiche angeordnet sein. Ein einzelner Messbereich kann eine
Fliche von 10 mm? — 10 mm? einnehmen. Auf dem gesamten Trigersubstrat konnen in
einer 2-dimensionalen Anordnung bis zu 10 000 000 diskrete Messbereiche angeordnet
sein.Die Messbereiche konnen in einer Dichte von mehr als 10, bevorzugt von mehr als
100, besonders bevorzugt von mehr als 1000 Messbereichen pro Quadratzentimeter
angeordnet sein. Die erzielbare Dichte wird wesentlich bestimmt von der Methode, mit der
die diskreten Messbereiche auf dem Trigersubstrat efz'eugt werden. Mittels mechanischer
Aufbringmethoden konnen gegenwirtig beispielsweise Dichten bis zu 10 000
Messbereichen pro Quadratzentimeter, mit photolithographischen Methoden bis zu
grossenordnungsmassig etwa 1 000 000 Messbereichen pro Quadratzentimeter erzeugt

werden.

Der erfindungsgemésse Kit ist dadurch gekennzeichnet, dass diskrete Messbereiche durch
raumlich selektive Aufbringung von biologischen oder biochemischen oder synthetischen
Erkennungselementen oder von Proben, welche den einen oder die mehreren Analyten in
einer nativen Probenmatrix oder in einer oder in mehreren Probenvorbereitungsschritten

modifizierten Form der nativen Probenmatrix enthalten, auf der Oberfliche des
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Trégersubstrats oder auf einer zusitzlich darauf aufgebrachten Haftvermittlungsschicht
erzeugt werden, vorzugsweise unter Verwendung eines oder mehrerer Verfahren aus der
Gruppe von Verfahren, die von “Ink jet spotting“, mechanischem Spotting mittels Stift,
Feder oder Kapillare, ,,Micro contact printing“, fluidischer Kontaktierung der
Messbereiche mit den biologischen oder biochemischen oder synthetischen
Erkennungselementen durch deren Zufubr in parallelen oder gekreuzten Mikrokanélen,
unter Einwirkung von Druckunterschieden oder elektrischen oder elektromagnetischen
Potentialen sowie photochemischen oder photolithographischen

Immobilisierungsverfahren gebildet wird.

Vorzugsweise werden Bereiche zwischen den diskreten Messbereichen, zur Minimijerung
unspezifischer Bindung von Analyten oder deren Nachweissubstanzen oder anderen
Bindungspartnern, ,,passiviert”. Dazu werden zwischen den riiumlich getrennten
Messbereichen Verbindungen aufgebracht, welche gegeniiber den Analyten oder
gegeniiber deren Nachweissubstanzen oder anderen Bindungspartnern ,,chemisch neutral®,
d. h.nicht-bindend, sind.

Besagte gegeniiber den Analyten oder deren Nachweissubstanzen oder anderen
Bindungspartnern ,,chemisch neutralen®, d.h. diese nicht bindenden, Komponenten kénnen
ausgewihlt sein aus den Gruppen, die von Albuminen, insbesondere Rinderserumalbumin
oder Humanserumalbumin, Casein, unspezifischen, polyklonalen oder monoklonalen,
artfremden oder empirisch fiir den oder die nachzuweisenden Analyten unspezifischen
Antikdrpern (insbesondere fiir Inmunoassays), Detergentien — wie beispielsweise Tween
20 -, nicht mit zu analysierenden Polynukleotiden hybridisierender, fragmentierter
natiirlicher oder synthetischer DNA, wie beispielsweise ein Extrakt von Herings- oder
Lachssperma (insbesondere fiir Polynukleotid-Hybridisierungsassays), oder auch
ungeladenen, aber hydrophilen Polymeren, wie beispielsweise Polyethylenglycolen oder

Dextranen, gebildet werden.

Die einfachste Form der Immobilisierung der Bindungspartner fiir den Analytnachweis
besteht in physikalischer Adsorption, beispielsweise infolge hydrophober
Wechselwirkungen zwischen den Bindungspartnern und der Grundplatte. Diese

Wechselwirkungen kénnen jedoch durch die Zusammensetzung des Mediums und dessen
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physikalisch-chemische Eigenschaften, wie beispielsweise Polaritiit und Ionenstirke, in
ihrem Ausmass stark verdndert werden. Insbesondere im Falle sequentieller Zugabe
verschiedener Reagentien in einem mehrstufigen Assay ist das Haftvermdgen der
Bindungspartner nach rein adsorptiver Immobilisierung auf der Oberfléiche oft

unzureichend.

Vorzugsweise werden die Bindungspartner daher auf einer auf dem Triigersubstrat
aufgebrachten Haftvermittlungsschicht immobilisiert. Es wird bevorzugt, dass die
Haftvermittlungsschicht eine Stérke von weniger als 200 nm, vorzugsweise von weniger
als 20 nm, hat. Fiir die Herstellung der Haftvermittlungsschicht eignen sich eine Vielzahl
von Materialien. Ohne jegliche Einschrénkung wird bevorzugt, dass die
Haftvermittlungsschicht Verbindungen umfasst aus der Gruppe von Silanen,
funktionalisierten Silanen, Epoxiden, funktionalisierten, geladenen oder polaren
Polymeren und “selbstorganisierten passiven oder funktionalisierten Mono- oder
Mehrfachschichten”, Alkylphosphaten und —phosphonaten, multifunktionellen Block-
Copolymeren, wie beispielsweise Poly(L)lysin/Polyethylenglycolen.

Die Haftvermittlungsschicht kann auch Verbindungen umfassen aus der Gruppe von

Organophosphorséiuren der aligemeinen Formel I (A)

Y-B-OPO; H, (IA)

oder von Organophosphonséuren der allgemeinen Formel I (B)
Y-B-PO; H, (IB)

und deren Salzen, in denen B einen Alkyl-, Alkenyl-, Alkinyl-, Aryl-, Aralkyl-, Hetaryl-
oder Hetarylalkylrest und Y Wasserstoff oder eine funktionelle Gruppe aus der Reihe
Hydroxy, Carboxy, Amino, gegebenfalls durch Niederalkyl substituiertes Mono-oder
Dialkylamino, Thiol, oder eine negative Sauregruppe aus der Reihe Ester, Phosphat,
Phosphonat, Sulfat, Sulfonat, Maleimid, Succinimydyl, Epoxy oder Acrylat bedeutet,
wobei an B oder Y ein biologisches, biochemisches oder synthetisch herstellbares
Erkennungselement durch Additions- oder Substitutionsreaktion angedockt sein kann,

wobei auch Verbindungen angelagert sein konnen, die der Substratoberfliche eine
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Resistenz gegen Proteinadsorption und/oder Zelladhésion verleihen und in B in der Kette
gegebenenfalls anstelle einer oder mehrerer—CH,- Gruppen eine oder mehrere

Ethylenoxidgruppen enthalten sein kénnen.

In der WO 00/65352 werden Beschichtungen von bioanalytischen Sensorplattformen oder
Implantaten fiir medizinische Anwendungen mit Pfropf-Copolymeren (,,graft
copolymers®) mit einer polyionischen, z. B. an einen Tréger (elektrostatisch) bindenden

Hauptkette und ,,nicht interaktiven* (adsorptionresistenten) Seitenketten beschrieben.

Die immobilisierten Bindungspartner, als Teil eines erfindungsgemissen Kits, konnen an
das freie Ende oder nahe dem freien Ende eines ganz oder teilweise funktionalisierten,
»nicht interaktiven (adsorptionsresistenten, ungeladenen) Polymeren gebunden sein,
wobei besagtes ,,nicht interaktive™ (adsorptionsresistente, ungeladene) Polymer als
Seitenkette an ein geladenes, polyionisches Polymer als Hauptkette gebunden ist und mit

diesem zusammen ein polyionisches, multifunktionales Co-Polymer bildet.

Gewisse derartige Varianten sind dabei dadurch gekennzeichnet, dass die polyionische
Polymerenhauptkette bei annahernd neutralem pH kationisch (positiv) geladen ist. Sie
kann beispielsweise ausgewihlt sein aus der Gruppe von Polymeren, welche Aminoséuren
mit positiver Ladung bei annéhernd neutralem pH, Polysaccharide, Polyamine, Polymere
von quarterniren Aminen und geladene synthetische Polymere umfasst. Die kationische
'Polymerenhauptkette kann auch ein oder mehr Molekulargruppen aus der Gruppe
unifassen, welche Lysin, Histidin, Arginin, Chitosan, partiell deacetyliertes Chitin, Amin-
haltige Derivate neutraler Polysaccharide, Polyaminostyrol, Polyaminacrylate,
Polyaminmethacrylate, Polyethylenimine, Polyaminoethylene, Polyaminostyrole und

deren N-Alkyl-Derivate umfasst.
Weitere geeignete molekulare Gruppen als Bestandteil einer polyionischen Hauptkette
sind in der WO 00/65352 beschrieben, welche hier vollumfinglich als Bestandteil dieser

Beschreibung eingefithrt wird.

Kennzeichen einer anderen Gruppe von Ausfithrungsformen ist, dass die polyionische

Polymerenhauptkette bei annhernd neutralem pH anionisch (negativ) geladen ist.
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Innerhalb dieser Gruppe kann die kationische Hauptkette ausgewhlt sein aus der Gruppe
von Polymeren umfassend Aminoséuren mit daran gekniipften Gruppen mit negativer
Ladung bei annghend neutralem pH, Polysaccharide und geladene synthetische Polymere
mit negativ geladenen Gruppen.

Die kationische Polymerenhauptkette kann ein oder mehr Molekiilgruppen aus der Gruppe
umfassen, welche Polyasparaginsdure, Polyglutaminsdure, Alginsdure oder deren
Derivate, Pektin, Hyaluronsdure, Heparin, Heparinsulfat, Chondroitinsulfat,
Dermatansulfat, Dextransulifat, Polymethylmethacrylsiure, oxidierte Zellulose,

Carboxymethylierte Zellulose, Maleinsdure und Fumarsiure umfasst.

Der ,,nicht interaktive™ (ungeladene) Polymer™ als Seitenkette kann ausgewihlt sein aus
der Gruppe umfassend Poly(alkylenglycole), Poly(alkylenoxide), neutrale wasserlosliche
Polysaccharide, Polyvinylalkohole, Poly-N-Vinylpyrrolidone, Phosphorylcholin-Derivate,

nicht-kationische Poly(meth)acrylate und deren Kombinationen.

Es wird bevorzugt, dass die immobilisierten Bindungspartner an die ,,nicht interaktive®
Seitenkette an deren freiem Ende oder nahe zu deren freiem Ende tiber reaktive Gruppen
gebunden sind. Besonders bevorzugt wird, dass besagte reaktive Gruppen ausgewihlt sind
aus der Gruppe umfassend Hydroxy (-OH), Carboxy (~-COOH), Ester (-COOR), Thiole (-
SH), N-Hydroxysuccinimid, Maleimidyl, Chinon, Vinylsulfon, Nitrilotriacetische Siure

(,.nitrilo triacetic acid”, NTA) und deren Kombinationen.

Eine Vielzahl weiterer geeigneter Polymeren und bevorzugter Ausflihrungsformen sind in
der WO 00/65352 zusitzlich beschrieben.

Das Trégersubstrat als Grundplatte kann mehrere Schichten mit unterschiedlichen
optischen Eigenschaften umfassen. Beispielsweise kann das Trigersubstrat eine
Metalloxidschicht, mit Brechungsindex n;, auf einer darunterliegenden weiteren Schicht,
mit Brechungsindex ny <n;, umfassen. Dabei wird bevorzugt, dass das Metalloxid

ausgewdhlt ist aus der Gruppe, welche TiO,, Ta;Os oder Nb,Os umfasst.
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Eine andere Variante eines erfindungsgemassen Kits ist dadurch gekennzeichnet, dass das
Trégersubstrat eine diinne Metallschicht, gegebenenfalls auf einer darunter befindlichen
Zwischenschicht mit Brechungsindex vorzugsweise < 1.5, wie beispielsweise
Siliciumdioxid oder Magnesiumfluorid, umfasst, wobei die Dicke der Metallschicht und
der eventuellen Zwischenschicht so ausgewahlt ist, dass ein Oberflachenplasmon bei der
Wellenlénge eines eingestrahlten Anregungslichts und / oder bei der Wellenlénge einer
erzeugten Lumineszenz angeregt werden kann. Dabei wird bevorzugt, dass das Metall
ausgewihlt ist aus der Gruppe, welche Gold und Silber umfasst. Die Dicke der
Metallschicht betriigt zwischen 10 nm und 1000 nm, bevorzugt zwischen 30 nm und 200

nm.

Charakteristisch fiir andere bevorzugte Varianten eines erfindungsgemsssen Kits ist, dass
das Trigersubstrat mindestens bei der Wellenlinge eines eingestrahlten Anregungslichts

oder Messlichts transparent ist.

Unter einem eingestrahlten ,,Anregungslicht” soll dabei verstanden werden, dass dieses
Licht als Energiequelle fiir eine Sekundiremission (zusammenfassend bezeichnet als
»Emissionslicht®), wie beispielsweise Fluoreszenz oder Lumineszenz oder eine
Ramanstrahlung oder beispielsweise zur Anregung eines Oberflichenplasmons in einer
Metallschicht, dient, welche mit einem geeigneten Detektor gemessen werden kann. Unter
einem eingestrahlten ,,Messlicht“ soll verstanden werden, dass dieses ebenfalls der
. Wechselwirkung mit dem Trégersubstrat und / oder mit darauf nachzuweisenden Analyten
‘oder deren Bindungspartnern zwecks eines Analytnachweises dient, dass aber keine
spektralen Anderungen dieses Messlichts oder einer Sekundiremission zu untersuchen
sind, sondern beispielsweise Anderungen der Einstellparameter (wie beispielsweise des
Resonanzwinkels fiir die Einkopplung in eine Gitter-Wellenleiter-Struktur, siche unten)
- oder der Ausbreitungsparameter dieses Lichts (wie beispielsweise der Phasendifferenz
zwischen Lichtanteilen, welche unterschiedliche optische Wege, wie den Messpfad eines
Interferometers und den Referenzpfad, ohne Wechselwirkung mit einer Probe,

durchlaufen) gemessen werden.

Vorteilhaft ist, wenn das Trégersubstrat, als Teil eines erfindungsgemaissen Kits, als ein

durchgehender optischer Wellenleiter ausgebildet ist oder diskrete wellenleitende Bereiche
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umfasst. Besonders bevorzugt wird, dass das Trigersubstrat als ein optischer
Schichtwellenleiter ausgebildet ist, mit einer, den Ausnehmungen der Probenbehiltnisse
zugewandten, ersten optisch transparenten Schicht (a) auf einer zweiten optisch
transparenten Schicht (b) mit niedrigerem Brechungsindex als Schicht (a). Es ist bekannt,
beispielsweise aus den Anmeldungen WO 95/33197, WO 95/33198 und WO 96/3 5940,
dass mit Sensorplattformen basierend auf Diinnschichtwellenleitern in Kombination mit
der Detektion von Fluoreszenz, welche im evaneszenten Feld eines im Wellenleiter
gefithrten Lichts angeregt wird, besonders tiefe Nachweisgrenzen fiir einen

Analytnachweis erreicht werden kénnen.

Dabei kann die zweite optisch transparente Schicht (b) ein Material aus der Gruppe
umfassen, die von Silikaten, z. B. Glas oder Quarz, transparenten thermoplastischen oder
spritzbaren Kunststoffen, beispielsweise Polycarbonaten, Polyimiden, Acrylaten,

insbesondere Polymethylmethacrylaten, oder Polystyrolen gebildet wird.

Es wird bevorzugt, dass der Brechungsindex der ersten optisch transparenten Schicht (a)
grosser als 1.8 ist. Es wird auch bevorzugt, dass die erste optisch transparente Schicht (a)
ein Material aus der Gruppe von Silicium-Nitrid, TiOz, ZnO, Nb,0s5 Ta,0s, HfO,, und

Zr0,, besonders bevorzugt aus TiO,, Ta,05 oder Nb,Os umfasst.

Bei gegebenem Material der Schicht (a) und gegebenem Brechungsindex ist die
Empfindlichkeit bis zu einem unteren Grenzwert der Schichtdicke umso grosser, je
geringer die Schichtdicke ist. Der untere Grenzwert wird bestimmt durch den Abbruch der
Lichtleitung bei Unterschreiten eines von der Wellenléinge des zu fithrenden Lichts
abhéngigem Wert sowie einem zu beobachtenden Anstieg der Ausbreitungsverluste bei
sehr diinnen Schichten mit weiterer Schichtdickenabnahme. Es wird bevorzugt, dass das
Produkt aus der Dicke der Schicht (a) und ihrem Brechungsindex ein Zehntel bis ein
Ganzes, bevorzugt ein Drittel bis zwei Drittel, der Wellenléinge eines in die Schicht )]
einzukoppelnden Anregungslichts oder Messlichts betriigt.

Sofern eine Eigenfluoreszenz der Schicht (b) nicht auszuschliessen ist, insbesondere wenn
diese aus einem Kunststoff wie beispielsweise Polycarbonat besteht, oder auch um den
Einfluss der Oberfléchenrauhigkeit der Schicht (b) auf die Lichtleitung in der Schicht (a)
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zu vermindern, kann es von Vorteil sein, wenn zwischen den Schichten (2) und (b) eine
Zwischenschicht aufgebracht ist. Daher besteht eine weitere Ausfithrungsform des
Trégersubstrats als Bestandteil eines erfindungsgemsssen Kits darin, dass sich zwischen
den optisch transparenten Schichten (a) und (b) und in Kontakt mit Schicht (a) eine
weitere optisch transparente Schicht (b”) mit niedrigerem Brechungsindex als dem der
Schicht (a) und einer Stiirke von 5 nm - 10000 nm, vorzugsweise von 10 nm - 1000 nm,
befindet.

Fur die Einkopplung von Anregungslicht oder Messlicht in einen optischen Wellenleiter
sind eine Vielzahl von Methoden bekannt. Im Falle einer relativ dicken wellenleitenden
Schicht bis hin zu einem selbsttragenden Wellenleiter ist es moglich, das Licht unter
Verwendung von Linsen geeigneter numerischer Apertur so in eine Stirnfliche des
Wellenleiters zu fokussieren, dass es iiber innere Totalreflexion geleitet wird. Im Falle von
Wellenleitern mit grisserer Stirnbreite als Wellenleiterschichtdicke werden dafiir
bevorzugt Zylinderlinsen verwendet. Dabei kénnen die Linsen sowohl rdumlich entfernt
vom Wellenleiter angeordnet als auch direkt mit diesem verbunden sein. Im Falle
geringerer Wellenleiterschichtdicken ist diese Form der Stirnfldchenkopplung weniger
geeignet. Besser eingesetzt werden kann dann die Kopplung tiber Prismen, die bevorzugt
zwischenraumfrei an den Wellenleiter angefiigt oder tiber eine brechungsindexanpassende
Fliissigkeit mit dem Wellenleiter verbunden sind. Es ist auch mdglich, das Anregungslicht
liber eine optische Faser an den optischen Wellenleiter heranzufithren oder das in einen
anderen Wellenleiter eingekoppelte Licht in den Wellenleiter tiberzukoppeln, indem beide
* Wellenleiter einander so nahe gebracht werden, dass ihre evaneszenten Felder iiberlappen
und damit eine Energietibertragung stattfinden kann. Bestandteil der Erfindung sind daher
solche Ausfiihrungsformen, bei denen der erfindungsgemaisse Kit ein oder mehrere
optische Koppelemente zur Einkopplung von Anregungs- oder Messlicht zu den
Messbereichen auf dem als optischer Wellenleiter ausgebildeten Trégersubstrat umfasst,
wobei besagte optische Koppelelemente ausgewihlt sein konnen aus der Gruppe von
Prismenkopplern, evaneszenten Kopplern mit zusammengebrachten optischen
Wellenleitern mit {iberlappenden evaneszenten Feldern, Stirnflichenkopplern mit vor einer
Stirnseite der wellenleitenden Schicht angeordneten fokussierenden Linsen, vorzugsweise

Zylinderlinsen, oder optischen Fasern als Lichtleitern, und Koppelgittern, und wobei
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besagte Koppelelemente mit dem Tréigersubstrat verbunden oder von diesem getrennt

angeordnet sein kénnen.

Vorzugsweise umfasst das Trégersubstrat zur Einkopplung von Anregungslicht oder
Messlicht zu den Messbereichen eine oder mehrere Gitterstrukturen (c) als Koppelgitter,
welche als diffraktive Gitter in der optisch transparenten Schicht (a) moduliert sind.
Hierbei kann es sich um Reliefgitter mit beliebigem Profil, beispielsweise mit Rechteck-,
Dreieck-, Sdgezahn-, halbkreis- oder sinusformigem Profil, oder um Phasen- oder
Volumengitter mit einer periodischen Modulation des Brechungsindex in der im
wesentlichen planaren Schicht (a) handeln. Vorzugsweise sind Gitterstrukturen (c) als

Oberfldchenreliefgitter ausgebildet.

Eine weitere Variante des erfindungsgemaissen Kits ist dadurch gekennzeichnet, dass das
Trégersubstrat zur Auskopplung von in der Schicht (a) gefithrtem Licht eine oder mehrere
Gitterstrukturen (c) oder eine zweite Gruppe von einer oder mehreren Gitterstrukturen )
als Auskoppelgitter umfasst. Vorzugsweise sind auch diese als Oberfldchenreliefgitter in
der optisch transparenten Schicht (a) moduliert. Dabei kénnen Gitterstrukturen (c¢) und (¢*)
gleiche oder unterschiedliche Periode haben und parallel oder nicht parallel zueinander
ausgerichtet sein. Gitterstrukturen (c) und (¢’) kénnen wechselseitig .als Ein- und / oder

Auskoppelgitter verwendet werden.

Die Gitterstrukturen (c) und /oder (¢’) kénnen mono- oder multidiffraktiv sein und eine
Tiefe von 2 nm — 100 nm, bevorzugt von 10 nm — 30 nm, haben sowie eine Periode von
200 nm — 1000 nm, bevorzugt von 300 nm — 700 nm, haben. Das Verhaltnis der Stegbreite
der Gitterlinien zur Gitterperiode kann zwischen 0.01 und 0.99 betragen, wobei ein

Verhiltnis zwischen 0.2 und 0.8 bevorzugt wird.

Eine Gruppe von Ausfiihrungsformen eines erfindungsgemassen Kits ist dadurch
gekennzeichnet, dass dieser einen Nachweis eines oder mehrerer Analyten durch Bindung
in Losung bereitgestellter Bindungspartner an die in diskreten Messbereichen
immobilisierten Bindungspartner aufgrund einer resultierenden Anderung des effektiven
Brechungsindex im Bereich dieser Messbereiche ermoglicht. Wie bereits vorangehend

ausgefithrt, kann es sich bei den immobilisierten Bindungspartnern um die
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nachzuweisenden Analyten selbst, beispielsweise in einer nativen Probenmatrix, handeln,
welche im Laufe eines Nachweisverfahrens mit biologischen oder biochemischen oder
synthetischen Erkennungselementen in Kontakt gebracht werden, oder es kann sich hierbei
um immobilisierte Erkennungselemente handeln, die mit einer die Analyten enthaltenden

Probe in Kontakt gebracht werden.

Vorzugsweise sind dabei die zweidimensionalen Arrays von Messbereichen jeweils auf

einer gemeinsamen Gitterstruktur (c) angeordnet.

Zur Erfullung der Aufgabe der Referenzierung sind fiir die Ausfiihrungsformen des
erfindungsgeméssen Kits, welche auf der Detektion von Anderungen des effektiven

Brechungsindex beruhen, wiederum mehrere Varianten maglich.

Eine Variante besteht darin, dass innerhalb der Arrays jeweils ein oder mehrere
Messbereiche mit dort aufgebrachten, gegeniiber den Analyten oder deren
Nachweisstoffen oder anderen Bindungspartnern ,,chemisch neutralen® Komponenten

einer Referenzierung dienen.

Diese Art der Referenzierung ist besonders dann geeignet, wenn als Trégersubstrat eines
erfindungsgemissen Kits eine Gitter-Wellenleiter-Struktur zur ortsaufgeldsten
Bestimmung von Anderungen des effektiven Brechungsindex verwendet wird, wie sie in
der PCT/EP 01/00605 beschrieben worden ist. Diese Anmeldeschrift wird hiermit

vollumfinglich als Bestandteil der vorliegenden Beschreibung eingefiihrt.

Bildgebende Detektionsverfahren fiir Anderungen des effektiven Brechungsindex durch
Anderungen der Massenbelegung auf einer Gitter-Wellenleiter-Struktur oder auf der
Metallschicht einer Anordnung zur Erzeugung einer Oberflichenplasmonenresonanz
konnen dadurch realisiert werden, dass ein aufgeweitetes, paralleles Anregungs- bzw.
Messlichtbiindel grossflichig auf die zu untersuchende Fliche mit gegebenenfalls darauf
erzeugten, diskreten Messbereichen (vorzugsweise in einem zweidimensionalen Array) bei
oder nahe den Resonanzbedingungen fiir die Lichteinkopplung in die wellenleitende
Schicht bzw. zur Anregung der Oberflichenplasmonenresonanz eingestrahlt wird. Diese

zu erfiillenden Resonanzbedingungen konnen der entsprechende Resonanzwinkel, bei

23



WO 03/096018 PCT/EP03/04717

Variation des Einstrahlwinkels und konstanter eingestrahlter Wellenlénge, oder die
Resonanzwellenlénge, bei Variation der Einstrahlungswellenlinge unter konstantem
Einstrahlwinkel, sein. Mit einem ortsauflosenden Detektor kénnen dann lokale
Unterschiede der Massenbelegung auf dieser Fliche, anhand der lokalen Variation des
Grades der Erfiillung der entsprechenden Resonanzbedingungen, die beispielsweise zu
entsprechenden lokalen Unterschieden der in Transmissions- oder Reflexionsanordnung

zu verzeichnenden Lichtmengen fiihren, gemessen werden.

Im Falle einer solchen bildgebenden Gitterwellenleiterstruktur oder Anordnung zur
Anregung von Oberflédchenplasmonenresonanz kann mithilfe der in diskreten
Messbereichen immobilisierten gegeniiber den Analyten oder deren Nachweisstoffen oder
anderen Bindungspartnern ,,chemisch neutralen® Komponenten eine kontrollierte
unterschiedliche Massenbelegung der Oberfléche erreicht werden, welche sich in
entsprechenden Unterschieden des effektiven Brechungsindex ausdriickt. Damit ist es
méglich, Anderungen des effektiven Brechungindex im Falle der Bindung eines Analyten
oder eines seiner Nachweisstoffe oder Bindungspartner in den fiir den Analytnachweis
vorgesehenen Messbereichen anhand des bekannten Wertes der Signalinderung bei
kontrolliert unterschiedlicher Massenbelegung zu skalieren und damit die unbekannte

Oberflachenbelegungsmassenénderung beim Analytnachweis zu berechnen.

In &hnlicher Weise ist es moglich, dass innerhalb der Arrays jeweils ein oder mehrere
Messbereiche mit dort aufgebrachten Komponenten als Massenlabeln (z. B.
Molekiilkomplexen, insbesondere aus den Erkennungslabein und den nachzuweisenden
Analyten, oder Teilchen bzw. Beads) bekannter Menge und bekannten Molekulargewichts

einer Kalibration und / oder Referenzierung dienen.

Es ist auch méglich, dass eine oder mehrere Teilfléichen innerhalb eines Arrays bzw. eines
Probenbehiltnisses auf dem Trigersubstrat, welche durch Aufbringung von gegeniiber den
Analyten oder deren Nachweissubstanzen ,,chemisch neutralen® Komponenten

»passiviert” wurden, einer Referenzierung dienen.

Eine andere grosse Gruppe von Ausfithrungsformen eines erfindungsgemsssen Kits ist

dadurch gekennzeichnet, dass dieser einen Nachweis eines oder mehrerer Analyten durch
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Bindung in Losung bereitgestellter Bindungspartner an die in diskreten Messbereichen
immobilisierten Bindungspartner zum Analytnachweis aufgrund einer resultierenden
Anderung eines Lumineszenzsignals, beispielsweise von an den Analyten oder an einen
seiner Bindungspartner bzw. Nachweissubstanzen gebundenen lumineszenzfihigen

Molekiilen, im Bereich dieser Messbereiche, ermoglicht.

Fiir diese Gruppe von Ausfiihrungsformen besteht eine mogliche Variante darin, dass zur
Referenzierung der im Bereich eines Arrays verfiigbaren Anregungslichtintensitit in
jeweils ein oder mehreren Messbereichen des Arrays lumineszenzféhige, die Analyten
oder deren Nachweissubstanzen nicht bindende Molekiile als Lumineszenzlabel
immobilisiert sind. Im Falle eines als optischer Wellenleiter mit einer wellenleitenden
optisch trénsparenten Schicht (2) ausgebildeten Trégersubstrats entspricht der Intensitt
des in dem Bereich des Arrays verfiigbaren Licht die Intensitit des dort in der
darunterliegenden wellenleitenden Schicht (a) gefiithrten Lichts.

Dabei wird bevorzugt, dass besagte Lumineszenzlabel (benutzt fiir Zwecke einer
Referenzierung) bei einer anderen Wellenlénge emittieren als solche lumineszenzfihigen

Molekiile bzw. Lumineszenzlabel, welche einem Analytnachweis dienen.

Eine weitere Moglichkeit besteht darin, dass nicht speziell ausgewiesene Messbereiche
ausschliesslich fiir Referenzierungszwecke vorgesehen sind, sondern dass
lumineszenzfihige Molekiile als Lumineszenzlabel zu Referenzierungszwecken in
denselben Messbereichen aufgebracht sind, in denen auch die Bindungspartner fiir den
Analytnachweis immobilisiert sind. Unter der Voraussetzung, dass die fiir
Referenzierungszwecke eingesetzten Lumineszenlabel in einer bekannten Anzahl oder in
einem bekannten Mischungsverhéltnis mit den iibrigen in einem Messbereich
immobilisierten Molekiilen vorliegen, kann die Referenzierung dabei der Bestimmung
unterschiedlicher Parameter dienen. Einerseits lsst sich so wieder die in dem Messbereich
verfligbare Anregungslichtintensitéit bestimmen. Andererseits kann, im Falle einer
bekannten lokalen Anregungslichtintensitiit und des bekannten Mischungsverhéltnisses
mit immobilisierten Bindungspartnern, aus dem Lumineszenzsignal dieser Label die
Immobilisierungsdichte bestimmt werden. Dieses bedeutet zusammenfassend, dass zur

Referenzierung der im Bereich eines Arrays verfiigbaren (bzw. in der wellenleitenden
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Schicht (a) eines als optischer Wellenleiter ausgebildeten Trégersubstrats gefiihrten)
Anregungslichtintensitét oder der Oberflichendichte der in einem Messbereich
immobilisierten Bindungspartner in diesen Messbereichen, in denen auch besagte
Bindungspartner immobilisiert sind, lumineszenzfihige Molekiile als Lumineszenzlabel

aufgebracht sind.

Es ist auch moglich, dass besagte Lumineszenzlabel (benutzt fiir Zwecke einer
Referenzierung) an die immobilisierten Bindunspartner oder an einen bekannten

prozentualen Anteil dieser immobilisierten Bindungspartner gebunden sind.

Besagte Lumineszenzlabel (benutzt fiir Zwecke einer Referenzierung) kénnen auch in
einer Mischung, in einem bekannten Mischungsverhilinis, mit den immobilisierten

Bindungspartnern in den dafiir ausgewiesenen Messbereichen vorliegen.

Es wird bevorzugt, dass als besagte Lumineszenzlabel (benutzt fiir Zwecke einer
Referenzierung) Lumineszenzfarbstoffe oder lumineszente Nanopartikel dienen, welche
bei einer Wellenldnge zwischen 300 nm und 1100 nm angeregt werden konnen und / oder

emittieren.

Von Vorteil ist, wenn ein erfindungsgemésser Kit, nach einer der genannten

Ausfithrungsformen, zusétzlich Reagentien zur Assaydurchfiihrung umfasst.

Diese zusitzlichen Reagentien zur Assaydurchfiihrung konnen beispielsweise ausgewihlt
sein aus der Gruppe, welche Assay-Puffer, Hybridisierungspuffer, Waschlssungen und
Lésungen von lumineszenzmarkierten ,, Tracer-Proben® (z. B. Antikérper in
Immunoassays oder einzelstréngige Nukleinsiuren in Nukleinsiure-
Hybridisierungsassays) sowie Losungen zur Biokomplex-Dissoziation (z. B. sogenannte
»chaotrope” Reagentien mit einem hohen Salzgehalt / hoher Ionenstirke und / oder stark
sauren Charakters zur Dissoziation von Antigen-Antikorper-Komplexen oder Harnstoff-

Losungen zur Dissoziation von hybridisierten Nukleinséure-Stréingen) umfasst.

Es ist moglich, dass besagte zusitzliche Reagentien zur Assaydurchfithrung von extern

den Probenbehiltnissen zugefiihrt werden.
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Eine andere Variante besteht darin, dass besagte zusétzliche Reagentien in Behéltnissen
des Aufsatzkorpers integriert sind und, gegebenenfalls nach einer Benetzung, wihrend

eines Assays den Probenbehiltnissen zugefiihrt werden.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein analytisches System zur Assay-Entwicklung
und zur Durchfiihrung einer Vielzahl von Analysen auf einem gemeinsamen,
durchgehenden Trigsersubstrat, umfassend
- einen Kit nach einer der genannten Ausfithrungsformen
- eine Aufhahmevorrichtung zum Einsatz des von dem Trigersubstrat und dem
Aufsatzkorper gebildeten Korpers, mit den in den Probenbehéltnissen in
zweidimensionalen Arrays von Messbereichen immobilisierten Bindungspartnern
und den diesen Probenbehéltnissen zugefiihrten Proben und gegebenenfalls
zusétzlichen Reagentien
- mindestens einen Detektor zum Nachweis des von den Bereichen der Arrays und

insbesondere von den Messbereichen ansgehenden Lichts.

Es wird bevorzugt, dass es sich bei dem mindestens einen Detektor um einen
ortsauflosenden Detektor handelt, welcher vorzugsweise ausgewihlt ist aus der Gruppe,
welche CCD-Kameras, CCD-Chips, Photodioden-Arrays, Avalanche-Dioden-Arrays,
Multichannel-Plates und Vielkanal-Photomultiplier umfasst.

Vorzugsweise umfasst das analytische System ausserdem mindestens eine
Aunregungslichtquelle zur Aussendung eines den Arrays und deren Messbereichen
zuzufithrenden Anregungs- oder Messlichts. Dabei handelt es sich vorzugsweise um eine
spektral schmalbandige oder sogar monochromatische Lichtquelle, wie beispielsweise
einen Laser. Das erfindungsgemasse analytische System kann auch spezielle optische
Komponenten umfassen, mit denen die Einstrahlung eines im wesentlichen
monochromatischen Anregungslichts oder Messlichts zu den Messbereichen erméglicht

wird.

Fiir eine Reihe moglicher Ausfithrungsformen des erfindungsgeméssen analytischen

Systems ist es erforderlich, den Winkel des eingestrahlten Lichts zum Trégersubstrat und
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den Auftreffort des Lichts auf dem Tréagersubstrat genau einzustellen. Daher wird
ebenfalls bevorzugt, dass das analytische System zusétzlich eine oder mehr
Justierkomponenten zur Justierung des Einstrahlwinkels eines eingestrahlten

Anregungslichts oder Messlichts zum Trigersubstrat umfasst.

Im optischen Weg zwischen der einen oder mehreren Anregungslichtquellen und dem
Trigersubstrat und /oder zwischen besagtem Trigersubstrat und dem einen oder mehreren
Detektoren kénnen optische Komponenten aus der Gruppe verwendet werden, welche
Linsen oder Linsensysteme zur Formgestaltung der tibertragenen Lichtbiindel, planare
oder gekriimmte Spiegeln zur Umlenkung und gegebenenfalls zusétzlich zur
Formgestaltung von Lichtbiindeln, Prismen zur Umlenkung und gegebenenfalls zur
spektralen Aufteilung von Lichtbiindeln, dichroische Spiegel zur spektral selektiven
Umlenkung von Teilen von Lichtbiindeln, Neutralfilter zur Regelung der tibertragenen
Lichtintensitiit, optische Filter oder Monochromatoren zur spekiral selektiven Ubertragung
von Teilen von Lichtbiindeln oder polarisationsselektive Elemente zur Auswahl diskreter
Polarisationsrichtungen des Anregungs- oder Messlichts und / oder gegebenfalls eines

Lumineszenzlichts umfasst.

Vielfach ist es notwendig, Messungen bei einer konstanten und oft auch genau definierten,
vorgegebenen Temperatur durchzufiihren. Beispielweise sind reaktions- oder
bindungskinetische Daten grundsitzlich immer auf eine bestimmte Temperatur bezogen,
und die Empfindlichkeit refraktiver Messungen (beispielsweise basierend auf dem
Resonanzwinkel fiir Lichteinkopplung in eine wellenleitende Schicht oder zur Anregung
eines Oberflichenplasmons) kann durch Temperaturschwankungen begrenzt sein,
aufgrund der Temperaturabhéngigkeit des Brechungsindexes. Daher umfasst das
erfindungsgemésse analytische System vorzugsweise auch Vorkehrungen, welche eine

Thermostatisierung der Probenbehiltnisse ermoglichen.

Die Einstrahlung des Anregungslichts oder Messlichts zu den Messbereichen kann in einer
Auflicht- oder einer Transmissionsanordnung erfolgen. Eine mogliche Konfiguration ist
dadurch gekennzeichnet, dass die Einstrahlung des Anregungs- oder Messlichts zu den
Messbereichen und die Erfassung des von den Messbereichen ausgehenden Lichts auf

gegeniiberliegenden Seiten des Tréigersubstrats erfolgen.
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Bevorzugt wird, dass die Einstrahlung des Anregungslichts oder Messlichts zu den
Messbereichen und die Erfassung des von den Messbereichen ausgehenden Lichts auf der
gleichen Seite des Tragersubstrats, vorzugsweise von der den Probenbehéltnissen
gegeniiberliegenden Aussenseite des Trégersubstrats aus, erfolgen. Dieses hat den Vorteil,
dass ein Durchgang des Anregungs- oder Messlichts durch die Probenfliissigkeit (im Falle
einer zugefiihrten fliissigen Probe) vor der Wechselwirkung mit den an die
Trigersubstratoberfliche gebundenen Analytmolektilen oder deren Nachweissubstanzen
vermieden werden kann. Im Falle einer Wechselwirkung im evaneszenten Feld einer in
einer wellenleitenden Schicht des Trégersubstrats gefilhrten Welle oder eines

- Oberfliachenplasmons in einem auf dem Trigersubstrat befindlichen Metallfilm kann
durch diese Konfiguration ein Durchgang des Anregungs- oder Messlichts durch die
Probenlésung sogar nahezu génzlich (abgesehen von der Eindringtiefe des evaneszenten

Feldes) vermieden werden.

Eine weitere Moglichkeit besteht darin, dass die Einstrahlung des Anregungslichts oder
Messlichts zu den Messbereichen und die Erfassung des von den Messbereichen

ausgehenden Lichts in einer konfokalen Anordnung erfolgen.

Das Anregungs- oder Messlicht kann kontinuierlich, aber auch gepulst eingestrahlt
werden. So kann das erfindungsgemaisse analytische System Komponenten umfassen,
welche die Einstrahlung des Anregungslichts oder Messlichts in Pulsen mit einer Dauer
zwischen 1 fsec und 10 Minuten ermdglichen. Eine bevorzugte Ausfiihrungsform des
erfindungsgemaéssen analytischen Systems ist dadurch gekennzeichnet, dass dieses
Komponenten umfasst, welche eine zeitlich aufgeldste Erfassung des von den

Messbereichen ausgehenden Lichts ermdglichen.

Es wird bevorzugt, dass das analytische System optische Komponenten umfasst, mit denen
die Einstrahlung eines im wesentlichen parallelen Anregungs- oder Messlichtbiindels zu
den Messbereichen ermdglicht wird. Von besonderem Vorteil ist, wenn das analytische
System optische Komponenten zur Strahlaufweitung umfasst, welche ein im wesentlichen
paralleles Sirahlenbiindel erzeugen, welches grosstlichig auf die Messbereiche

eingestrahlt wird.
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Eine besondere Gruppe von Ausfilhrungsformen des erfindungsgeméssen analytischen
Systems ist dadurch gekennzeichnet, dass dieses eine Bestimmung von Anderungen der
Resonanzbedingungen zur Anregung eines Oberflachenplasmons in einer Metallschicht
als Bestandteil des Triagersubstrats erm6glicht. Bei konstanter eingestrahlter
Anregungswellenlinge kann die zu beobachtende Anderung der Resonanzbedingungen in
der Anderung des Resonanzwinkels des eingestrahlten Anregungslichts zur
Flichennormalen des Trigersubstrates, zur Anregung eines Oberfldchenplasmons in der
Metallschicht, bestehen. Dazu wird beispielsweise ein nahezu paralleles
Anregungslichtbiindel eingestrahit, und bei Erreichen des Resonanzwinkels ergibt sich ein

Minimum in der Reflexion oder Transmission.

Es ist auch méglich, das Anregungslicht unter einem konstanten Winkel einzustrahlen und
die Anregungswellenlidnge nahe der Erfiillung der Resonanzbedingungen zu variieren
(beispielsweise unter Verwendung eines spektral durchstimmbaren Lasers). Dann besteht
also die zu beobachtende Anderung der Resonanzbedingungen in der Anderung der
Resonanzwellenlénge eines unter einem konstanten Winkel eingestrahlten

Anregungslichts, zur Anregung eines Oberfldchenplasmons in der Metallschicht.

Dabei wird eine solche Ausfithrungsform des analytischen Systems bevorzugt, welche
eine ortsaufgeloste Bestimmung von Anderungen der Resonanzbedingungen zur

Anregung eines Oberflichenplasmons in der Metallschicht ermdglicht.

Eine andere Gruppe von bevorzugten Ausfiihrungsformen eines erfindungsgeméssen
analytischen Systems ist dadurch gekennzeichnet, dass dieses eine Bestimmung von
Anderungen der Resonanzbedingungen zur Einkopplung eines Anregungslichts oder
Messlichts in die wellenleitende Schicht (a) tiber eine Gitterstruktur (c) oder Auskopplung
eines in der Schicht (a) gefiihrten Lichts iiber eine Gitterstruktur (c) oder (¢”) erméglicht.

Die Anderung der Resonanzbedingungen kann wiederum in der Anderung eines
Resonanzwinkels, hier zur Ein- oder Auskopplung eines Anregungslichts oder Messlichts
oder eines in der wellenleitenden Schicht (a) gefiihrten, im wesentlichen

monochromatischen Lichts konstanter Wellenlénge bestehen. Sie kann auch in der
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Anderung der Resonanzwellenlénge zur Einkopplung eines unter einem konstanten
Winkel eingestrahlten Anregungslichts oder Messlichts in die wellenleitende Schicht (a)

bestehen.

Es werden wiederum solche Ausfithrungsformen eines entsprechenden
erfindungsgemissen analytischen Systems bevorzugt, welche eine ortsaufgeldste
Bestimmung von Anderungen der Resonanzbedingungen zur Einkopplung eines
Anregungslichts oder Messlichts in die wellenleitende Schicht (a) iiber eine Gitterstruktur
(¢) oder Auskopplung eines in der Schicht (a) gefiihrten Lichts tiber eine Gitterstruktur (c)
oder (¢") ermdglichen. Hierflir als Teil erfindungsgemasser analytischer Systeme
geeignete optische Systeme sind in der PCT/EP 01/00605 beschrieben, welche hiermit
vollumfiinglich als Bestandteil der vorliegenden Anmeldung eingefiihrt wird.

Kennzeichen einer anderen Gruppe bevorzugter Ausfiihrungsformen eines
erfindungsgeméssen analytischen Systems ist, dass es eine ortsaufgeloste Erfassung und
Messung von Lumineszenzlicht ermdglicht, welches aus dem Bereich der Arrays,
insbesondere der Messbereiche, abgestrahlt wird. Eine besonders bevorzugte
Ausfiihrungsform ist dabei dadurch gekennzeichnet, dass das analytische System
Komponenten umfasst, mit denen das Anregungslicht unter dem Resonanzwinkel zur
Einkopplung in die wellenleitende Schicht (a) iiber eine in dieser Schicht modulierte
Gitterstruktur (c), als Bestandteileil des Trégersubstrats, eingestrahlt wird, so dass das
eingekoppelte Anregungslicht in der Schicht (a) gefiihrt wird und dabei Lumineszenzlabel
innerhalb der Eindringtiefe des evaneszenten Feldes in den Raum der Probenbehéltnisse
zur Lumineszenz angeregt werden, und dass abgestrahlte Lumineszenz mit einer
Sammeloptik gesammelt und einem oder mehreren Detektoren zugefiihrt und das

Detektorsignal von einem Speichermedium aufgezeichnet wird.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Assay-Entwicklung und zur
Durchfithrung einer Vielzahl von Analysen auf einem gemeinsamen, durchgehenden
Trigersubstrat, dadurch gekennzeichnet, dass die auf einen oder auf mehrere Analyten zu
untersuchenden Proben direkt oder nach Mischung und Inkubation mit weiteren

Reagentien und gegebenenfalls weiteren Probenvorbereitungsschritten in Kontakt gebracht
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werden mit biologischen oder biochemischen oder synthetischen Erkennungselementen in
ein oder mehreren Probenbehéltnissen, welche Bestandteile eines Kits sind, umfassend
- ein Trigersubstrat und
- einen Aufsatzkorper,
welche zusammen eine Anordnung einer Vielzahl von Probenbehéltnissen, mit besagtem
Trégersubstrat als Grundplatte, bilden, sowie
- eine Vielzahl immobilisierter Bindungspartner fiir den Nachweis eines oder
mehrerer Analyten in einer oder mehreren Proben in einem Bioaffinitétsassay,
wobei besagte Bindungspartner auf dem Trégersubstrat innerhalb der Probenbehéltnisse
jeweils in zweidimensionalen Arrays von diskreten Messbereichen angeordnet
immobilisiert sind, wobei
- jeweils mindestens ein Messbereich eines Arrays oder eine Teilfléiche innerhalb
eines Arrays bzw. Probenbehiltnisses auf dem Trégersubstrat zu einer
Referenzierung vorgesehen ist und
- die Oberflachendichte der immobilisierten Bindungspartner, bezogen auf die
Flache der Messbereiche, weniger als der Oberflichendichte einer vollstindigen
Monoschicht besagter Bindungspartner entspricht,
dass gegebenenfalls weitere Reagentien den Probenbehétnissen zugefiihrt werden,
dass das Trégersubstrat mit den zusammen mit einem Aufsatzkdrper erzeugten, mit
Proben und gegebenenfalls zusétzlichen Reagentien gefiillten Probenbehéltnissen in eine
Aufnahmevorrichtung eines erfindungsgemassen analytischen Systems nach einer der
genannten Ausfithrungsformen eingesetzt wird,
dass das von den Bereichen der Arrays in den Probenbehéltnissen und insbesondere von
den Messbereichen ausgehende Licht mit mindestens einem Detektor gemessen und

dass die Detektorsignale von einem Speichermedium aufgezeichnet werden.

Dabei wird bevorzugt, dass besagte Vielzahl von Probenbehéltnissen als ein

zweidimensionales Array von Probenbehéltnissen angeordnet ist.

Bei den immobilisierten Bindungspartnern kann es sich um den einen oder die mehreren
Analyten selbst handeln, welche in einer nativen Probenmatrix oder in einer in einem oder
in mehreren Probenaufbereitungsschritten modifizierten Form der nativen Probenmatrix

auf dem Trigersubsirat als Grundplatte aufgebracht sind.
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Dabei kann die native Probenmatrix mit den darin nachzuweisenden Analyten aus der
Gruppe stammen, welche Zellextrakte, Gewebeextrakte, natiirlich vorkommende
Korperfliissigkeiten wie Blut, Serum, Plasma, Lymphe oder Urin, Speichel,
Gewebefliissigkeiten, Eigelb und Eiweiss, biologische Gewebeteile, optisch triibe
Fliissigkeiten, Boden- und Pflanzenextrakte sowie Bio- und Syntheseprozessbriihen

umfasst.

Fiir diese Ausfiihrungsform des Verfahrens ist charakteristisch, dass zum Nachweis des
einen oder der mehreren immobilisierten Analyten in einem Bioaffinititsassay biologische
oder biochemische oder synthetische Erkennungselemente mit besagten immobilisierten

Analyten in einem oder mehreren Messbereichen in Kontakt gebracht werden.

Dabei wird bevorzugt, dass zum Nachweis unterschiedlicher Analyten in
unterschiedlichen Messbereichen diese mit unterschiedlichen biologischen oder
biochemischen oder synthetischen Erkennungselementen in Kontakt gebracht werden.
Dieses geschieht vorzugsweise zum Nachweis unterschiedlicher Analyten in
unterschiedlichen Probenbehéltnissen. Der Nachweis unterschiedlicher, immobilisierter
Analyten kann aber auch so erfolgen, dass ein- und demselben Probenbehéltnis sequentiell
unterschiedliche Erkennungselemente zugefiihrt werden, wobei gegebenenfalls nach
einem erfolgten Analyt-Nachweisschritt der Komplex aus immobilisiertem Analyten und
einem daran gebundenen Erkennungselelement unter Einwirkung sogenannter chaotroper
Reagentien (beispielsweise saurer oder basischer Losungen) dissoziiert wird, bevor in
einem nachfolgenden Schritt des Bioaffinitisassays die nidchste Sorte von

Erkennungselementen, zum Nachweis eines anderen Analyten, zugefiihrt wird.

Eine andere bevorzugte Gruppe von Ausfithrungsformen des erfindungsgeméssen
Verfahrens ist dadurch charakterisiert, dass es sich bei den immobilisierten
Bindungspartnern um biologische oder biochemische oder synthetische
Erkennungselemente zum Nachweis eines oder mehrerer Analyten in einer oder mehreren
zuzufithrenden Proben handelt.
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Zur Gewihrleistung einer kontrollierten Oberflichendichte der immobilisierten
Erkennungselemente entsprechend weniger als einer Monoschicht wird bevorzugt, dass
die Messbereiche eine Mischung der biologischen oder biochemischen oder synthetischen
Erkennungselemente, zur spezifischen Erkennung und Bindung eines oder mehrerer
Analyten aus einer zugefiihrten Probe, mit gegentiber diesen Analyten oder deren
Nachweisstoffen oder weiteren Bindungspartnern ,,chemisch neutralen®, d.h. diese nicht
bindenden, Komponenten, vorzugsweise in einem kontrollierten Mischungsverhéitnis,

umfassen.

Fiir diese Variante wird weiterhin bevorzugt, dass die Oberfliachendichte der in den
diskreten Messbereichen immobilisierten biologischen oder biochemischen oder
synthetischen Erkennungselemente und der gegeniiber den Analyten ,,chemisch neutralen®
Komponenten, bezogen auf die Flache dieser Messbereiche, fiir beide Arten von
Komponenten zusammen mindestens zwei Dritteln der Dichte einer vollstéindigen

molekularen Monoschicht entspricht.

Das erfindungsgemisse Verfahren ist dann typischerweise so gestaltet, dass die
immobilisierten biologischen oder biochemischen oder synthetischen Erkennungselemente
in den Probenbehiltnissen mit einer oder mehreren, den einen oder mehrere Analyten
enthaltenden Proben und gegebenenfalls weiteren Reagentien sequentiell oder in einem
einzigen Zugabeschritt, nach Mischung der einen oder mehrerer Proben mit den

optionalen zusitzlichen Reagentien, in Kontakt gebracht werden.

Ausserdem wird bevorzugt, dass innerhalb eines Arrays in einem Probenbehéltnis eine

Vielzahl von Analyten nach Zugabe einer einzelnen Probe bestimmt wird.

In dem erfindungsgeméssen Verfahren ist es von Vorteil, wenn die Probenbehéltnisse auf
der dem Trigersubstrat als Grundplatte gegeniiberliegenden Seite, mit Ausnahme von Ein-
und / oder Auslassoffnungen fiir die Zufuhr oder den Auslass von Proben und
gegebenenfalls zusitzlicher Reagentien, geschlossen sind und die Proben, direkt oder nach
Mischung und Inkubation mit weiteren Reagentien und gegebenenfalls weiteren
Probenvorbereitungsschritten, und gegebenenfalls zusitzliche Reagentien lokal adressiert

in die Probenbehéltinisse gefiillt werden. Ausserdem wird bevorzugt, dass mindestens eine
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Auslassoffnung jedes Probenbehéltnisses mit einem Ablauf verbunden ist, welcher in ein
mit besagtem Probenbehéltnis fluidisch verbundenes Reservoir fiihrt, dass die Proben,
direkt oder nach Mischung und Inkubation mit weiteren Reagentien und gegebenenfalls
weiteren Probenvorbereitungsschritten, und gegebenenfalls zusétzliche Reagentien lokal
adressiert in die Probenbehéltnisse gefiillt werden und dass aus Probenbehiltnissen

austretende Fliissigkeit von besagten Reservoirs aufgenommen wird.

Dabei ist vorteilhaft, wenn das Aufnahmevolumen eines mit einem Probenbehiltnis
fluidisch verbundenen Reservoirs grosser, vorzugsweise mindestens 5-mal grosser als das

Innenvolumen besagten Probenbehéltnisses ist.

Insbesondere im Falle der Durchfithrung des Verfahrens bei erh6hter Temperatur, z. B. im
Falle von Nukleinsdure-Hybridisierungsassays, wird ausserdem bevorzugt, dass die
Probenbehéltnisse nach Befiillung auf der dem Trégersubstrat als Grundplatte
gegeniiberliegenden Seite durch einen zusitzlichen Abschluss, beispielsweise eine Folie,
Membran oder eine Deckplatte, abgeschlossen werden. Es ist ausserdem vorteilhaft, wenn

die Probenbehiltnisse thermostatisierbar sind.

Das erfindungsgemésse Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, dass diskrete Messbereiche
durch réumlich selektive Aufbringung von biologischen oder biochemischen oder
synthetischen Erkennungselementen oder von Proben, welche den einen oder die mehreren
Analyten in einer nativen Probenmatrix oder in einer in einem oder in mehreren Schritten
modifizierten Form der nativen Probenmatrix enthalten, auf der Oberfliche des
Tragersubstrats oder auf einer zusétzlich darauf aufgebrachten Haftvermittlungsschicht
erzeugt werden, vorzugsweise unter Verwendung eines oder mehrerer Verfahren aus der
Gruppe von Verfahren, die von “Ink jet spotting®, mechanischem Spotting mittels Stift,
Feder oder Kapillare, ,,Micro contact printing”, fluidischer Kontaktierung der
Messbereiche mit den biologischen oder biochemischen oder synthetischen
Erkennungselementen durch deren Zufuhr in parallelen oder gekreuzten Mikrokanélen,
unter Einwirkung von Druckunterschieden oder elektrischen oder elektromagnetischen
Potentialen sowie photochemischen oder photolithographischen

Immobilisierungsverfahren gebildet wird.
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Das Verfahren zeichnet sich dadurch aus, dass innerhalb eines Probenbehiltnisses in einer
2-dimensionalen Anordnung bis zu 50 000 diskrete Messbereiche angeordnet sein konnen.
Auf dem gesamten Trigersubstrat kénnen sich in einer zweidimensionalen Anordnung bis
10 000 000 diskrete Messbereiche befinden. Die Messbereiche konnen in einer Dichte von
mehr als 10, bevorzugt mehr als 100, besonders bevorzugt mehr als 1000 Messbereichen

pro Quadratzentimeter angeordnet sein.

Es wird bevorzugt, dass Bereiche zwischen den diskreten Messbereichen zur Minimierung
unspezifischer Bindung von Analyten oder deren Nachweissubstanzen “passiviert
werden”, d.h. dass zwischen den riumlich getrennten Messbereichen gegeniiber den
Analyten oder gegeniiber deren Nachweissubstanzen oder anderen Bindungspartnern

“chemisch neutrale” Komponenten aufgebracht werden.

Ausserdem ist es von Vorteil, wenn vor der Immobilisierung der Bindungspartner auf dem
Trigersubstrat eine Haftvermittlungsschicht aufgetragen wird. Diese
Haftvermittlungsschicht hat vorzugsweise eine Dicke von weniger als 200 nm, besonders

bevorzugt von weniger als 20 nm.

Mogliche Auswahlen fiir besagte ,,chemisch neutrale* Komponenten sind, ebenso wie die
Wahl geeigneter Verbindungen fiir eine Haftvermittlungsschicht sowie die Palette
moglicher zu immobilisierender Bindungspartner zur Analytbestimmung in einem

Bioaffinitétsassay bereits vorangehend genannt worden.

Das Anregungs- oder Messlicht kann zu den Messbereichen in einer Auflicht- oder einer

Transmissionslichtanordnung eingestrahlt werden.
Das Verfahren kann so gestaltet sein, dass die Einstrahlung des Anregungs- oder
Messlichts zu den Messbereichen und die Erfassung des von den Messbereichen

ausgehenden Lichts auf gegeniiberliegenden Seiten des Trigersubstrats erfolgen.

Vorteilhaft ist jedoch fiir viele Anwendungen, wenn die Einstrahlung des Anregungs- oder

Messlichts zu den Messbereichen und die Erfassung des von den Messbereichen
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ausgehenden Lichts auf der gleichen Seite des Trigersubstrats, vorzugsweise von der den

Probenbehiltnissen gegeniiberliegenden Aussenseite des Trigersubstrats aus, erfolgen.

Es wird bevorzugt, dass mithilfe geeigneter optischer Komponenten, wie beispielsweise
monochromatisch emittierender Lichtquellen (z. B. Laser) oder spektral selektiver
Komponenten (z. B. Interferenzfilter oder Monochromatoren) ein annéhernd
monochromatisches Anregungs- oder Messlicht erzeugt wird, welches zu den

Messbereichen eingestrahlt wird.

Von Vorteil ist auch, wenn mithilfe geeigneter optischer Komponenten ein annihernd
paralleles Anregungs- oder Messlichtbiindel erzeugt wird, welches zu den Messbereichen

eingestrahlt wird.

Besonders bevorzugt wird, dass mithilfe geeigneter optischer Kommponenten zur
Strahlaufweitung ein im wesentlichen paralleles Strahlenbiindel erzeugt wird, welches
grossfliachig auf die Messbereiche eingestrahlt wird.

Eine spezielle Gruppe von Ausfithrungsformen des erfindungsgeméssen Verfahrens ist
dadurch gekennzeichnet, dass der Nachweis des einen oder der mehreren
nachzuweisenden Analyten auf der Anderung der Resonanzbedingungen zur Anregung
eines Oberflichenplasmons in einer diinnen Metallschicht, als Bestandteil des
Tragersubstrats, aufgrund der Bindung des einen oder der mehreren Analyten an ein
biologisches oder biochemisches oder synthetisches Erkennungselement oder einen oder
mehrere weitere Bindungspartner in einem Bioaffinitéitsassay, an der Oberfliche besagten
Trégersubstrats, gegebenenfalls auf einer darauf aufgebrachten Haftvermittlungsschicht,
beruht. Die Anderung der Resonanzbedingungen kann in der Anderung des
Resonanzwinkels eines eingestrahlten, im wesentlichen monochromatischen
Anregungslichtbiindels zur Flachennormalen des Trigersubstrats, zur Anregung eines
Oberfldchenplasmons in der Metallschicht, bestehen. Die Anderung der
Resonanzbedingungen kann auch in der Anderung der Resonanzwellenlinge eines unter
einem konstanten Winkel eingestrahlten, im wesentlichen parallelen Anregungslichts, zur

Anregung eines Oberflidchenplasmons in der Metallschicht, bestehen.
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Eine bevorzugte Variante aus dieser Gruppe von Ausfithrungsformen des
erfindungsgeméssen Verfahrens ist dadurch gekennzeichnet, dass mittels grossfléchiger
Einstrahlung eines aufgeweiteten, parallelen Anregungslichtbiindels zu den Messbereichen
auf dem Trégersubstrat und / oder mittels Scannen des Trigersubstrats beziiglich des
Anregungslichtbiindels eine ortsaufgeldste Bestimmung von Anderungen der
Resonanzbedingungen zur Anregung von Oberflichenplasmonen in der Metallschicht

eines Trigersubstrats erfolgt.

Eine weitere bevorzugte Gruppe von Ausfiihrungsformen des Verfahrens ist dadurch
gekennzeichnet, dass das Trégersubstrat als ein durchgehender optischer Wellenleiter

ausgebildet ist oder diskrete wellenleitende Bereiche umfasst.

Dabei wird besonders bevorzugt, dass das Trégersubstrat als ein optischer
Schichtwellenleiter ausgebildet ist, mit einer den :Ausnehmungen der Probenbehéltnisse
zugewandten ersten optisch transparenten Schicht (a) auf einer zweiten optisch

transparenten Schicht (b) mit niedrigerem Brechungsindex als Schicht (a).

Geeignete Materialien flir die optisch transparenten Schichten (a) und (b) und deren

erwiinschte Eigenschaften sind bereits vorangehend beschrieben worden.

Es ist oft vorteilhaft, wenn sich zwischen den optisch transparenten Schichten (a) und (b)
und in Kontakt mit Schicht (a) eine weitere optisch transparente Schicht (b’) mit
niedrigerem Brechungsindex als dem der Schicht (a) und einer Stirke von 5 nm - 10000

nm, vorzugsweise von 10 nm - 1000 nm, befindet.

Es wird bevorzugt, dass das Anregungs- oder Messlicht einer oder mehrerer Lichtquellen
mittels eines oder mehrerer optischer Koppelemente in die wellenleitende Schicht des
Trégersubstrats eingekoppelt und zu den Messbereichen auf dem als optischer
Wellenleiter ausgebildeten Trégersubstrat geleitet wird, wobei besagte optische
Koppelelemente ausgewihlt sein kénnen aus der Gruppe von Prismenkopplern,
evaneszenten Kopplern mit zusammengebrachten optischen Wellenleitern mit
berlappenden evaneszenten Feldern, Stirnflichenkopplern mit vor einer Stirnseite der

wellenleitenden Schicht angeordneten fokussierenden Linsen, vorzugsweise
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Zylinderlinsen, oder optischen Fasern als Lichtleitern, und Koppelgittern, und wobei
besagte Koppelelemente mit dem Tréigeféubstrat verbunden oder von diesem getrennt

angeordnet sein kénnen.

Besonders bevorzugt wird, dass das Anregungs- oder Messlicht einer oder mehrerer
Lichtquellen mittels einer oder mehrerer Gitterstrukturen (c) als Koppelgitter, welche als
Oberflachenreliefgitter in der optisch transparenten Schicht (a) moduliert sind, in die

Schicht (a) eingekoppelt und zu den Messbereichen geleitet wird.

Eine mogliche Variante des Verfahrens besteht darin, dass in der Schicht (a) des
Trégersubstrat gefiihrtes Licht mittels einer oder mehrerer Gitterstrukturen (c) oder mittels
einer zweiten Gruppe von einer oder mehreren Gitterstrukturen (¢”) als Auskoppelgitter
ausgekoppelt wird, welche als Oberflichenreliefgitter in der optisch transparenten Schicht
() moduliert sind, wobei Gitterstrukturen (c) und (¢*) gleiche oder unterschiedliche

Periode haben und parallel oder nicht parallel zueinander ausgerichtet sind.

Kennzeichern einer bevorzugten Gruppe von Ausfithrungsformen des erfindungsgemissen
Verfahrens ist, dass der Nachweis des einen oder der mehreren nachzuweisenden Analyten
auf der Anderung des effektiven Brechungsindex im Bereich der von den immobilisierten
Bindungspartnern gebildeten, in zweidimensionalen Arrays angeordneten Messbereiche,
aufgrund der Bindung des einen oder der mehreren Analyten an biologische oder
biochemische oder synthetische Erkennungselemente oder an einen oder mehrere weitere
Bindungspartner in einem Bioaffinitdtsassay, an der Oberfliche des Trégersubstrats,
gegebenenfalls auf einer darauf aufgebrachten Haftvermittlungsschicht, beruht.

Es wird dabei bevorzugt, dass die zweidimensionalen Arrays von Messbereichen Jeweils

auf einer gemeinsamen Gitterstruktur (c) angeordnet sind.

Eine mogliche Variante aus dieser Gruppe von Ausfithrungsformen des
erfindungsgemissen Verfahrens besteht darin, dass innerhalb der Arrays jeweils ein oder
mehrere Messbereiche mit dort aufgebrachten, gegeniiber den Analyten oder deren
Nachweisstoffen bzw. Bindungspartnern ,,chemisch neutralen® Komponenten einer

Referenzierung dienen.
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Eine andere Moglichkeit ist, dass innerhalb der Arrays jeweils ein oder mehrere
Messbereiche mit dort aufgebrachten Komponenten als Massenlabeln (z. B.
Molekiilkomplexen, insbesondere aus den Erkennungslabeln und den nachzuweisenden
Analyten, oder Teilchen bzw. Beads) bekannter Menge und bekannten Molekulargewichts
einer Kalibration und / oder Referenzierung dienen. Es kénnen auch eine oder mehrere
Teilfldchen innerhalb eines Arrays bzw. eines Probenbehltnisses auf dem Trigersubstrat,
welche durch Aufbringung von gegeniiber den Analyten oder deren Nachweissubstanzen

»chemisch neutralen Komponenten ,,passiviert“ wurden, einer Referenzierung dienen.

Diese Moglichkeiten der Referenzierung, als Teil des erfindungsgeméssen Verfahrens,

sind vorangehend bereits genauer erliutert worden.

Eine weitere bevorzugte Gruppe von Ausfithrungsformen des erfindungsgemissen
Verfahrens ist dadurch gekennzeichnet, dass der Nachweis des einen oder der mehreren
nachzuweisenden Analyten auf der Anderung eines Lumineszenzsignals, beispielsweise
von an den Analyten oder an einen seiner Bindungspartner bzw. Nachweissubstanzen
gebundenen lumineszenzfihigen Molekiilen als Lumineszenzlabeln, aufgrund der Bindung
des einen oder der mehreren Analyten an ein biologisches oder biochemisches oder
synthetisches Erkennungselement oder einen oder mehrere weitere Bindungspartner in
einem Bioaffinititsassay, an der Oberfliche besagten Trigersubstrats, gegebenenfalls auf
einer darauf aufgebrachten Haftvermittlungsschicht, beruht.

Eine Mdglichkeit besteht dann darin, dass zur Referenzierung der im Bereich eines Arrays
verfiigbaren Anregungslichtintensitéit in jeweils ein oder mehreren Messbereichen des
Arrays lumineszenzfihige, die Analyten oder deren Nachweissubstanzen nicht bindende

Molekiile oder lumineszente Nanopartikel als Lumineszenzlabel immobilisiert sind.
Es wird dabei bevorzugt, dass besagte Lumineszenzlabel (benutzt fiir Zwecke einer

Referenzierung) bei einer anderen Wellenlinge emittieren als solche lumineszenzfihigen

Molekiile bzw. Lumineszenzlabel, welche einem Analytnachweis dienen.
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Eine andere Moglichkeit ist, dass zur Referenzierung der im Bereich eines Arrays
verfiigbaren Anregungslichtintensitét oder der Oberflidchendichte der in einem
Messbereich als Bindungspartner immobilisierten biologischen oder biochemischen oder
synthetischen Erkennungselemente in diesen Messbereichen, in denen auch besagte
Erkennungselemente immobilisiert sind, lumineszenzfihige Molekiile als

Lumineszenzlabel aufgebracht sind.

Es wird bevorzugt, dass besagte Lumineszenzlabel (benutzt fiir Zwecke einer
Referenzierung) an die immobilisierten biologischen oder biochemischen oder
synthetischen Erkennungselemente oder an einen bekannten prozentualen Anteil dieser

immobilisierten Erkennungselemente gebunden sind.

Eine andere mogliche Variante besteht darin, dass besagte Lumineszenzlabel (benutzt fiir
Zwecke einer Referenzierung) in einer Mischung, in einem bekannten
Mischungsverhiltnis mit den immobilisierten biologischen oder biochemischen oder
synthetischen Erkennungselementen in den dafiir ausgewiesenen Messbereichen

vorliegen.

Ausserdem wird bevorzugt, dass die als Lumineszenzlabel fiir Zwecke einer
Referenzierung eingesetzten Lumineszenzfarbstoffe oder lumineszenten Nanopartikel bei
einer Wellenléinge zwischen 300 nm und 1100 nm angeregt werden kénnen und

emittieren.

Eine Weiterentwicklung des erfindungsgemissen Verfahrens besteht darin, dass der
eingesetzte erfindungsgemésse Kit zusitzlich die Benutzung von Reagentien zur
Assaydurchfiihrung umfasst. Diese zusétzlichen Reagentien zur Assaydurchfiihrung
konnen ausgewdhlt sein aus der Gruppe, welche Assay-Puffer, Hybridisierungspuffer,
Waschlosungen und Lésungen von lumineszenzmarkierten ,, Tracer-Proben® (z. B.
Antikdrper in Immunoassays oder einzelstringige Nukleinsiuren in Nukleinsdure-
Hybridisierungsassays) sowie Losungen zur Biokomplex-Dissoziation (z. B. sogenannte
»chaotrope® Reagentien mit einem hohen Salzgehalt / hoher Ionenstirke und / oder stark
sauren Charakters zur Dissoziation von Antigen-Antikérper-Komplexen oder Harnstoff-

Losungen zur Dissoziation von hybridisierten Nukleinsdure-Striingen) umfasst.
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Dabei ist es moglich, dass besagte zusitzliche Reagentien zur Assaydurchfiihrung von
extern zu den Probenbehéltnissen zugefiihrt werden. Eine andere mégliche Variante
besteht darin, dass besagte zusitzliche Reagentien in Behltnissen des Aufsatzkorpers
integriert sind und, gegebenenfalls nach einer Benetzung, wihrend eines Assays den
Probenbehiltnissen zugefiithrt werden.

Eine besonders bevorzugte Ausfiihrungsform des erfindungsgeméssen Verfahrens zeichnet
sich dadurch aus, dass besagtes Trégersubstrat als optischer Schichtwellenleiter
ausgebildet ist mit einer ersten optisch transparenten Schicht (a) auf einer zweiten optisch
transparenten Schicht (b) mit niedrigerem Brechungsindex als Schicht (a), dass weiterhin
Anregungslicht mithilfe einer oder mehrerer Gitterstrukturen, welche in der optisch
transparenten Schicht (a) ausgepriigt sind, in die optisch transparente Schicht (2)
eingekoppelt und zu darauf befindlichen Messbereichen als gefiihrte Welle geleitet wird,
und dass weiterhin die im evaneszenten Feld besagter gefiihrter Welle erzeugte
Lumineszenz von lumineszenzfihigen Molekiilen mit einem oder mehreren Detektoren
erfasst und die relative Konzentration oder Menge eines oder mehrerer Analyten aus der

Intensitét dieser Lumineszenzsignale bestimmt wird.

Es konnen (1) die isotrop abgestrahlte Lumineszenz oder (2) in die optisch transparente
Schicht (a) eingekoppelte und iiber die Gitterstruktur (c) ausgekoppelte Lumineszenz oder

Lumineszenzen beider Anteile (1) und (2) gleichzeitig gemessen werden.

Es wird bevorzugt, dass auch zur Erzeugung der Lumineszenz zum Analytnachweis ein
Lumineszenzfarbstoff oder lumineszentes Nanopartikel als Lumineszenzlabel verwendet
wird, das bei einer Wellenlange zwischen 300 nm und 1100 nm angeregt werden kann und

emittiert.

Ausserdem wird bevorzugt, dass Lumineszenzlabel zu Zwecken des Analytnachweises an
den Analyten oder in einem kompetitiven Assay an einen Analogen des Analyten oder in
einem mehrstufigen Assay an einen der Bindungspartner der immobilisierten biologi-
schen oder biochemischen oder synthetischen Erkennungselemente oder an die

biologischen oder biochemischen oder synthetischen Erkennungselemente gebunden sind.
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Eine Abwandlung des Verfahrens ist dadurch gekennzeichnet, dass ein zweites oder noch
weitere Lumineszenzlabel mit gleicher oder unterschiedlicher Anregungswellenlinge wie
das erste Lumineszenzlabel und gleicher oder unterschiedlicher Emissionswellenldnge

verwendet werden.

Eine mogliche Variante besteht dabei darin, dass das zweite oder noch weitere
Lumineszenzlabel bei der gleichen Wellenlénge wie das erste Lumineszenzlabel angeregt

werden kénnen, aber bei anderen Wellenléngen emittieren.

Fiir bestimmte Applikationen ist es jedoch vorteilhaft, wenn die Anregungsspekiren und
Emissionsspektren der eingesetzten Lumineszenzlabel nur wenig oder gar nicht

iiberlappen.

Eine spezielle Variante ist dadurch gekennzeichnet, dass zum Nachweis von Analyten
Ladungs- oder optischer Energietransfer von einem als Donor dienenden ersten
Lumineszenzfarbstoff zu einem als Akzeptor dienenden zweiten Lumineszenzfarbstoff

verwendet wird.

Eine weitere mogliche Variante des erfindungsgeméssen Verfahrens zeichnet sich dadurch
aus, dass neben der Bestimmung einer oder mehrerer Lumineszenzen Anderungen des

effektiven Brechungsindex auf den Messbereichen bestimmt werden.

Zur Verbesserung der Empfindlichkeit kann es von Vorteil sein, wenn die einen oder
mehreren Lumineszenzen und / oder Bestimmungen von Lichtsignalen bei der
Anregungswellenlénge polarisationsselektiv vorgenommen werden. Es wird bevorzugt,
dass die einen oder mehreren Lumineszenzen bei einer anderen Polarisation als der des

Anregungslichts gemessen werden.

Das erfindungsgemaisse Verfahren, nach einer der genannten Ausfithrungsformen, wird
beansprucht zur gleichzeitigen und / oder sequentiellen, quantitativen und / oder
qualitativen Bestimmung eines oder mehrerer Analyten aus der Gruppe, die von Proteinen,

beispielsweise mono- oder polyklonalen Antikérpern und Antikorperfragmenten,
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Peptiden, Enzymen, Aptameren, synthetischen Peptidstrukturen, Glycopeptiden,
Oligosacchariden, Lektinen, Antigenen fiir Antikorper (z. B. Biotin fiir Streptavidin), mit
zusétzlichen Bindungsstellen funktionalisierten Proteinen (,, Tag-Proteinen®, wie
beispielsweise ,,Histidin-Tag-Proteinen)” und deren Komplexbildungspartnern,
Nukleinsduren (beispielsweise DNA, RNA, Oligonukleotiden) und Nukleinsiureanalo gen
(z. B. PNA) sowie deren Derivaten mit kiinstlichen Basen, und von 16slichen,
membrangebundenen und aus einer Membran isolierten Proteinen, wie beispielsweise

Rezeptoren und deren Liganden, gebildet wird.

Das Verfahren ist auch geeignet zur gleichzeitigen und / oder sequentiellen, quantitativen
und / oder qualitativen Bestimmung eines oder mehrerer Analyten aus-der Gruppe, die von
Acetylenen, Alkaloiden (beispielsweise Alkaloide mit Pyridinen, Pyperidinen, Tropanen,
Chinolinen, Isochinolinen, Tropilidenen, Imidazolen, Indolen, Purinen, Fenantridinen
enthaltenden Ringstrukturen), Alkaloidglycosiden, Aminen, Benzofuranen,
Benzophenonen, Naphthochinonen, Betainen, Kohlenhydraten (z. B. Zucker-, Stirke- und
Cellulosederivaten), Carbolinen, Cardenoliden, Catecholen, Chalkonen, Cumarinen,
zyklischen Peptiden und Polypeptiden, Depsipeptiden, Diketopiperazinen,
Diphenylethern, Flavenen, Flavonen, Isoflavanonen, Flavonoid-Alkaloiden,
Furanochinolin-Alkaloiden, Gallocatechinen, Glycosiden, Antrachinonen, F lavonoiden,
Lactonen, Phenolen, Hydrochinonen, Indolen, Indolochinonen, Alginsguren, Lipiden (zum
Beispiel Olen, Wachsen und anderen Fettsdurederivaten), Macroliden, Oligopeptiden,
Oligostilbenen, Peroxiden, Phenylglycosiden, Phloroglucinen, Polyethern, “Polyether-
Antibiotica”, Pterocarpinen, Pyranocumarinen, Pyrrolen, Quassinen, Chinolinen,
Saframycinen, Terpenen (Mono-, Di-, und Triterpenen), Sesquiterpenen, Sesquiterpen-
Dimeren, Sesquiterpen-Lactonen, Sesquiterpen-Chinonen, Sesterterpenen, Staurosporinen,
Steroiden (wie beispielsweise Steroid-Hormonen, Sterolen, Gallensduren), Sulfolipiden,
Tanninen (z. B. Catechol und Pyrogallol), Vitaminen, stherischen Olen und Xanthonen (z.

B. 9-Oxoxanthenon) gebildet wird.
Ein Kennzeichen des erfindungsgeméassen Verfahrens ist, dass die zu untersuchenden

Proben natiirlich vorkommende Korperfliissigkeiten, wie Blut, Serum, Plasma, Lymphe

oder Urin oder Gewebefliissigkeiten ,oder Eigelb oder optisch triibe fLiissigkeiten oder
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Oberflachenwasser oder geloste Boden- oder Pflanzenextrakte oder Bio- oder

Syntheseprozessbrithen sind oder aus biologischen Gewebeteilen entnommen sind.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung eines Kits und / oder eines
analytischen Systems und / oder eines analytischen Verfahrens, jeweils nach einer der
genannten Ausflihrungsformen, zu quantitativen und / oder qualitativen Analysen zur
Bestimmung chemischer, biochemischer oder biologischer Analyten in
Screeningverfahren in der Pharmaforschung, der Kombinatorischen Chemie, der
Klinischen und Préklinischen Entwicklung, zu Echtzeitbindungsstudien und zur
Bestimmung kinetischer Parameter im Affinititsscreening und in der Forschung, zu
qualitativen und quantitativen Analytbestimmungen, insbesondere fiir die DNA- und
RNA-Analytik und die Bestimmung von genomischen oder proteomischen Unterschieden
im Genom, wie beispielsweise Einzelnukleotid-Polymorphismen, zur Messung von
Protein-DNA-wechselwirkungen, zur Bestimmung von Steuerungsmechanismen fiir die
m-RNA-Expression und fiir die Protein(bio)synthese, fiir die Erstellung von
Toxizitdtsstudien sowie fiir die Bestimmung von Expressionsprofilen, insbesondere zur
Bestimmung von biologischen und chemischen Markerstoffen, wie mRNA, Proteinen,
Peptiden oder niedermolekularen organischen (Boten-)Stoffen, sowie zum Nachweis von
Antikorpern, Antigenen, Pathogenen oder Bakterien in der pharmazeutischen
Protduktforschung und -entwicklung, der Human- und Veterinirdiagnostik, der
Agrochemischen Produktforschung und -entwicklung, der symptomatischen und
prasymptomatischen Pflanzendiagnostik, zur Patientenstratifikation in der
pharmazeutischehn Produktentwicklung und fiir die therapeutische
Medikamentenauswahl, zum Nachweis von Pathogenen, Schadstoffen und Erregern,
insbesondere von Salmonellen, Prionen, Viren und Bakterien, insbesondere in der

Lebensmittel- und Umweltanalytik.

Anhand der nachfolgenden Beispiele soll die Erfindung weiter erlsutert werden,
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Ausfiihrungsbeispiele

Kurzbeschreibung der Abbildungen:

Figur 1 zeigt eine lineare Anordnung von 5 Arrays von Messbereichen auf einer
Grundplatte mit darauf befindlichen Gitterstrukturen (c) zur Einkopplung von
Anregungslicht zu den Messbereichen. Die Ausbreitungsrichtung des Lichts im Gebiet der
Atrrays ist durch einen Pfeil gekennzeichnet.

Figur 2 zeigt Mittelwerte von Fluoreszenzsignalen, nach Hintergrund- und
Referenzierungskorrektur, in einem Verfahren zum Nachweis von humanem Interleukin 4
(hIL-4), fuir verschiedene Konzentrationen der auf der Grundplatten aufgebrachten
Losungen zur Immobilisierung von anti- AIL-4-Antikérpern als spezifischen

Bindungspartnern.

Figur 3 zeigt die Steigung der Regressionsgeraden aus Figur 2 als Funktion der

Konzentration des anti- A1L-4-Antikérpers in der Immobilisierungsldsung.

Figur 4 zeigt die geometrische Anordnung eines Arrays von ,,Referenz-Spots™ (mit Cy5-
BSA) und ,,Erkennungselement-Spots®, erzeugt aus einer 75-prozentigen Lésung von

Serum mit unterschiedlichen Konzentrationen von Interferon Gamma.

Figur 5 zeigt Mittelwerte von Fluoreszenzsignalen, nach Hintergrund- und
Referenzierungskorrektur, in einem Verfahren zum Nachweis von humanem Interferon
Gamma mithiife des Arrays aus Figur 4 fiir verschiedene Konzentrationen von Interferon

Gamma in der 75 % Serum enthaltenden Immobilisierungslosung.
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Beispiel 1: Kit zum gleichzeitigen quantitativen Nachweis des menschlichen Zytokins
IL-~4 mit unterschiedlichen, definiert eingestellten Oberfliichendichten der als
Bindungspartner in diskreten Messbereichen immobilisierten anti-IL-4-Antikérper,
analytisches System basierend auf einem erfindungsgemiissen Kit und damit

ausgefiihrtes Nachweisverfahren

a) Erfindungsgemiisser Kit

Als Trégersubstrat in dem erfindungsgemaéssen Kit dient ein planarer optischer
Diinnschichtwellenleiter mit den Abmessungen 16 mm Breite x 48 mm Linge x 0.7 mm
Dicke, bestehend aus einem Glasssubstrat (AF 45) und einer darauf aufgebrachten,
150-nm diinnen, hochbrechenden Schicht aus Tantalpentoxid. In dem Trégersubstrat sind,
parallel zur Breite, Oberfldchenreliefgitter (Gitterperiode: 320 nm, Gittertiefe: (12 +/- 2)
nm) im Abstand von 9 mm moduliert. Bei der nachfolgenden Auftragung der
hochbrechenden Schicht wurden diese Strukturen, die als diffraktive Gitter der
Lichteinkopplung in die hochbrechend Schicht dienen sollen, in die Oberfliche der
Tantalpentoxidschicht iibertragen.

Nach sorgfaltiger Reinigung wird auf der Oberflidche der Metalloxidschicht als
Haftvermittlungsschicht eine Monoschicht aus Mono-Dodecylphosphat (DDP) durch
spontane Selbstorganisation erzeugt, mittels Abscheidung aus wéssriger Losung (0.5 mM
DDP). Diese Oberflichenmodifikation der zuvor hydrophilen Metalloxidoberfliche fithrt
zu einer hydrophoben Oberfliche (mit einem Kontaktwinkel von etwa 100° gegeniiber
Wasser), zur Vorbereitung der Immobilisierung der Bindungspartner fiir den
Analytnachweis.

Auf dem mit der hydrophoben Haftvermittlungsschicht versehenen planaren optischen
Wellenleiter als Grundplatte werden 5 identische Arrays von je 77 Messbereichen (Spots),
ihrerseits in einer Anordnung von jeweils 11 Reihen und 7 Spalten, mit einem Inkjet-
Plotter, Modell NP1C (Firma GeSiM mbH, Grosserkmannsdorf, DE) aufgetragen. Jeder
Spot wurde durch die Aufiragung eines einzelnen Trépfchens von 400 pL Volumen auf
die Grundplatte generiert.
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Als Erkennungselement zum Nachweis von menschlichem Interleukin-4 (hIL-4) als
Analyt dient ein kommerzieller, monoklonaler Maus-Antikorper (MAB604, Firma R&D-
Systems, Abingdon, UK), der zur Erzeugung unterschiedlicher Oberflichendichten bei der
Immobilisierung in verschiedenen Konzentrationen von 5, 10, 20, 50 und 100 pg/ml in

phosphatgepufferter Kochsalzlssung (PBS, pH 7.4) geldst wird.

Zusétzlich zu den Messbereichen mit darin immobilisierten Erkennungselementen
(»»Erkennungselement-Spots®) fiir Interleukin-4 enthilt jedes Array weitere Messbereiche
mit darin immobilisiertem Cy5-fluoreszenzmarkiertem Rinderserumalbumin (Cy5-BSA),
die zur Referenzierung von lokalen und / oder zeitlichen Variationen der
Anregungslichtintensitét bei der Messung verwendet werden (,,Referenz-Spots). Cy5-
BSA wird in einer Konzentration von 300 pM in phosphatgepufferter Kochsalzlosung
(PBS, pH 7.4) aufgetragen (Labelrate: 3 Cy5-Molekiile pro BSA-Molekiil).

Nach Aufbringen der Erkennungselement- und Referenz-Spots werden die freien, nicht
protein-bedeckten, hydrophoben Oberflichenbereiche der Grundplatte mit
Rinderserumalbumin (BSA) abgesittigt, indem die Oberfliche mit einer Ldsung von BSA
(30 mg/ml) in einer mit Imidazol (10 mM) gepufferten Kochsalzlosung inkubiert wird.
Danach wird die Grundplatte mit den darauf erzeugten Messbereichen mit Wasser

gewaschen und anschliesend in einem Stickstoffstrom getrocknet.

Die Geometrie der Anordnung der Spots innerhalb eines Arrays und eine lineare
Anordnung von fiinf Arrays auf einer Grundplatte sind in Figur 1 dargestellt. Der
Durchmesser der Spots, mit einem Abstand (Zentrum-zu-Zentrum) von 500 pm, betréigt
etwa 120 pm. Ein Einzelarray umfasst jeweils fiinf verschiedene Oberflichendichten der
in diskreten Spots aufgebrachten Erkennungselemente, entsprechend der Aufbringung aus
den Antikdrperlosungen unterschiedlicher Konzentration, sowie zusétzlich als Kontrolle
fiir unspezifische Bindung entsprechende Messbereiche, in denen die reine Pufferlosung
aufgebracht wird, ohne darin geloste anti-IL-4-Antikérper. Die Erkennungselement-Spots
sind als sechs Reihen mit jeweils vier Replikaten gleicher Konzentration angeordnet. Die
Reihen mit den jeweils vier Replikaten sind senkrecht zur Ausbreitungsrichtung des in der
hochbrechenden, wellenleitenden Schicht zu fiihrenden Angegungslichts bei dem spéter

auszufiihrenden Nachweisverfahren ausgerichtet, um aus jeder Einzelmessung pro
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zuzufiihrender Probe bereits Daten zur statistischen Assayreproduzierbarkeit zu gewinnen.
Die Referenz-Spots (graue Punkte in Figur 1) sind parallel zu den Reihen der
Antikdrperspots derart angeordnet, dass sich immer ein Erkennungselement-Spot in
Nachbarschaft von mindestens zwei Referenz-Spots in Ausbreitungsrichtung des
Aunregungslichtes befindet. Referenz-Spots dienen der Referenzierung des in den

benachbarten Messbereichen zum Analytnachweis verfligbaren Anregungslichts.

Das Anregungslichts wird im spéteren Nachweisverfahren jeweils iiber eine Gitterstruktur
(c) in die hochbrechende Schicht eingekoppelt, in der es dann in Pfeilrichtung geméss
Figur 1 gefiihrt wird.

Die so priparierte Grundplatte wird mit einem Aufsatzkdrper aus schwarzem
Polycarbonat, mit einer linearen Anordnung von fiinf zur Grundplatte getffneten
Ausnehmungen, mit je einer zur gegeniiberliegenden Seite des Aufsatzkérpers gerichteten
Einlass- und Auslass6ffoung, so verbunden, dass mit der Grundplatte zusammen eine
lineare Anordnung von fiinf Probenbehéltnissen, ausgebildet jeweils als Durchflusszellen,
erzeugt wird. Die Abmessungen der Ausnehmungen sind dabei so gewihlt, dass sich
innerhalb eines Probenbehltnisses, nahe einer Begrenzungswand, jeweils ein Koppelgitter
(c) befindet, dem innerhalb des Probenbehéltnis ein Array von Messbereichen nachfolgt
(in Ausbreitungsrichtung des gefiihrten Lichts, d.h. Pfeilrichtung gemdss Figur 1). Die

Probenbehiltnisse haben jeweils ein Aufnahmevolumen von 50 pl.

b) Analytisches System mit einem erfindungsgemiissen Kit

Ein erfindungsgemésser Kit, bestehend aus der Grundplatte aus Beispiel 1.a) mit den
darauf erzeugten Arrays von Messbereichen und dem mit der Grundplatte kombinierten
Aufsatzkdrper, welche zusammen eine lineare Anordnung von Probenbehiltnissen bilden,
ist auf einer computergesteuerten Justiereinheit montiert, welche die Translation parallel
und senkrecht zu den Gitterlinien sowie eine Rotation um eine Drehachse parallel zu den
Gitterlinien der Grundplatte erlaubt. Unmittelbar nach dem als Anregungslichtquelle
benutzten Laser befindet sich im Lichtweg ein Shutter, um den Lichtweg zu blockieren,
wenn keine Messdaten aufgenommen werden sollen. Zusitzlich konnen Neutralfilter oder

Polarisatoren an dieser Stelle oder auch anderen Positionen in den weiteren Weg des
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Anregungslichts zu dem planaren optischen Wellenleiter als Grundplatte gestellt werden,

um die Anregungsintensitét stufenweise oder kontinuierlich zu variieren.

Der Anregungslichtstrahl eines Helium-Neon-Lasers bei 632.8 nm (Melles-Griot 05-LHP-
901, 1.1 mW) wird mit einer Zylinderlinse in einer Dimension aufgeweitet und durch eine
spaltformige Blende (0.5 mm x 7 mm Offoung) geleitet, um so ein Lichtbiindel von
anndhernd rechteckigem Querschnitt und annidhernd homogener Querschnittsintensitéit zu
erzeugen. Dabei ist die Polarisation des Laserlichts parallel zu den Gittetlinien der
Sensorplattform ausgerichtet, zur Anregung des TE¢-Modes unter Einkoppelbedingungen.
Das Anregungslicht wird von der Riickseite der Sensorplattform, d.h. durch die optisch
transparente Substratschicht mit niedrigerem Brechungsindex hindurch auf das
Einkoppelgitter innerhalb eines der fiinf Probenbehéltnisse gerichtet. Der Winkel
zwischen der Sensorplattform und dem eingestrahlten Anregungslichtbiindel wird durch

- Rotation um die vorgenannte Drehachse auf maximale Einkopplung in die hochbrechende,
wellenleitende Schicht justiert. Unter den genannten Bedingungen betréigt der
Resonanzwinkel fiir die Einkopplung in Luft etwa -10° (bezogen auf die Flichennormale
der Grundplatte).

Als ortsauflosender Detektor dient eine CCD-Kamera (Ultra Pix 0401E, Astrocam,
Cambridge, UK) mit Peltier-Kiihlung (Betriebstemperatur —30°C), mit einem Kodak-
CCD-Chip KAF 0401 E-1. Die Signalerfassung und Fokussierung auf den CCD-Chip
erfolgt mit Hilfe eines Computar-Tandem-Objektivs (f= 50 mm, 1:1.3). Dabei wird das in
Richtung der transparenten Substratschicht abgestrahlte und durch diese hindurchtretende
Licht erfasst. Zwischen den beiden Hilften des Tandem-Objektivs befinden sich, auf
einem Filterwechsler montiert, 2 Interferenzfilter (Omega, Brattleborough, Vermont) mit
Zentralwellenléinge von 680 nm und 40 nm Bandbreite, sowie entweder ein Neutralfilter
(zur Transmission des abgeschwiichten, gestreuten Anregungs- und sehr viel schwiicheren
Lumineszenzlichts von den Messbereichen) oder ein Neutralfilter in Kombination mit
einem Interferenzfilter (zur Transmission des abgeschwichten, von den Messbereichen
gestreuten Anregungslichts). Die Signale bei der Anregungs- und der
Lumineszenzwellenldnge konnen alternierend gemessen werden. Die Auswertung der
Daten erfolgt durch kommerziell erhéltliche Bildverarbeitungssoftware (ImagePro Plus)

oder durch eine selbstentwickelte Bildverarbeitungssoftware (ZeptoView).
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) Verfahren zur Assayentwicklung / Analytisches Nachweisverfahren mit einem
erfindungsgemiissen Kit
Zur spezifischen Erkennung des nachzuweisenden Analyten IL-4 wird das Format eines

Sandwich-Assays gewdhlt.

Probenvorbereitung:

Von dem zu quantifizierenden Interleukin-4 (hIL-4) werden 5 Kalibrationslésungen von je
100 pl in mit Imidazol (50 mM) gepufferter Kochsalzlgsung (NaCl 100 mM, pH7.4), mit
0.1% BSA und 0.05% Tween 20, hergestelit, welche jeweils 0, 10, 50, 250 und 500 pg/ml
des hIL-4 enthalten. Diese Kalibrationslosungen sind vorgesehen fiir die Erstellung von
Kalibrationskurven mittels Applikation auf daflic ausgewiesenen Arrays auf dem
Sensorchip.

Die Kalibrationslosungen werden anschliessend mit jeweils 100 pl einer Lésung gemischt,
welche den sekunddren, polyklonalen Nachweisantikbrper enthilt: 100 pM biotinylierter
anti-hIL-4-Antikorper (BAF204, R&D-Systems, Abingdon, UK) in mit Imidazol (50 mM)
gepufferter Kochsalzlgsung (NaCl 100 mM, pH7.4), mit 0.1% BSA und 0.05% Tween 20.
Diese Mischungen von jeweils 200 ul Volumen werden im Verhéltnis 1:1 gemischt mit je
200 pl einer Cy5-Streptavidin-Losung (2 x 10® M, Amersham Biosciences, Diibendorf,
CH) in mit Imidazol (50 mM) gepufferter Kochsalzlosung (NaCl 100 mM, pH7.4), mit
0.1% BSA und 0.05% Tween 20

Es folgt eine einstiindige Inkubation der hergestellten Kalibrationsldsungen bei
Raumtemperatur im Dunkeln, bevor die Inkubate (je 100 pl) in die Probenbehiltnisse des
erfindungsgeméssen Kits injiziert werden. Die Kalibrationsldsungen werden dabei in
aufsteigender Konzentration jeweils in eines der fiinf linear angeordneten
Probenbehiltnisse eingefiillt.. Nach weiterer, zweistiindiger Inkubation bei 37°C im
Dunkeln werden die Bindungssignale aus den Arrays von Messbereichen mit dem

erfindungsgemissen analytischen System ausgelesen.
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Auslesen der Arrays:

Zum Auslesen der Fluoreszenzsignale aus den Messbereichen der Arrays wird der
erfindungsgemaisse Kit aus Beispiel 1.a) , bestehend aus der Grundplatte mit den darauf
erzeugten Arrays von Messbereichen und dem mit der Grundplatte kombinierten
Aufsatzkorper, welche zusammen eine lineare Anordnung von Probenbehéltnissen bilden,
auf einer computergesteuerten Justiereinheit innerhalb des vorangehend beschriebenen
analytischen Systems montiert. Zur Bestimmung der Fluoreszenzsignale aus jedem Array
wird jeweils auf maximale Einkopplung des Anregungslichts tiber die dem jeweiligen
Array zugeordnete Gitterstruktur justiert, was mit Position des Filterwechslers fiir die
Anregungswellenléinge kontrolliert wird, in einem Feedbackverfahren mittels Messung des
am in Ausbreitungsrichtung des gefiihrten Anregungslichts nachfolgenden Gitter
ausgekoppelten Lichts durch eine Photodiode und Maximierung des resultierenden
Photodioden-Signals unter Nachjustierung der Positionierungseinheit. Anschliessend wird
die Intensitit des Fluoreszenzlichts aus den Messbereichen (Spots) der Arrays mit Position
des Filterwechslers fiir die Lumineszenzwellenlinge gemessen. Das Auslesen der Arrays
in den verschiedenen Probenbehéltnissen erfolgt sequentiell, mittels Translation des Kits

von einer Arrayposition zur nédchsten.

Auswertung und Referenzierung

Die Bildanalyse erfolgt mit einer selbstentwickelten Bildverarbeitungssoftware
(ZeptoView). Dazu wird in jedem Array der integrale Fluoreszenzintensitétswert eines
jeden Messbereichs (,,Spots™) bestimmt, von dem ein aus den umgebenden Bereichen
ohne immobilisierte Erkennungselemente bestimmter, gemittelter Hintergrundwert
subtrahiert wird. Fiir die sechs verschiedenen Erkennungselementdichten liegen demnach
pro Array jeweils vier integrale hintergrundkorrigierte Fluoreszenzintensititswerte vor,
von denen zu statistischen Zwecken anschliessend die Mittelwerte sowie die

Standardabweichungen berechnet werden.
Zusdtzlich werden zu jedem Erkennungselement-Spot die in Ausbreitungsrichtung

benachbart (d.h. davor und dahinter) liegenden zwei Referenz-Spots gleichermassen

ausgewertet und deren mittlere Signalintensititen bestimmt. Unter der Annahme, dass
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diese Referenz-Spots eine konstante Signalintensitdt bei konstant gehaltenen #usseren
Bedingungen zeigen (propértional zur Anregungslichtintensitit), dienen die so gemittelten
Referenzwerte jeweils zur Korrektur (mittels Division durch den gemittelten
Referenzwert) der jeweiligen Lumineszenzsignale aus den in der gleichen Reihe

befindlichen Messbereichen fiir die Analytbestimmung (Erkennungselement-Spots).

Figur 2 zeigt die fir das Interleukin-4 erzeugten, konzentrationsabhingigen
Signalstandardkurven dieses Immunoassays. Es sind die integralen, aus jeweils 4 Spots
gemittelten Werte der Fluoreszenzintensitit bei unterschiedlicher Oberfliachendichte der
zum Analytnachweis immobilisierten Bindungspartner (monoklonaler Maus-Antikdrper
MABG604, entsprechend dessen Konzentration in den zur Immobilisierung verwendeten
Losungen) in Abhéngigkeit von der AlL-4 Konzentration aufgetragen. Die
durchgezogenen Geraden stellen die linearen Fits (Regressionsgeraden) dieser korrigierten

Daten dar.

Fiir jede dieser 5 Messkurven wurde die Steigung der zugehdrigen Regressionsgeraden:
bestimmt. Diese Steigungen sind in Figur 3 als Funktion der Konzentration des anti-hIL-4-
Antikérpers in den verschiedenen fiir dessen Immobilisierung verwendeten
Spottinglosungen aufgetragen. Im Konzentrationsbereich zwischen 0 pg/ml und 50 pg/l
chhsen die Steigungen linear an. Die Konzentration von 50 pg/ml erscheint wie eine
Schwellwertkonzentration, bei der ein Maximum der Steigung approximiert wird. Die
weitere Erhohung der Konzentration der Immobilisierunglésung (Spottinglésung) auf
100-pg/ml hat keine weitere signifikante Erhéhung der Steigung der zugehdrigen
Messkurve mehr zur Folge. Hieraus wird geschlossen, dass die Oberflichendichte von
bindungsfihigen Primérantikérpern MAB604 als immobilisierte Bindungspartner durch
eine Konzentrationserh6hung der Spottinglésung auf mehr als 50 pg/ml nicht weiter

erhoht werden kann.

Abschiitzung der Oberflichendichte der immobilisierten Bindungspartner
Bei der Schwellwertkonzentration von 50 upg/ml entspricht die Anzahl an
Primérantikérpern (MAB604, Molekulargewicht etwa 150000 D), die mit einem

Tropfchen von 400 pL Volumen innerhalb der Fliche eines einzelnen Spots deponiert
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wurden, etwa 10° Antikorper-Molekiilen. Unter der Annahme einer vollstidndigen
Oberflichenbedeckung eines Messbereichs (Spots) mit Antikérpern bei dieser
Schwellwertkonzentration, mit einem Spotdurchmesser von etwa 120 pm, ergibt sich als
Flachenbedarf fiir einen einzelnen, auf der Oberfliche immobilisierten Primérantikdrper
ein Wert von 100 nm2 - 120 nm?, entsprechend einer Ausdehnung von 10-11 nm. Dieser
Flachenbedarf korreliert sehr gut mit den Angaben zur Grosse von Antikdrpern in
gingigen Lehrblichern und auch mit entsprechenden experimentellen Daten der
Atomarkrafimikroskopie, mit der ein vergleichbarer Wert fiir den Platzbedarf eines
Antikérpers auf einer Mica- bzw. Glasoberfliche bestimmt wurde (Fritz, J., Anselmetti,
D., Jarchow, J. and Fernandez-Busquets, X., J. Struc. Biol. 1997, 119, 165-171). Aufgrund
dieser guten Ubereinstimmung kann davon ausgegangen werden, dass unter den.
beschriebenen experimentellen Bedingungen im Plateaubereich von Figur 3 (bei einer
Konzentration der Immobilisierungslosung von mehr als 50 pg/ml) tatsichlich eine
vollkommen dichte (also komplette Monolage) Belegung der Spotfliche mit
Primérantikorpern vorliegt. In Schlussfolgerung werden also alle Analytsignale des
beschriebenen Experiments bei Konzentrationen der Spottingldsung unterhalb von
50-ug/ml unter Bedingungen von Sub-Monolagenbelegungen mit Primérantikérpern in

den Spots gemessen.

Beispiel 2: Kit, dadurch gekennzeichnet, dass als immobilisierte Bindungspartner die
Analyten selbst in ihrer nativen Probenmatrix (Serum) auf der Grundplatte besagten

Kits aufgebracht sind, und damit durchgefiihrtes Nachweisverfahren.

a) Erfindungsgemisser Kit

Als Trigersubstrat wird ein optischer Diinnschichtwellenleiter verwendet, wie er in
Beispiel 1.a) beschrieben wurde. Darauf wird ebenfalls als Haftvermittlungsschicht eine
Monoschicht aus Mono-Dodecylphosphat (DDP) durch spontane Selbstorganisation

erzeugt.
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Als Analyt dient humanes Interferon-gamma (ZIFN-y), welches gelost in Kélberserum als
Beispiel einer nativen Probenmatrix selbst als spezifischer Bindungspartner auf der
Grundplatte des Kits aufgetragen werden soll. Dazu werden Losungen aus 75%
Kélberserum (Newborn-Calf Serum, Anawa, Ziirich, Schweiz) in zehnprozentiger
phosphatgepufferter Kochsalzlosung (PBS, pH 7.4) hergestellt, denen humanes Interferon-
gamma (AIFN-y) als spezifischer Analyt in Konzentrationen von 0, 0.02, 0.05, 0.10, 0.20,
0.50, 1.0, 2.0 und 5.0 pg/ml zugegeben wird.

Auf dem mit der hydrophoben Haftvermittlungsschicht versehenen planaren optischen
Wellenleiter als Grundplatte werden 5 identische Arrays von je 143 Messbereichen
(Spots), ihrerseits in einer Anordnung von jeweils 11 Reihen und 13 Spalten, mit einem
Inkjet-Plotter, Modell NP1C (Firma GeSiM mbH, Grosserkmannsdorf, DE) aufgetragen.

Zusitzlich zu den Messbereichen mit dem in diesem Beispiel in einer nur wenig
modifizierten Form einer nativen Probenmatrix selbst immobilisierten Analyten enthilt
jedes Array Referenz-Spots mit darin immobilisiertem Cy5-fluoreszenzmarkiertem
Rinderserumalbumin (Cy5-BSA). Cy5-BSA wird in einer Konzentration von 6 nM
(Markierungsrate 3 Cy5-Molekiile pro BSA-Molekiil) in zehnprozentiger phosphat-
gepufferter Kochsalzlosung (PBS, pH 7.4), welche zusitzlich 200 pg/ml unmarkiertes
BSA enthilt, aufgetragen.

Nach Aufbringen der Erkennungselement- und Referenz-Spots werden die freien, nicht
protein-bedeckten,  hydrophoben  Oberflichenbereiche  der Grundplatte  mit
Rinderserumalbumin (BSA) abgesiittigt, indem die Oberfliche mit einer Lésung von BSA
(30 mg/ml) in einer mit Imidazol (10 mM) gepufferten Kochsalzldsung (10 mM, pH 7.4)
inkubiert wird. Danach wird die Grundplatte mit den darauf erzeugten Messbereichen mit

Wasser gewaschen und anschliesend in einem Stickstoffstrom getrocknet.

Der Durchmesser der Spots, mit einem Abstand (Zentrum-zu-Zentrum) von 500 pm,
betrégt ca. 120 pm. Ein Einzelarray umfasst jeweils Erkennungselement-Spots mit neun
verschiedenen Oberflachendichten von immobilisierten Bindungspartnern, die durch
Zugabe des AIFN-y in den genannten Konzentrationen zu den Spottinglosungen erzeugt

wurden.
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Die Erkennungselement-Spots sind als neun Reihen mit jeweils fiinf Replikaten gleicher
Konzentration des zugegebenen AIFN-y angeordnet. Die Reihen mit den jeweils fiinf
Replikaten sind senkrecht zur Ausbreimngsriclitung des in der hochbrechenden,
wellenleitenden Schicht zu fiihrenden Angegungslichts bei dem spéter auszufiihrenden
Nachweisverfahren ausgerichtet, um aus jeder Einzelmessung pro zuzufithrender Probe
bereits Daten zur statistischen Assayreproduzierbarkeit zu gewinnen. Die Referenz-Spots
(durchgehende Spalten leuchtender Spots in Figur 4) sind derart angeordnet, dass sich
immer ein Erkennungselement-Spot in Nachbarschaft von mindestens zwei Referenz-
Spots, in Ausbreitungsrichtung des Anregungslichtes, befindet. Referenz-Spots dienen der
Referenzierung des in den benachbarten Messbereichen zum Analytnachweis verfiigbaren |

Anregungslichts.

Die so préparierte Grundplatte wird in gleicher Weise, wie in Beispiel 1.a) beschrieben,
mit einem Aufsatzkorper aus schwarzem Polycarbonat verbunden, um so wiederum ein
lineares Array von Probenbehiltnissen mit den darin befindlichen Arrays von

Messbereichen zu erzeugen.

Es wird das gleiche analytische System und Ausleseverfahren, wie es in Beispiel 1.b)
beschrieben wurde, zur Messung verwendet. Die einzelnen Arrays wurden jeweils mit
rotem Laserlicht (633 nm) angeregt. Die Belichtungszeit fiir die Bildaufnahme betragt 3
Sekunden.

b) Analytisches Nachweisverfahren mit einem erfindungsgemiissen Kit

Zur spezifischen Erkennung des nachzuweisenden AIFN-y wird das Assayformat der
direkten Detektion der Bindung eines fluoreszenzmarkierten anti- #ZIFN-y-AntikSrpers an
die in den Messbereichen immobilisierten Analytmolekiile gewdhit. Dazu wird eine
Detektionslosung aus mit Imidazol (50 mM) gepufferter Kochsalzl6sung (NaCl 100 mM,
pH7.4, mit 0.1% BSA und 0.05% Tween20) hergestellt, welche einen polyklonalen
biotinylierten Antik6rper gegen AIFN-y (3 nM 285-1F-100, R&D-Systems, Abingdon, UK)
sowie 5 nM Cy5-Streptavidin (Amersham Biosciences, Diibendorf, CH) enthilt. Durch
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Bindung des fluoreszenzmarkierten Streptavidin an den biotinylierten Antikorper erhélt
man den benétigten Cy5-markierten Nachweisantikorper gegen AIFN-y.

Die Detektionsldsung wird in die Probenbehéltnisse des erfindungsgemdssen Kits gefiillt.
Nach zweistiindiger Inkubation bei 37°C im Dunkeln werden die Arrays mit dem

erfindungsgemissen analytischen System gemiss Beispiel 1.b) ausgelesen.

Auswertung und Referenzierung:

Die Bildanalyse erfolgt mit einer selbstentwickelten Bildverarbeitungssoftware
(ZeptoView). Dazu wird in jedem Array der integrale Fluoreszenzintensitdtswert eines
jeden Messbereichs (,,Spots®) bestimmt, von dem ein aus den umgebenden Bereichen
ohne immobilisierte Erkennungselemente bestimmter, gemittelter Hintergrundwert
subtrahiert wird. Fiir die neun verschiedenen FErkennungselementdichten in den
Messbereichen fiir den Analytnachweis liegen demnach pro Array jeweils fiinf integrale
hintergrundkorrigierte Fluoreszenzintensititswerte vor, von denen zu statistischen
Zwecken anschliessend die Mittelwerte sowie die Standardabweichungen berechnet

werden.

Zusitzlich werden zu jedem Erkennungselement-Spot die in Ausbreitungsrichtung
benachbart (d.h. davor und dahinter) liegenden zwei Referenz-Spots gleichermassen
ausgewertet und deren mittlere Signalintensitéiten bestimmt. Unter der Annahme, dass
diese Referenz-Spots eine konstante Signalintensitét bei konstant gehaltenen &dusseren
Bedingungen zeigen (proportional zur Anregungslichtintensitét), dienen die so gemittelten
Referenzwerte jeweils zur Korrektur (mittels Division duorch den gemittelten
Referenzwert) der jeweiligen Lumineszenzsignale aus den in der gleichen Reihe

befindlichen Messbereichen fiir die Analytbestimmung (Erkennungselement-Spots).
Figur 5 zeigt die gemittelten Fluoreszenzintensititswerte, die in Abhéngigkeit der AIFN-y -

Konzentration in der Spottinglosung aufgetragen sind. Die Fehlerbalken entsprechen den

Standardabweichungen aus 5 Replikas.
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Bestimmung des minimal detektierbaren Verhdlinisses von Analyt zur

Totalproteinkonzentration in einer nativen Probenmatrix

Die Totalproteinkonzentration des verwendeten Serums wird nach einer geldufigen
Standardmethode (nach Bradford) bestimmt und betréigt demnach 15 mg/ml. Im Falle der
hier vorgenommenen Verdiinnung der Immobilisierungslosung auf 75% Serumgehalt liegt
also ein Totalproteingehalt von 11.3 mg/ml vor. Die minimal detektierbare Menge an
Analyt in dieser Proteinmatrix wird aus Figur 5 bestimmt. Die Detektionsgrenze wird
bestimmt aus dem Fluoreszenzsignal, welches der Summe aus dem Hintergrundsignal und
dessen zweifacher Standardabweichung entspricht. Die minimal detektierbare
Analytkonzentration betrdgt danach 0.5 pg/ml. Das minimale Massenverhiltnis von
Analyten zur Totalproteinkonzentration in der Probenmatrix betrigt hier somit 1:22600.
Aus dem Vergleich mit den Ergebnissen aus Beispiel 1.c) wird geschlossen, dass in
diesem zweiten Beispiel die Oberfléchendichte der in den Messbereichen immobilisierten

Bindungspartner nur ein geringer Bruchteil einer Monolage ist.
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Patentanspriiche

1. Kit zur Assay-Entwicklung und zur Durchfiihrung einer Vielzahl von Analysen,
umfassend
- ein Tragersubstrat und
- einen Aufsatzkorper,
welche zusammen eine Anordnung einer Vielzahl von Probenbehélinissen, mit besagtem
Trégersubstrat als Grundplatte, bilden, sowie
- eine Vielzahl immobilisierter Bindungspartner fiir den Nachweis eines oder
mehrerer Analyten in einer oder mehreren Proben in einem Bioaffinitéitsassay,
wobei besagte Bindungspartner auf dem Trigersubstrat innerhalb der Probenbehiltnisse
jeweils in zweidimensionalen Arrays von diskreten Messbereichen angeordnet
immobilisiert sind, wobei
- jeweils mindestens ein Messbereich eines Arrays oder eine Teilflédche innerhalb
eines Arrays bzw. Probenbehiltnisses auf dem Trégersubstrat zu einer
Referenzierung vorgesehen ist und
- die Oberflachendichte der immobilisierten Bindungspartner, bezogen auf die
Fldche der Messbereiche, weniger als der Oberfléchendichte einer vollstidndigen,

d.h. flachenhaften, Monoschicht besagter Bindungspartner entspricht.

2. Kit nach Anspruch 1, zusétzlich umfassend Reagentien zu Zwecken einer

Referenzierung.

3. Kit nach einem der Anspriiche 1 - 2, dadurch gekennzeichnet; dass besagte Vielzahl von
Probenbehiltnissen als ein zweidimensionales Array von Probenbehéltnissen angeordnet

ist.

4. Kit nach einem der Anspriiche 1 - 3, dadurch gekennzeichnet, dass das Trégersubstrat

als Grundplatte im wesentlichen planar ist.
5. Kit nach einem der Anspriiche 1 — 4, dadurch gekennzeichnet, dass auf dem

gemeinsamen, durchgehenden Trégersubstrat 2 — 2000, vorzugsweise 2 — 400, besonders

bevorzugt 2 — 100 Probenbehiltnisse angeordnet sind.
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6. Kit nach einem der Anspriiche 1 — 5, dadurch gekennzeichnet, dass die
Probenbehiltnisse auf der dem Trigersubstrat als Grundplatte gegeniiberliegenden Seite,
mit Ausnahme von Ein- und / oder Auslasséffnungen fiir die Zufuhr oder den Auslass von

Proben und gegebenenfalls zusétzlichen Reagentien, geschlossen sind.

7. Kit nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass mindestens eine Auslasséffnung
jedes Probenbehéltnisses mit einem Ablauf verbunden ist, welcher in ein mit besagtem
Probenbehéltnis fluidisch verbundenes Reservoir fithrt, welches aus besagtem

Probenbehiltnis austretende Fliissigkeit aufnimmt.

8. Kit nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass das Reservoir zur Aufnahme aus
dem Probenbehiltnis austretender Fliissigkeit als eine Vertiefung in der Aussenwand des

mit der Grundplatte zusammengebrachten Aufsatzkorpers ausgebildet ist.

9. Kit nach einem der Anspriiche 1 — 8, dadurch gekennzeichnet, dass die Materialien des
Trégersubstrats als Grundplatte, des mit der Grundplatte zusammengebrachten Kérpers
sowie eines optionalen zusétzlichen Abschlusses ausgewéhlt sind aus der Gruppe von
form-, spritz-, prag- und / oder frasbaren Kunststoffen, wie beispielsweise Polycarbonaten,
Polyimiden, Acrylaten, insbesondere Polymethylmehacrylaten, Polystyrolen, Cyclo-
Olefinpolymeren, Cyclo-Olefin-Copolymeren, Metallen, Metalloxiden, Silikaten, wie zum
Beispiel Glas, Quarz oder Keramiken oder deren Kombinationen (Mischungen und / oder

Schichtungen).

10. Kit nach einem der Anspriiche 1 — 9, dadurch gekennzeichnet, dass die
Oberfliachendichte der immobilisierten Bindungspartner fiir den Nachweis eines oder
mehrerer Analyten, bezogen auf die Fldche der Messbereiche, einem Zehntel bis der
Hilfte der Dichte einer vollsténdigen Monoschicht besagter Bindungspartner entspricht.

11. Kit nach einem der Anspriiche 1 — 10, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei dem
einen oder den mehreren immobilisierten Bindungspartnern um den einen oder um die
mehreren Analyten selbst handelt, welche in einer nativen Probenmatrix oder in einer in
einem oder in mehreren Probenaufbereitungsschritten modifizierten Form der nativen

Probenmatrix auf dem Trégersubstrat als Grundplatte aufgebracht sind.
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12. Kit nach einem der Anspriiche 1 ~ 11, dadurch gekennzeichnet, dass in einem

Messbereich mehrere, unterschiedliche Bindungspartner immobilisiert sind.

13. Kit nach einem der Anspriiche 1 — 12, dadurch gekennzeichnet, dass die native
Probenmatrix mit den darin nachzuweisenden Analyten aus der Gruppe stammt, welche
Zellextrakte, Gewebeextrakte, natiirlich vorkommende Kérperfliissigkeiten wie Blut,
Serum, Plasma, Lymphe oder Urin, Speichel, Gewebefliissigkeiten, Eigelb und Eiweiss,
biologische Gewebeteile, optisch triibe Fluissigkeiten, Boden- und Pflanzenextrakte sowie

Bio- und Syntheseprozessbrithen umfasst.

14. Kit nach einem der Anspriiche 11 — 13, dadurch gekennzeichnet, dass zum Nachweis
des einen oder der mehreren immobilisierten Analyten in einem Bioaffinitétsassay
biologische oder biochemische oder synthetische Erkennungselemente mit besagten
immobilisierten Analyten in einem oder mehreren Messbereichen in Kontakt gebracht

werden.

15. Kit nach einem der Anspriiche 1 — 10, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei dem
einen oder den mehreren immobilisierten Bindungspartnern um biologische oder
biochemische oder synthetische Erkennungselemente zum Nachweis eines oder mehrerer

Analyten in einer oder mehreren zuzufiihrenden Proben handelt.

~ 16. Kit nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass die Messbereiche eine Mischung
der biologischen oder biochemischen oder synthetischen Erkennungselemente, zur
spezifischen Erkennung und Bindung eines oder mehrerer Analyten aus einer zugefiihrten
Probe, mit gegeniiber diesen Analyten oder seinen Nachweisstoffen ,,chemisch neutralen®,
d.h. diese nicht bindenden, Komponenten, vorzugsweise in einem kontrollierten

Mischungsverhéltnis, umfassen.

17. Kit nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass die Oberflichendichte der in den
diskreten Messbereichen immobilisierten biologischen oder biochemischen oder
synthetischen Erkennungselemente und der gegeniiber den Analyten ,,chemisch neutralen™

Komponenten, bezogen auf die Fliche dieser Messbereiche, fiir beide Arten von
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Komponenten zusammen mindestens zwei Dritteln der Dichte einer volistindigen

molekularen Monoschicht entspricht.

18. Kit nach einem der Anspriiche 1 -~ 17, dadurch gekennzeichnet, dass Bereiche
zwischen den diskreten Messbereichen zur Minimierung unspezifischer Bindung von
Analyten oder deren Nachweissubstanzen oder anderen Bindungspartnern “passiviert
werden”, d.h. dass zwischen den rdumlich getrennten Messbereichen gegeniiber den
Analyten oder gegeniiber deren Nachweissubstanzen oder anderen Bindungspartnern
“chemisch neutrale” Komponenten aufgebracht sind, wobei besagte gegeniiber den
Analyten oder deren Nachweisstoffen oder anderen Bindungspartnern ,,chemisch
neutrale, d.h. diese nicht bindende, Komponenten vorzugsweise ausgewihlt sind aus den
Gruppen, die von Albuminen, insbesondere Rinderserumalbumin oder
Humanserumalbumin, Casein, unspezifischen, polyklonalen oder monoklonalen,
artfremden oder empirisch fiir den oder die nachzuweisenden Analyten unspezifischen
Antikorpern (insbesondere fiir Inmunoassays), Detergentien — wie beispielsweise Tween
20 -, nicht mit zu analysierenden Polynukleotiden hybridisierender, fragmentierter
natiirlicher oder synthetischer DNA, wie beispielsweise ein Extrakt von Herings- oder
Lachssperma (insbesondere fiir Polynukleotid-Hybridisierungsassays), oder auch
ungeladenen, aber hydrophilen Polymeren, wie beispielsweise Polyethylenglycolen oder

Dextranen, gebildet werden.

19. Kit nach einem der Anspriiche 1 — 18, dadurch gekennzeichnet, dass besagte
immobilisierte Bindungspartner ausgew#hlt sind aus der Gruppe, die von Proteinen,
beispielsweise mono- oder polyklonalen Antikdrpern und Antikdrperfragmenten,
Peptiden, Enzymen, Aptameren, synthetischen Peptidstrukturen, Glycopeptiden,
Oligosacchariden, Lektinen, Antigenen fiir Antik6rper (z. B. Biotin fiir Streptavidin), mit
zusétzlichen Bindungsstellen funktionalisierten Proteinen (,, Tag-Proteinen®, wie
beispielsweise ,,Histidin-Tag-Proteinen*)” und deren Komplexbildungspartnern sowie
Nukleinsiuren (beispielsweise DNA, RNA, Oligonukleotiden) und Nukleinséureanalogen
(z. B. PNA) sowie deren Derivaten mit kiinstlichen Basen gebildet wird.

20. Kit nach einem der Anspriiche 1 — 18, dadurch gekennzeichnet, dass besagte

immobilisierte Bindungspartner ausgewihlt sind aus der Gruppe, die von 16slichen,
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membrangebundenen und aus einer Membran isolierten Proteinen, wie beispielsweise

Rezeptoren und deren Liganden, gebildet wird.

21. Kit nach einem der Anspriiche 1 — 18, dadurch gekennzeichnet, dass besagte
immobilisierte Bindungspartner ausgewahlt sind aus der Gruppe, die von Acetylenen,
Alkaloiden (beispielsweise Alkaloide mit Pyridinen, Pyperidinen, Tropanen, Chinolinen,
Isochinolinen, Tropilidenen, Imidazolen, Indolen, Purinen, Fenantridinen enthaltenden
Ringstrukturen), Alkaloidglycosiden, Aminen, Benzofuranen, Benzophenonen,
Naphthochinonen, Betainen, Kohlenhydraten (z. B. Zucker-, Stirke- und
Cellulosederivaten), Carbolinen, Cardenoliden, Catecholen, Chalkonen, Cumarinen,
zyklischen Peptiden und Polypeptiden, Depsipeptiden, Diketopiperazinen,

Diphenylethern, Flavenen, Flavonen, Isoflavanonen, Flavonoid-Alkaloiden,
Furanochinolin-Alkaloiden, Gallocatechinen, Glycosiden, Antrachinonen, Flavonoiden,
Lactonen, Phenolen, Hydrochinonen, Indolen, Indolochinonen, Alginséuren, Lipiden (zum
Beispiel Olen, Wachsen und anderen Fettsiurederivaten), Macroliden, Oligopeptiden, .
Oligostilbenen, Peroxiden, Phenylglycosiden, Phloroglucinen, Polyethern, “Polyether-
Antibiotica”, Pterocarpinen, Pyranocumarinen, Pyrrolen, Quassinen, Chinolinen,
Saframycinen, Terpenen (Mono-, Di-, und Triterpenen), Sesquiterpenen, Sesquiterpen-
Dimeren, Sesquiterpen-Lactonen, Sesquiterpen-Chinonen, Sesterterpenen, Staurosporinen,
Steroiden (wie beispielsweise Steroid-Hormonen, Sterolen, Gallenséuren), Sulfolipiden,
Tanninen (z. B. Catechol und Pyrogallol), Vitaminen, 4therischen Olen und Xanthonen (z.

B. 9-Oxoxanthenon) gebildet wird.

22. Kit nach einem der Anspriiche 1 - 21, dadurch gekennzeichnet, dass die
immobilisierten Bindungspartner auf einer auf dem Trégersubstrat aufgebrachten

Haftvermittlungsschicht aufgetragen sind.

23. Kit nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, dass besagte Haftvermittlungsschicht
Verbindungen umfasst aus der Gruppe von Silanen, funktionalisierten Silanen, Epoxiden,
funktionalisierten, geladenen oder polaren Polymeren und “selbstorganisierten passiven
oder funktionalisierten Mono- oder Mehrfachschichten”, Alkylphosphaten und —
phosphonaten, multifunktionellen Block-Copolymeren, wie beispielsweise

Poly(L)lysin/Polyethylenglycolen.
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24. it nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, dass besagte Haftvermittlungsschicht
Verbindungen umfasst aus der Gruppe von Organophosphorséduren der allgemeinen
Formel I (A)

Y-B-OPO; H, (IA)

oder von Organophosphonséuren der allgemeinen Formel I (B)
Y-B-POs; H; (IB)

und deren Salzen, in denen B einen Alkyl-, Alkenyl-, Alkinyl-, Aryl-, Aralkyl-, Hetaryl-
oder Hetarylalkylrest und Y Wasserstoff oder eine funktionelle Gruppe aus der Reihe
Hydroxy, Carboxy, Amino, gegebenfalls durch Niederalkyl substituiertes Mono-oder
Dialkylamino, Thiol, oder eine negative Sduregruppe aus der Reihe Ester, Phosphat,
Phosphonat, Sulfat, Sulfonat, Maleimid, Succinimydyl, Epoxy oder Acrylat bedeutet,
wobei an B oder Y ein biologisches, biochemisches oder synthetisch herstellbares
Erkennungselement durch Additions- oder Substitutionsreaktion angedockt sein kann,
wobei auch Verbindungen angelagert sein konnen, die der Substratoberfléiche eine
Resistenz gegen Proteinadsorption und/oder Zelladhision verleihen und in B in der Kette
gegebenenfalls anstelle einer oder mehrerer—CH,- Gruppen eine oder mehrere

Ethylenoxidgruppen enthalten sein kdnnen.

25. Kit nach einem der Anspriiche 1 - 23, dadurch gekennzeichnet, dass die
immobilisierten Bindungspartner an das freie Ende oder nahe dem freien Ende eines

ganz oder teilweise funktionalisierten, ,,nicht interaktiven* Polymeren gebunden sind.
26. Kit nach Anspruch 325, dadurch gekennzeichnet, dass besagtes ,,nicht interaktives*
Polymer als Seitenkette an ein geladenes, polyionisches Polymer als Hauptkette gebunden

ist und mit diesem zusammen ein polyionisches, multifunktionales Co-Polymer bildet.

27. Kit nach einem der Anspriiche 1 — 26, dadurch gekennzeichnet, dass das Trégersubstrat

mehrere Schichten mit unterschiedlichen optischen Eigenschaften umfasst.
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28. Kit nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, dass das Trégersubstrat eine
Metalloxidschicht, mit Brechungsindex n;, auf einer darunterliegenden weiteren Schicht,

mit Brechungsindex n, < n;, umfasst.

29. Kit nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, dass das Metalloxid ausgewihlt ist aus
der Gruppe, welche TiO,, Ta,Os oder Nb,Os umfasst.

30. Kit nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, dass das Trégersubstrat eine diinne
Metallschicht, gegebenenfalls auf einer darunter befindlichen Zwischenschicht mit
Brechungsindex vorzugsweise < 1.5, wie beispielsweise Siliciumdioxid oder
Magnesiumfluorid, umfasst, wobei die Dicke der Metallschicht und der eventuellen
Zwischenschicht so ausgewihlt ist, dass ein Oberflachenplasmon bei der Wellenléinge
eines eingestrahlten Anregungslichts und / oder bei der Wellenlénge einer erzeugten

Lumineszenz angeregt werden kann.

31. Kit nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, dass das Metall ausgewéhlt ist aus der
Gruppe, welche Gold und Silber umfasst.

32. Kit nach einem der Anspriiche 1 — 31, dadurch gekennzeichnet, dass das
Tragersubstrat mindestens bei der Wellenlédnge eines eingestrahlten Anregungslichts oder

Messlichts transparent ist.

33. Kit nach einem der Anspriiche 1 — 32, dadurch gekennzeichnet, dass das
Trigersubstrat als ein durchgehender optischer Wellenleiter ausgebildet ist oder diskrete

wellenleitende Bereiche umfasst.

34. Kit nach Anspruch 33, dadurch gekennzeichnet, dass das Trigersubstrat als ein
optischer Schichtwellenleiter ausgebildet ist mit einer, den Ausnehmungen der
Probenbehiltnisse zugewandten, ersten optisch transparenten Schicht (a) auf einer zweiten

optisch transparenten Schicht (b) mit niedrigerem Brechungsindex als Schicht (a).

35. Kit nach Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet, dass die zweite optisch transparente
Schicht (b) ein Material aus der Gruppe umfasst, die von Silikaten, z. B. Glas oder Quarz,
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transparenten thermoplastischen oder spritzbaren Kunststoffen, beispielsweise
Polycarbonaten, Polyimiden, Acrylaten, insbesondere Polymethylmethacrylaten, oder

Polystyrolen gebildet wird.

36. Kit nach einem der Anspriiche 34 - 35, dadurch gekennzeichnet, dass der

Brechungsindex der ersten optisch transparenten Schicht (a) grosser als 1.8 ist.

37. Kit nach einem der Anspriiche 34 - 36, dadurch gekennzeichnet, dass die erste optisch
transparente Schicht (a) ein Material aus der Gruppe von Silicium-Nitrid, TiO,, ZnO,
Nb,Os, Ta;0s, HfO,, und ZrO,, besonders bevorzugt aus TiO,, Ta;,0s oder Nb,Os umfasst.

38. Kit nach einem der Anspriiche 34 - 37, dadurch gekennzeichnet, dass sich zwischen
den optisch transparenten Schichten (a) und (b) und in Kontakt mit Schicht (a) eine
weitere optisch transparente Schicht (b’) mit niedrigerem Brechungsindex als dem der
Schicht (a) und einer Stirke von 5 nm - 10000 nm, vorzugsweise von 10 nm - 1000 nm,
befindet.

39. Kit nach einem der Anspriiche 34 — 38, dadurch gekennzeichnet, dass besagtes
Trégersubstrat zur Einkopplung von Anregungslicht oder Messlicht zu den Messbereichen
eine oder mehrere Gitterstrukturen (c) als Koppelgitter umfasst, welche als

Oberfldchenreliefgitter in der optisch transparenten Schicht (a) moduliert sind.

40. Kit nach einem der Anspriiche 34 — 39, dadurch gekennzeichnet, dass besagtes
Trigersubstrat zur Auskopplung von in der Schicht (a) gefiihrtem Licht eine oder mehrere
Gitterstrukturen (c¢) oder eine zweite Gruppe von einer oder mehreren Gitterstrukturen (c”)
als Auskoppelgitter umfasst, welche als Oberfléchenreliefgitter in der optisch
transparenten Schicht (a) moduliert sind, wobei Gitterstrukturen (c) und (¢’) gleiche oder
unterschiedliche Periode haben und parallel oder nicht parallel zueinander ausgerichtet

sind.

41. Kit nach einem der Anspriiche 28 — 40, dadurch gekennzeichnet, dass dieser einen

Nachweis eines oder mehrerer Analyten durch Bindung in L&sung bereitgestellter
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Bindungspartner an die in diskreten Messbereichen immobilisierten Bindungspartner zum
Analytnachweis aufgrund einer resultierenden Anderung des effektiven Brechungsindex

im Bereich dieser Messbereiche ermdglicht.

42. Kit nach Anspruch 41, dadurch gekennzeichnet, dass die zweidimensionalen Arrays

von Messbereichen jeweils auf einer gemeinsamen Gitterstruktur (c) angeordnet sind.

43. Xit nach einem der Anspriiche 41 - 42, dadurch gekennzeichnet, dass innerhalb der
Arrays jeweils ein oder mehrere Messbereiche mit dort aufgebrachten, gegentiber den
Analyten oder deren Nachweisstoffen ,,chemisch neutralen Komponenten einer

Referenzierung dienen.

44, Kit nach einem der Anspriiche 41 - 43, dadurch gekennzeichnet, dass innerhalb der
Arrays jeweils ein oder mehrere Messbereiche mit dort aufgebrachten Komponerﬁen als
Massenlabeln (z. B. Molekiilkomplexen, insbesondere aus den Erkennungslabeln und den
nachzuweisenden Analyten, oder Teilchen bzw. Beads) bekannter Menge und bekannten

Molekulargewichts einer Kalibration und / oder Referenzierung dienen.

45. Kit nach einem der Anspriiche 41 - 44, dadurch gekennzeichnet, dass eine oder
mehrere Teilflichen innerhalb eines Arrays bzw. eines Probenbehéltnisses auf dem
Trégersubstrat, welche durch Aufbringung von gegeniiber den Analyten oder deren
Nachweissubstanzen ,,chemisch neutralen” Komponenten ,,passiviert” wurden, einer

Referenzierung dienen.

46. Kit nach einem der Anspriiche 32 — 40, dadurch gekennzeichnet, dass dieser einen
Nachweis eines oder mehrerer Analyten durch Bindung in Losung bereitgestellter
Bindungspartner an die in diskreten Messbereichen immobilisierten Bindungspartner zum
Analytnachweis aufgrund einer resultierenden Anderung eines Lumineszenzsignals,
beispielsweise von an den Analyten oder an einen seiner Bindungspartner bzw.
Nachweissubstanzen gebundenen lumineszenzfihigen Molekiilen, im Bereich dieser

Messbereiche, ermoglicht.
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47. Kit nach Anspruch 46, dadurch gekennzeichnet, dass zur Referenzierung der im
Bereich eines Arrays verfligbaren (bzw. in der wellenleitenden Schicht (a) eines als
optischer Wellenleiter ausgebildeten Trigersubstrats gefiihrten) Anregungslichtintensitét
in jeweils einem oder mehreren Messbereichen des Arrays lumineszenzfihige, die
Analyten oder deren Nachweissubstanzen nicht bindende Molekiile als Lumineszenzlabel

immobilisiert sind.

48. Kit nach Anspruch 47, dadurch gekennzeichnet, dass besagte Lumineszenzlabel
(benutzt fiir Zwecke einer Referenzierung) bei einer anderen Wellenléinge emittieren als
solche lumineszenzfihigen Molekiile bzw. Lumineszenzlabel, welche einem

Analytnachweis dienen.

49. Kit nach Anspruch 46, dadurch gekennzeichnet, dass zur Referenzierung der im
Bereich eines Arrays verfligbaren (bzw. in der wellenleitenden Schicht (a) eines als
optischer Wellenleiter ausgebildeten Trégersubstrats gefiihrten) Anregungslichtintensitét
oder der Oberfliachendichte der in einem Messbereich immobilisierten Bindungspartner in
diesen Messbereichen, in denen auch besagte Bindungspartner immobilisiert sind,

lumineszenzfihige Molekiile als Lumineszenzlabel aufgebracht sind.

50. Kit nach Anspruch 49, dadurch gekennzeichnet, dass besagte Lumineszenzlabel
(benutzt fiir Zwecke einer Referenzierung) an die immobilisierten Bindungspartner oder
an einen bekannten prozentualen Anteil dieser immobilisierten Bindungspartner gebunden

sind.

51. Kit nach Anspruch 49, dadurch gekennzeichnet, dass besagte Lumineszenzlabel
(benutzt fiir Zwecke einer Referenzierung) in einer Mischung, in einem bekannten
Mischungsverhéltnis, mit den immobilisierten Bindungspartnern in den dafiir

ausgewiesenen Messbereichen vorliegen.

52. Kit nach einem der Anspriiche 1 — 51, dadurch gekennzeichnet, dass dieser zusétzlich

Reagentien zur Assaydurchfithrung umfasst.
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53. Kit nach Anspruch 52, dadurch gekennzeichnet, dass besagte zuséitzliche Reagentien
zur Assaydurchfithrung ausgewéhlt sind aus der Gruppe, welche Assay-Puffer,
Hybridisierungspuffer, Waschlsungen und Losungen von lumineszenzmarkierten
,,Tracer-Proben® (z. B. Antikorper in Immunoassays oder einzelstringige Nukleinséuren in
Nukleinsaure-Hybridisierungsassays) sowie Losungen zur Biokomplex-Dissoziation (z. B.
sogenannte ,,chaotrope® Reagentien mit einem hohen Salzgehalt / hoher Ionenstéirke und /
oder stark sauren Charakters zur Dissoziation von Antigen-Antikorper-Komplexen oder

Harnstoff-Losungen zur Dissoziation von hybrisisierten Nukleinséure-Stréingen) umfasst.

54. Kit nach einem der Anspriiche 52 - 53, dadurch gekennzeichnet, dass besagte
zusitzliche Reagentien in Behéltnissen des Aufsatzkorpers integriert sind und,
gegebenenfalls nach einer Benetzung, wihrend eines Assays den Probenbehéltnissen

zugefiihrt werden.

55. Analytisches System zur Assay-Entwicklung und zur Durchfithrung einer Vielzahl von
Analysen auf einem gemeinsamen, durchgehenden Trégsersubstrat, umfassend
- einen Kit nach einem der Anspriiche 1 — 54
- eine Aufnahmevorrichtung zum Einsatz des von dem Trégersubstrat und dem
Aufsatzkorper gebildeten Korpers, mit den in den Probenbehéltnissen in
zweidimensionalen Arrays von Messbereichen immobilisierten Bindungspartnern
und den diesen Probenbehiltnissen zugefiihrten Proben und gegebenenfalls
zusitzlichen Reagentien
- mindestens einen Detektor zum Nachweis des von den Bereichen der Arrays und

insbesondere von den Messbereichen ausgehenden Lichts.

56. Analytisches System nach Anspruch 55, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei dem
mindestens einen Detektor um einen ortsauflsenden Detektor handelt, welcher
vorzugsweise ausgewdhlt ist aus der Gruppe, welche CCD-Kameras, CCD-Chips,
Photodioden-Arrays, Avalanche-Dioden-Arrays, Multichannel-Plates und Vielkanal-

Photomultiplier umfasst.
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57. Analytisches System nach einem der Anspriiche 55 — 56, zusétzlich umfassend
mindestens eine Anregungslichtquelle zur Aussendung eines den Arrays und deren
Messbereichen zuzufithrenden Anregungs- oder Messlichts.

58. Analytisches System nach Anspruch 57, dadurch gekennzeichnet, dass dieses
zusitzlich eine oder mehr Justierkomponenten zur Justierung des Einstrahlwinkels eines

eingestrahlten Anregungslichts oder Messlichts zum Trégersubstrat umfasst.

59. Analytisches System nach einem der Anspriiche 57 - 58, dadurch gekennzeichnet, dass
die Finstrahlung des Anregungslichts oder Messlichts zu den Messbereichen in einer

Auflicht- oder einer Transmissionsanordnung erfolgt.

60. Analytisches System nach einem der Anspriiche 57 - 58, dadurch gekennzeichnet, dass
die Einstrahlung des Anregungslichts oder Messlichts zu den Messbereichen und die
Erfassung des von den Messbereichen ausgehenden Lichts auf gegentiberliegenden Seiten

des Trégersubstrats erfolgen.

61. Analytisches System nach einem der Anspriiche 57 - 58, dadurch gekennzeichnet, dass
die Einstrahlung des Anregungslichts oder Messlichts zu den Messbereichen und die
Erfassung des von den Messbereichen ausgehenden Lichts auf der gleichen Seite des
Trégersubstrats, vorzugsweise von der den Probenbehéltnissen gegeniiberliegenden

Aussenseite des Triigersubstrats aus, erfolgen.

62. Analytisches System nach einem der Anspriiche 57 — 61, dadurch gekenzeichnet, dass
es optische Komponenten zur Strahlaufweitung umfasst, welche ein im wesentlichen
paralleles Strahlenbiindel erzeugen, welches grossfldchig auf die Messbereiche

eingestrahlt wird.

63. Analytisches System nach einem der Anspriiche 57 — 62, dadurch gekennzeichnet,
dass dieses eine Bestimmung von Anderungen der Resonanzbedingungen zur Anregung
eines Oberfldchenplasmons in einer Metallschicht als Bestandteil des Trégersubstrats

ermoglicht.
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64. Analytisches System nach einem Anspruch 63, dadurch gekennzeichnet, dass dieses
eine ortsaufgeldste Bestimmung von Anderungen der Resonanzbedingungen zur

Anregung eines Oberflichenplasmons in der Metallschicht ermdglicht.

65. Analytisches System nach einem der Anspriiche 57 — 62, dadurch gekennzeichnet,

dass dieses eine Bestimmung von Anderungen der Resonanzbedingungen zur Einkopplung
eines Anregungslichts oder Messlichts in die wellenleitende Schicht (a) {iber eine
Gitterstruktur (¢) oder Auskopplung eines in der Schicht (a) gefithrten Lichts tiber eine
Gitterstruktur (c) oder (c”) ermdglicht.

66. Analytisches System nach Anspruch 65, dadurch gekennzeichnet, dass dieses eine
ortsaufgeldste Bestimmung von Anderungen der Resonanzbedingungen zur Einkopplung
eines Anregungslichts oder Messlichts in die wellenleitende Schicht (a) {iber eine
Gitterstruktur (¢) oder Auskopplung eines in der Schicht (a) geflihrten Lichts iiber eine
Gitterstruktur (c) oder (¢”) ermdglicht.

67. Analytisches System nach einem der Anspriiche 57 — 62, dadurch gekennzeichnet,
dass dieses eine ortsaufgeloste Erfassung und Messung von Lumineszenzlicht ermoglicht,

welches aus dem Bereich der Arrays, insbesondere der Messbereiche, abgestrahlt wird.

68. Verfahren zur Assay-Entwicklung und zur Durchfiihrung einer Vielzahl von Analysen
auf einem gemeinsamen, durchgehenden Trégersubstrat, dadurch gekennzeichnet, dass die
- auf einen oder auf mehrere Analyten zu untersuchenden Proben direkt oder nach
Mischung und Inkubation mit weiteren Reagentien und gegebenenfalls weiteren
Probenvorbereitungsschritten in Kontakt gebracht werden mit biologischen oder
biochemischen oder synthetischen Erkennungselementen in einem oder mehreren
Probenbehiltnissen, welche Bestandteile eines Kits sind, umfassend

- ein Trégersubstrat und

- einen Aufsatzkorper,
welche zusammen eine Anordnung einer Vielzahl von Probenbehiltnissen, mit besagtem
Trégersubstrat als Grundplatte, bilden, sowie

- eine Vielzahl immobilisierter Bindungspartner fiir den Nachweis eines oder

mehrerer Analyten in einer oder mehreren Proben in einem Bioaffinititsassay,
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wobei besagte Bindungspartner auf dem Tragersubstrat innerhalb der Probenbehéltnisse
jeweils in zweidimensionalen Arrays von diskreten Messbereichen angeordnet
immobilisiert sind, wobei
- jeweils mindestens ein Messbereich eines Arrays oder eine Teilflache innerhalb
eines Arrays bzw. Probenbehéltnisses auf dem Trégersubstrat zu einer
Referenzierung vorgesehen ist und
- die Oberflichendichte der immobilisierten Bindungspartner, bezogen auf die
Flache der Messbereiche, weniger als der Oberfléchendichte einer vollstéindigen,
d.h. flichenhaften, Monoschicht besagter Bindungspartner entspricht,
dass gegebenenfalls weitere Reagentien den Probenbehétnissen zugefiihrt werden,
dass das Trigersubstrat mit den zusammen mit einem Aufsatzkorper erzeugten, mit
Proben und gegebenenfalls zusétzlichen Reagentien gefiillten Probenbehéltnissen in eine
Aufnahmevorrichtung eines analytischen Systems nach einem der Anspriiche 55 - 67
eingesetzt wird,
dass das von den Bereichen der Arrays in den Probenbehéltnissen und insbesondere von
den Messbereichen ausgehende Licht mit mindestens einem Detektor gemessen und

dass die Detektorsignale von einem Speichermedium aufgezeichnet werden.

69. Verfahren nach Anspruch 68, dadurch gekennzeichnet, dass besagte Vielzahl von
Probenbehéltnissen als ein zweidimensionales Array von Probenbehéltnissen angeordnet

ist.

70. Verfahren nach einem der Anspriiche 68 — 69, dadurch gekennzeichnet, dass es sich
bei den immobilisierten Bindungspartnern um den einen oder die mehreren Analyten
selbst handelt, welche in einer nativen Probenmatrix oder in einer in einem oder in
mehreren Probenaufbereitungsschritten modifizierten Form der nativen Probenmatrix auf

dem Trégersubstrat als Grundplatte aufgebracht sind.

71. Verfahren nach Anspruch 70, dadurch gekennzeichnet, dass die native Probenmatrix
mit den darin nachzuweisenden Analyten aus der Gruppe stammt, welche Zellextrakte,
Gewebeextrakte, natiirlich vorkommende Korperfliissigkeiten wie Blut, Serum, Plasma,

Lymphe oder Urin, Speichel, Gewebefliissigkeiten, Eigelb und Eiweiss, biologische
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Gewebeteile, optisch triibe Fliissigkeiten, Boden- und Pflanzenextrakte sowie Bio- und

Syntheseprozessbrithen umfasst.

72. Verfahren nach einem der Anspriiche 70 — 71, dadurch gekennzeichnet, dass zum
Nachweis des einen oder der mehreren immobilisierten Analyten in einem
Bioaffinititsassay biologische oder biochemische oder synthetische Erkennungselemente
mit besagten immobilisierten Analyten in einem oder mehreren Messbereichen in Kontakt

gebracht werden.

73. Verfahren nach einem der Anspriiche 68 — 69, dadurch gekennzeichnet, dass es sich
bei den immobilisierten Bindungspartnern um biologische oder biochemische oder
synthetische Erkennungselemente zum Nachweis eines oder mehrerer Analyten in einer

oder mehreren zuzufithrenden Proben handelt.

74. Verfahren nach Anspruch 73, dadurch gekennzeichnet, dass die immobilisierten
biologischen oder biochemischen oder synthetischen Erkennungselemente in den
Probenbehiltnissen mit einer oder mehreren, den einen oder mehrere Analyten
enthaltenden Proben und gegebenenfalls weiteren Reagentien sequentiell oder in einem
einzigen Zugabeschritt, nach Mischung der einen oder mehrerer Proben mit den

optionalen zusitzlichen Reagentien, in Kontakt gebracht werden.

75. Verfahren nach einem der Anspriiche 68 - 74, dadurch gekennzeichnet, dass diskrete
Messbereiche durch riumlich selektive Aufbringung von biologischen oder
biochemischen oder synthetischen Erkennungselementen oder von Proben, welche den
einen oder die mehreren Analyten in einer nativen Probenmatrix oder in einer in einem
oder in mehreren Schritten modifizierten Form der nativen Probenmatrix enthalten, auf der
Oberfliche des Trigersubstrats oder auf einer zusitzlich darauf aufgebrachten
Haftvermittlungsschicht erzeugt werden, vorzugsweise unter Verwendung eines oder
mehrerer Verfahren aus der Gruppe von Verfahren, die von “Ink jet spotting®,
mechanischem Spotting mittels Stift, Feder oder Kapillare, ,,Micro contact printing®,
fluidischer Kontaktierung der Messbereiche mit den biologischen oder biochemischen
oder synthetischen Erkennungselementen durch deren Zufuhr in parallelen oder

gekreuzten Mikrokanilen, unter Einwirkung von Druckunterschieden oder elektrischen
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oder elektromagnetischen Potentialen sowie photochemischen oder photolithographischen

Immobilisierungsverfahren gebildet wird.

76. Verfahren nach einem der Anspriiche 68 — 75, dadurch gekennzeichnet, dass die
Einstrahlung des Anregungs- oder Messlichts zu den Messbereichen in einer Auflicht-

oder Transmissionslichtanordnung stattfindet.

77. Verfahren nach einem der Anspriiche 68 — 75, dadurch gekennzeichnet, dass die
Einstrahlung des Anregungs- oder Messlichts zu den Messbereichen und die Erfassung des
von den Messbereichen ausgehenden Lichts auf der gleichen Seite des Trégersubstrats,
vorzugsweise von der den Probenbehiltnissen gegeniiberliegenden Aussenseite des

Trégersubstrats aus, erfolgen.

78. Verfahren nach einem der Anspriiche 68 — 77, dadurch gekennzeichnet, dass mithilfe
geeigneter optischer Komponenten, wie beispielsweise monochromatisch emittierender
Lichtquellen (z. B. Laser) oder spektral selektiver Komponenten (z. B. Interferenzfilter
oder Monochromatoren) ein annidhernd monochromatisches Anregungs- oder Messlicht

erzeugt wird, welches zu den Messbereichen eingestrahlt wird.

79. Verfahren nach einem der Anspriiche 68 — 77, dadurch gekennzeichnet, dass mithilfe
geeigneter optischer Komponenten ein anndhernd paralleles Anregungs- oder

Messlichtbiindel erzeugt wird, welches zu den Messbereichen eingestrahlt wird.

80. Verfahren nach einem der Anspriiche 68 — 77, dadurch gekennzeichnet, dass mithilfe
geeigneter optischer Kommponenten zur Strahlaufweitung ein im wesentlichen paralleles

Strahlenbiindel erzeugt wird, welches grossfldchig auf die Messbereiche eingestrahlt wird.

81. Verfahren nach einem der Anspriiche 68 — 80, dadurch gekennzeichnet, dass der
Nachweis des einen oder der mehreren nachzuweisenden Analyten auf der Anderung der
Resonanzbedingungen zur Anregung eines Oberfléchenplasmons in einer diinnen
Metallschicht, als Bestandteil des Trégersubstrats, aufgrund der Bindung des einen oder
der mehreren Analyten an ein biologisches oder biochemisches oder synthetisches

Erkennungselement oder einen oder mehrere weitere Bindungspartner in einem

74



WO 03/096018 PCT/EP03/04717

Bioaffinititsassay, an der Oberfliche besagten Trégersubstrats, gegebenenfalls auf einer

darauf aufgebrachten Haftvermittlungsschicht, beruht.

82. Verfahren nach Anspruch 81, dadurch gekennzeichnet, dass die Anderung der
Resonanzbedingungen in der Anderung des Resonanzwinkels eines eingestrahlten, im
wesentlichen monochromatischen Anregungslichtbiindels zur Flichennormalen des

Trégersubstrats, zur Anregung eines Oberflachenplasmons in der Metallschicht, besteht.

83. Verfahren nach Anspruch 81, dadurch gekennzeichnet, dass die Anderung der
Resonanzbedingungen in der Anderung der Resonanzwellenlinge eines unter einem
konstanten Winkel eingestrahlten, im wesentlichen parallelen Anregungslichts, zur
Anregung eines Oberflichenplasmons in der Metallschicht, besteht.

84. Verfahren nach einem der Anspriiche 81 — 83, dadurch gekennzeichnet, dass mittels -
grossfldchiger Einstrahlung eines aufgeweiteten, parallelen Anregungslichtbiindels zu den
Messbereichen auf dem Tragersubstrat und / oder mittels Scannen des Trigersubstrats
beziiglich des Anregungslichtbiindels eine ortsaufgeldste Bestimmung von Anderungen
der Resonanzbedingungen zur Anregung von Oberflichenplasmonen in der Metallschicht

eines Trigersubstrats erfolgt.

85. Verfahren nach einem der Anspriiche 68 — 80, dadurch gekennzeichnet, dass das
Trigersubstrat als ein durchgehender optischer Wellenleiter ausgebildet ist oder diskrete

wellenleitende Bereiche umfasst.

86. Verfahren nach einem der Anspriiche 68 - 80, dadurch gekennzeichnet, dass das
Trigersubstrat als ein optischer Schichtwellenleiter ausgebildet ist, mit einer, den
Ausnehmungen der Probenbehiltnisse zugewandten, ersten optisch transparenten Schicht
() auf einer zweiten optisch transparenten Schicht (b) mit niedrigerem Brechungsindex
als Schicht (a).

87. Verfahren nach Anspruch 86, dadurch gekennzeichnet, dass das Anregungs- oder
Messlicht einer oder mehrerer Lichtquellen mittels einer oder mehrerer Gitterstrukturen

(c) als Koppelgitter, welche als Oberflichenreliefgitter in der optisch transparenten
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Schicht (a) moduliert sind, in die Schicht (a) eingekoppelt und zu den Messbereichen

geleitet wird.

88. Verfahren nach Anspruch 86, dadurch gekennzeichnet, dass in der Schicht (a) des
Trigersubstrat gefiihrtes Licht mittels einer oder mehrerer Gitterstrukturen (c) oder mittels
einer zweiten Gruppe von einer oder mehreren Gitterstrukturen (c”) als Auskoppelgitter
ausgekoppelt wird, welche als Oberflachenreliefgitter in der optisch transparenten Schicht
(2) moduliert sind, wobei Gitterstrukturen (c) und (c’) gleiche oder unterschiedliche

Periode haben und parallel oder nicht parallel zueinander ausgerichtet sind.

89. Verfahren nach einem der Anspriiche 81 - 88, dadurch gekennzeichnet, dass der
Nachweis des einen oder der mehreren nachzuweisenden Analyten auf der Anderung des
effektiven Brechungsindex im Bereich der von den immobilisierten Bindungspartnern
gebildeten, in zweidimensionalen Arrays angeordneten Messbereiche, aufgrund der
Bindung des einen oder der mehreren Analyten an biologische oder biochemische oder
synthetische Erkennungselemente oder an einen oder mehrere weitere Bindungspartner in
einem Bioaffinititsassay, an der Oberfliche des Trigersubstrats, gegebenenfalls auf einer
darauf aufgebrachten Haftvermittlungsschicht, beruht.

90. Verfahren nach Anspruch 89, dadurch gekennzeichnet, dass innerhalb der Arrays
jeweils ein oder mehrere Messbereiche mit dort aufgebrachten, gegentiber den Analyten
oder deren Nachweisstoffen bzw. Bindungspartnern ,,chemisch neutralen“ Komponenten

einer Referenzierung dienen.

91. Verfahren nach Anspruch 89, dadurch gekennzeichnet, dass innerhalb der Arrays
jeweils ein oder mehrere Messbereiche mit dort aufgebrachten Komponenten als
Massenlabeln (z. B. Molekiilkomplexen, insbesondere aus den Erkennungslabeln und den
nachzuweisenden Analyten, oder Teilchen bzw. Beads) bekannter Menge und bekannten

Molekulargewichts einer Kalibration und / oder Referenzierung dienen.

92. Verfahren nach Anspruch 89, dadurch gekennzeichnet, dass eine oder mehrere

Teilflichen innerhalb eines Arrays bzw. eines Probenbehéltnisses auf dem Trégersubstrat,
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welche durch Aufbringung von gegeniiber den Analyten oder deren Nachweissubstanzen

»chemisch neutralen“ Komponenten ,,passiviert* wurden, einer Referenzierung dienen.

93. Verfahren nach einem der Anspriiche 68 — 80, dadurch gekennzeichnet, dass der
Nachweis des einen oder der mehreren nachzuweisenden Analyten auf der Anderung eines
Lumineszenzsignals, beispielsweise von an den Analyten oder an einen seiner
Bindungspartner bzw. Nachweissubstanzen gebundenen lumineszenzfihigen Molekiilen
als Lumineszenzlabeln, aufgrund der Bindung des einen oder der mehreren Analyten an
ein biologisches oder biochemisches oder synthetisches Erkennungselement oder einen
oder mehrere weitere Bindungspartner in einem Bioaffinititsassay, an der Oberfliche
besagten Trégersubstrats, gegebenenfalls auf einer darauf aufgebrachten
Haftvermittlungsschicht, beruht.

94. Verfahren nach Anspruch 93, dadurch gekennzeichnet, dass zur Referenzierung der im
Bereich eines Arrays verfligbaren Anregungslichtintensitit in jeweils ein oder mehreren
Messbereichen des Arrays lumineszenzfihige, die Analyten oder deren
Nachweissubstanzen nicht bindende Molekiile oder lumineszente Nanopartikel als

Lumineszenzlabel immobilisiert sind.

95. Verfahren nach Anspruch 94, dadurch gekennzeichnet, dass besagte Lumineszenzlabel
(benutzt fiir Zwecke einer Referenzierung) bei einer anderen Wellenléinge emittieren als
solche lumineszenzfihigen Molekiile bzw. Lumineszenzlabel, welche einem

Analytnachweis dienen.

96. Verfahren nach Anspruch 93, dadurch gekennzeichnet, dass zur Referenzierung der im
Bereich eines Arrays verfiigbaren Anregungslichtintensitit oder der Oberflachendichte der
in einem Messbereich als Bindungspartner immobilisierten biologischen oder
biochemischen oder synthetischen Erkennungselemente in diesen Messbereichen, in denen
auch besagte Erkennungselemente immobilisiert sind, lumineszenzfihige Molekiile als

Lumineszenzlabel aufgebracht sind.

97. Verfahren nach Anspruch 96, dadurch gekennzeichnet, dass besagte Lumineszenzlabel

(benutzt fiir Zwecke einer Referenzierung) an die immobilisierten biologischen oder
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biochemischen oder synthetischen Erkennungselemente oder an einen bekannten

prozentualen Anteil dieser immobilisierten Erkennungselemente gebunden sind.

98. Verfahren nach Anspruch 96, dadurch gekennzeichnet, dass besagte Lumineszenzlabel
(benutzt fiir Zwecke einer Referenzierung) in einer Mischung, in einem bekannten
Mischungsverhéltnis mit den immobilisierten biologischen oder biochemischen oder
synthetischen Erkennungselementen in den dafiir ausgewiesenen Messbereichen

vorliegen.

99. Verfahren nach einem der Anspriiche 93 - 98, dadurch gekennzeichnet, dass besagtes
Trégersubstrat als optischer Schichtwellenleiter ausgebildet ist mit einer ersten optisch
transparenten Schicht (a) auf einer zweiten optisch transparenten Schicht (b) mit
niedrigerem Brechungsindex als Schicht (a), dass weiterhin Anregungslicht mithilfe einer
oder mehrerer Gitterstrukturen, welche in der optisch transparenten Schicht (a) ausgeprégt
sind, in die optisch transparente Schicht (a) eingekoppelt und zu darauf befindlichen
Messbereichen als gefiihrte Welle geleitet wird, und dass weiterhin die im evaneszenten
Feld besagter gefiihrter Welle erzeugte Lumineszenz von lumineszenzfihigen Molekiilen
mit einem oder mehreren Detektoren erfasst und die relative Konzentration oder Menge

eines oder mehrerer Analyten aus der Intensitét dieser Lumineszenzsignale bestimmt wird.

100. Verfahren nach Anspruch 99, dadurch gekennzeichnet, dass (1) die isotrop
abgestrahlte Lumineszenz oder (2) in die optisch transparente Schicht (a) eingekoppelte
und tiber die Gitterstruktur (c) ausgekoppelte Lumineszenz oder Lumineszenzen beider

Anteile (1) und (2) gleichzeitig gemessen werden.

101. Verfahren nach einem der Anspriiche 93 - 100, dadurch gekennzeichnet, dass neben
der Bestimmung einer oder mehrerer Lumineszenzen Anderungen des effektiven

Brechungsindex auf den Messbereichen bestimmt werden.

102. Verfahren nach einem der Anspriiche 68 — 101 zur gleichzeitigen und / oder
sequentiellen, quantitativen und / oder qualitativen Bestimmung eines oder mehrerer
Analyten aus der Gruppe, die von Proteinen, beispielsweise mono- oder polyklonalen

Antikdrpern und Antikorperfragmenten, Peptiden, Enzymen, Aptameren, synthetischen
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Peptidstrukturen, Glycopeptiden, Oligosacchariden, Lektinen, Antigenen fiir Antikérper
(z. B. Biotin fiir Streptavidin), mit zusétzlichen Bindungsstellen funktionalisierten
Proteinen (,,Tag-Proteinen®, wie beispielsweise ,,Histidin-Tag-Proteinen*)” und deren
Komplexbildungspartnern, Nukleinséuren (beispielsweise DNA, RNA, Oligonukleotiden)
und Nukleinséureanalogen (z. B. PNA) sowie deren Derivaten mit kiinstlichen Basen, und
von I6slichen, membrangebundenen und aus einer Membran isolierten Proteinen, wie

beispielsweise Rezeptoren und deren Liganden, gebildet wird.

103. Verfahren nach einem der Anspriiche 68 — 101 zur gleichzeitigen und / oder
sequentiellen, quantitativen und / oder qualitativen Bestimmung eines oder mehrerer
Analyten aus der Gruppe, die von Acetylenen, Alkaloiden:(beispielsweise Alkaloide mit
Pyridinen, Pyperidinen, Tropanen, Chinolinen, Isochinolinen, Tropilidenen, Imidazolen,
Indolen, Purinen, Fenantridinen enthaltenden Ringstrukturen), Alkaloidglycosiden,
Aminen, Benzofuranen, Benzophenonen, Naphthochinonen, Betainen, Kohlenhydraten (z.
B. Zucker-, Stirke- und Cellulosederivaten), Carbolinen, Cardenoliden, Catecholen,
Chalkonen, Cumarinen, zyklischen Peptiden und Polypeptiden, Depsipeptiden,
Diketopiperazinen, Diphenylethern, Flavenen, Flavonen, Isoflavanonen, Flavonoid-
Alkaloiden, Furanochinolin-Alkaloiden, Gallocatechinen, Glycosiden, Antrachinonen,
Flavonoiden, Lactonen, Phenolen, Hydrochinonen, Indolen, Indolochinonen, Alginsduren,
Lipiden (zum Beispiel Olen, Wachsen und anderen Fettsiurederivaten), Macroliden,
Oligopeptiden, Oligostilbenen, Peroxiden, Phenylglycosiden, Phloroglucinen, Polyethern,
“Polyether-Antibiotica”, Pterocarpinen, Pyranocumarinen, Pyrrolen, Quassinen,
Chinolinen, Saframycinen, Terpenen (Mono-, Di-, und Triterpenen), Sesquiterpenen,
Sesquiterpen-Dimeren, Sesquiterpen-Lactonen, Sesquiterpen-Chinonen, Sesterterpenen,
Staurosporinen, Steroiden (wie beispielsweise Steroid-Hormonen, Sterolen, Gallensiuren),
Sulfolipiden, Tanninen (z. B. Catechol und Pyrogallol), Vitaminen, 4therischen Olen und
Xanthonen (z. B. 9-Oxoxanthenon) gebildet wird.

104. Verfahren nach einem der Anspriiche 68 - 103, dadurch gekennzeichnet, dass die zu
untersuchenden Proben natiirlich vorkommende Korperfliissigkeiten, wie Blut, Serum,
Plasma, Lymphe oder Urin oder Gewebefliissigkeiten ,oder Eigelb oder optisch triibe

fLiissigkeiten oder Oberflichenwasser oder gel6ste Boden- oder Pflanzenextrakte oder

79



WO 03/096018 PCT/EP03/04717

Bio- oder Syntheseprozessbriihen sind oder aus biologischen Gewebeteilen entnommen

sind.

105. Verwendung eines Kits nach einem der Anspriiche 1 — 54 und / oder eines
analytischen Systems nach einem der Anspriiche 55 —67 und / oder eines analytischen
Verfahrens nach einem der Anspriiche 68 — 104 zu quantitativen und / oder qualitativen
Analysen zur Bestimmung chemischer, biochemischer oder biologischer Analyten in
Screeningverfahren in der Pharmaforschung, der Kombinatorischen Chemie, der
Klinischen und Priklinischen Entwicklung, zu Echtzeitbindungsstudien und zur
Bestimmung kinetischer Parameter im Affinitéitsscreening und in der Forschung, zu
qualitativen und quantitativen Analytbestimmungen, insbesondere fiir die DNA- und
RNA-Analytik und die Bestimmung von genomischen oder proteomischen Unterschieden
im Genom, wie beispielsweise Einzelnukleotid-Polymorphismen, zur Messung von
Protein-DNA-wechselwirkungen, zur Bestimmung von Steuerungsmechanismen fiir die
m-RNA-Expression und fiir die Protein(bio)synthese, fiir die Erstellung von
Toxizitétsstudien sowie fir die Bestimmung von Expressionsprofilen, insbesondere zur
Bestimmung von biologischen und chemischen Markerstoffen, wie mRNA, Proteinen,
Peptiden oder niedermolekularen organischen (Boten-)Stoffen, sowie zum Nachweis von
Antik6rpern, Antigenen, Pathogenen oder Bakterien in der pharmazeutischen
Protduktforschung und -entwicklung, der Human- und Veterindrdiagnostik, der
Agrochemischen Produktforschung und -entwicklung, der symptomatischen und
prasymptomatischen Pflanzendiagnostik, zur Patientenstratifikation in der
pharmazeutischehn Produktentwicklung und fiir die therapeutische
Medikamentenauswahl, zum Nachweis von Pathogenen, Schadstoffen und Erregern,
insbesondere von Salmonellen, Prionen, Viren und Bakterien, insbesondere in der

Lebensmittel- und Umweltanalytik.
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