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(57) Abstract: The invention relates to a surface for the immobilisation of one or several first nucleic acids as recognition elements
("Immobilisation Surface"), for the production of a recognition surface for the detection of one or several second nucleic acids in one
or more samples which are brought into contact with the recognition surface. The first nucleic acid is applied to a PLL-g-PEG layer
as surface for immobilisation, characterised in that the grafting ratio g, in other words the quotient of the number of lysine units and
the number of polyethylene glycol side chains (PEG side chains) 7 to 13. The invention also relates to a method for the qualitative
and/or quantitative detection of one or more second nucleic acids in one or more samples, characterised in that said samples and
optionally further reagents are brought into contact with the above immobilisation surface, upon which one or several first nucleic
acids are immobilised as recognition elements for specific binding/hybridisation with said second nucleic acids and changes as a
result of the said binding/hybridisation of said second nucleic acid, or further, resulting from applied detection substances introduced
for analyte detection are measured by optical or electronic signals.
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(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betriftt eine Oberfliche zur Inmobilisierung einer oder mehrerer erster Nukle-
\& insduren als Erkennungselemente ("Immobilisierungsoberfliche") zur Herstellung einer Erkennungsoberfléche zum Nachweis einer
\& oder mehrerer zweiter Nukleinsduren in einer oder mehr mit der Erkennungsoberfliche in Kontakt gebrachten Proben, wobei die
Q\ ersten Nukleinsduren auf einer PLL-g-PEG-Schicht als Oberfliche zur Immobilisierung aufgebracht sind, dadurch gekennzeichnet,

dass das Propfverhiltnis ("Grafting Ratio") g, d.h. der Quotient aus der Anzahl der Lysineinheiten und der Anzahl der Poly(ethy-

lenglycol)-Seitenketten ("PEG"-Seitenketten), einen Wert zwischen 7 und 13 hat. Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zum
~~ qualitativen und/oder quantitativen Nachweis einer oder mehrerer zweiter Nukleinsduren in einer oder mehreren Proben, dadurch
- gekennzeichnet, dass besagte Proben und gegebenenfalls weitere Reagentien mit einer erfindungsgeméssen Immobilisierungsober-
fliche in Kontakt gebracht werden, auf welcher Oberflache eine oder mehrere erste Nukleinsduren als Erkennungselemente zur
spezifischen Bindung/Hyridisierung mit besagten zweiten Nukleinsduren immobilisiert sind und aus der Bindung/Hybridisierung
dieser zweiten Nukleinsiuren oder weiterer zum Analytnachweis eingesetzter Nachweissubstanzen resultierende Anderungen von
optischen oder elektronischen Signalen gemessen werden.
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Oberfliche zur Immobilisierung von Nukleinsiuren

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Oberfliche zur Immobilisierung einer oder
mehrerer erster Nukleinsduren als Erkennungselemente (,,Jmmobilisierungsoberfliache*)
zur Herstellung einer Erkennungsoberfliche zum Nachweis einer oder mehrerer zweiter
Nukleins#uren in einer oder mehr mit der Erkennungsoberfléiche in Kontakt gebrachten
Proben, wobei die ersten Nukleinsiuren auf einer Schicht des Propf-Copolymeren
Poly(L-lysin)-g-poly(ethylenglycol) (PLL-g-PEG) als Oberfliche zur Immobilisierung
aufgebracht sind, dadurch gekennzeichnet, dass das Propfverhéltnis (,,Grafting Ratio®) g,
d. h. der Quotient aus der Anzahl der Lysineinheiten und der Anzahl der
Poly(ethylenglycol)-Seitenketten (,,PEG“-Seitenketten), einen mittleren Wert zwischen 7
und 13 hat. Als ,,Erkennungsoberfliche® wird dabei nachfolgend die vorangehend
definierte ,,Jmmobilisierungsoberfliche* zusammen mit den darauf immobilisierten

ersten Nukleinsiduren bezeichnet.

Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zum qualitativen und / oder quantitativen
Nachweis einer oder mehrerer zweiter Nukleinsiuren in einer oder mehreren Proben,
dadurch gekennzeichnet, dass besagte Proben und gegebenenfalls weitere Reagentien mit
einer erfindungsgemissen Immobilisierungsoberfldche in Kontakt gebracht werden, auf
welcher Oberfliche eine oder mehrere erste Nukleinsiuren als Erkennungselemente zur
spezifischen Bindung / Hybridisierung mit besagten zweiten Nukleinsiuren immobilisiert
sind und aus der Bindung / Hybridisierung dieser zweiten Nukleinsduren oder weiterer
zum Analytnachweis eingesetzter Nachweissubstanzen resultierende Anderungen von

optischen oder elektronischen Signalen gemessen werden.

Dabei sollen im Sinne dieser Erfindung unter dem Begriff ,,Nukleinsduren® einzel- und
doppelstringige Verbindungen aus der Gruppe verstanden werden, die von
Oligonukleotiden, Polynukleotiden, DNA- oder RNA-Stréingen sowie DNA- oder RNA-
Analoga, z. B. mit modifizierten Basen oder , Backbones*gebildet werden. Hierunter

sollen auch Hybride von DNA und RNA sowie deren Analoga eingeschlossen sein.
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Zum Nachweis eines oder mehrerer Analyten aus einer Probe mit einem komplexen
Gemisch einer Vielzahl von Stoffen sind Verfahren verbreitet, in denen ein oder mehrere
sogenannte Erkennungselemente, welche biologischer, biochemischer oder synthetischer
Art sind, auf einem festen Triger immobilisiert werden, bevor sie dann in immobilisierter
Form mit besagter Probe in Kontakt gebracht werden und die darin enthaltenen Analyten
an die fiir sie spezifischen Erkennungselemente binden. Dabei kann der feste Triger
sowohl makroskopischer Art mit einer Oberfliche von Quadratmillimetern bis
Quadratzentimetern, als auch mikroskopischer Art, beispielsweise in Form von
sogenannten Beads, d.h. annihernd kugelformigen Partikeln mit typischen Durchmessern
im Mikrometerbereich, sein. Die Oberfliche eines solchen festen Trigers mit darauf
immobilisierten Erkennungselementen soll nachfolgend als eine ,,Erkennungsoberfliche®

bezeichnet werden.

Gegeniiber Verfahren, in denen die Analyten und ihre Erkennungselemente als
Reaktions- oder Bindungspartner in homogener fliissiger Losung zusammenkommen,
bieten diese an einen festen Tréiger gebundenen Verfahren eine Vielzahl von Vorteilen,
beispielsweise einer leichteren Trennung oder Unterscheidung von gebundenen
Analytmolekiilen von der Probenmatrix. Erkauft werden diese Vorteile mit einer
Einschriankung der diffusionsgetriebenen Durchmischung zwischen Analytmolekiilen und

Erkennungselementen, aufgrund von deren Bindung an einen festen Triiger.

Fiir die Herstellung von Erkennungsoberflichen zur hocheffizienten und hochselektiven
Bindung eines oder mehrerer in einer Probe nachzuweisender Analyten ist die
Beschaffenheit dieser Oberfldichen von grosser Bedeutung. Zur Erreichung moglichst
tiefer Nachweisgrenzen ist es erwiinscht, auf kleinem Raum mdoglichst viele
Erkennungselemente derart zu immobilisieren, dass in dem spéteren Nachweisverfahren
dann moglichst viele Analytmolekiile einer Sorte gebunden werden konnen. Zugleich ist
es erwiinscht, bei der Immobilisierung die Reaktivitit und biologische oder biochemische

Funktionalitit der Erkennungselemente in moglichst hohem Masse zu erhalten, d.h.
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jegliche Denaturierungserscheinungen infolge der Immobilisierung zu minimieren. Ein
weiteres Ziel ist es, unspezifische Bindung oder Adsorption von Analytmolekiilen,
welche in vielen Fillen limitierend auf die erreichbaren Nachweisgrenzen einwirkt,

weitestgehend zu verhindern.

Insbesondere fiir die Analytik von Nukleinséuren sind seit etwa 1990 Mikroarrays mit
teilweise sehr hoher ,,Feature-Dichte®, d.h. Dichte von diskreten Messbereichen mit darin
immobilisierten biologischen oder biochemischen Erkennungselementen auf einem

gemeinsamen Tréger, bekannt.

Im Sinne der vorliegenden Erfindung sollen rdumlich getrennte Messbereiche, als
Bestandteil einer Erkennungsoberfldche, durch die Fliche definiert werden, die dort
immobilisierte biologische oder biochemische oder synthetische Erkennungselemente zur
Erkennung eines Analyten aus einer fliissigen einnehmen. Diese Flichen konnen dabei
eine beliebige Geometrie, beispielsweise die Form von Punkten, Kreisen, Rechtecken,
Dreiecken, Ellipsen oder Linien, haben. Es ist moglich, dass in einer zweidimensionalen
Anordnung bis zu 1 000 000 Messbereiche angeordnet sind, wobei ein einzelner
Messbereich eine Fliche von 0.001 — 6 mm? einnehmen kann. Typischerweise kann die
Dichte der Messbereiche mehr als 10, bevorzugt mehr als 100, besonders bevorzugt mehr
als 1000 Messbereiche pro Quadratzentimeter betragen.

Als Array soll nachfolgend eine zweidimensionale Anordnung von Messbereichen auf
einem gemeinsamen Tréger bezeichnet werden. Der Trigers kann dabei eine im
wesentlichen planare oder auch beliebige andere, beispielsweise kugelférmige Form

haben.

Beispielsweise werden in der US-Patentschrift Nr. 5,445,934 (Affymax Technologies)
Arrays von Oligonukleotiden mit einer Dichte von mehr als 1000 Features pro

Quadratzentimeter beschrieben und beansprucht.
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Zur Verbesserung der Haftung und Bestéindigkeit der Immobilisierung biologischer oder
biochemischer oder synthetischer Erkennungselemente ist es vielfach vorteilhaft, auf dem
Tréger zunichst eine sogenannte Haftvermittlungsschicht aufzubringen. Sie kann
beispielsweise chemische Verbindungen aus der Gruppe Silane, funktionalisierte Silane,
Epoxide, funktionalisierte, geladene oder polare Polymere und “selbstorganisierte passive
oder funktionalisierte Mono- oder Mehrfachschichten” umfassen.

Derartige Haftvermittlungsschichten und spezifische, von der physikalischen und
chemischen Natur des Trigers und der jeweiligen Messanordnung abhéngige
Anforderungen an die Eigenschaften einer Haftvermittlungsschicht, sind beispielsweise
in den Patentanmeldungen WO 95/33197, WO 95/33198, WO 96/35940, WO 98/09156,
WO 99/40415, PCT/EP 00/04869 und PCT/EP 01/00605 beschrieben.

In den US-Patenten Nr. 5,820,882, 5,232,984, 5,380,556, 6,231,892, 5,462,990 5,627,233
und 5,849,839 werden Propf-Copolymeren (,.graft copolymers‘) beschrieben, welche
eine geladene, polyionische Hauptkette und daran gebundene (,,grafted®), ,,nicht
interaktive (adsorptionsresistente, ungeladene) Seitenketten umfassen. Als
Anwendungen dieser Polymeren werden beispielsweise die Herstellung sogenannter
,biokompatibler Oberflichen von in vivo zu applizierenden sogenannten
,Mikrokapseln* oder von Implantaten beschrieben. Als ,,Biokompatibilitit* wird dabei
verstanden, dass bei den derart beschichteten Oberfléichen die Anlagerung von Zellen
oder Proteinen, welche beispielsweise zu einer Immunabwehr und finalen Abstossung
eines Implantats in einem lebenden Organismus fithren kénnen, verhindert oder
zumindest minimiert werden. Diese Eigenschaft wird dadurch erreicht, dass die Haftung
durch elektrostatische Wechselwirkung der geladenen Polymeren-Hauptkette mit einer
entgegengesetzt geladenen Oberfléche des zu beschichtenden Tragers vermittelt wird,
und die Anlagerung von Biomolekiilen durch die ,,nicht interaktiven™ (ungeladenen)

Seitenketten gewihrleistet wird.

In der WO 00/65352 werden Anwendungen derartiger Polymerenbeschichtungen in der
Bioanalytik, beispielsweise zur Herstellung einer Haftvermittlungsschicht fiir die

Immobilisierung biologischer Erkennungselemente auf einer Sensorplattform,



WO 03/020966 PCT/EP02/09490

beschrieben. Bevorzugt wird dabei als Propf-Copolymer Poly(L-lysin)-g-
poly(ethylenglycol), “PLL-g-PEG”. Dabei bezeichnet g das Propfverhéltnis (,.grafting
ratio*), d.h. den Quotienten aus der Anzahl der Lysineinheiten und der Anzahl der
Poly(ethylenglycol)-Seitenketten (,,PEG“-Seitenketten).

Wie in der WO 00/65352 erwihnt, ist der optimale Wert von g jeweils abhiéingig von der
Grosse der PEG-Seitenketten sowie von der jeweiligen Anwendung. In der WO 00/65352
werden Optimalwerte von 3 < g < 10, bevorzugt von 4 < g < 7 fiir PEG-Ketten mit einem
Molekulargewicht von 5000 Da und von 2 < g < 8, bevorzugt von 3 < g <5, fiir ein PEG-
Molekulargewicht von 2000 Da fiir benannt. Diese in der WO 00/65352 beziehen sich
auf die Minimierung unspezifischer Bindung beim Nachweis von Proteinen mit
Sensoren, auf denen die analytspezifischen Erkennungselemente auf einer mit PLL-g-

PEG beschichteten Oberfliche immobilisiert werden.

Es wurde nun iiberraschend gefunden, dass fiir den Nachweis von Nukleinséduren in
Nukleinsiure-Hybridisierungsassays, mit Nukleinsduren, welche als Erkennungselemente
(hier auch ,,Capture Probes* genannt) auf einer mit PLL-g-PEG-beschichteten Oberfliche
immobilisiert sind, optimale Verhltnisse zwischen spezifischer und unspezifischer
Bindung (bzw. spezifischer und unspezifischer Hybridisierung) bei mittleren Werten von

g zwischen 7 und 13 erreicht werden.

Erster Gegenstand der Erfindung ist daher eine Oberfliche zur Immobilisierung einer
oder mehrerer erster Nukleinséuren als Erkennungselemente zur Herstellung einer
Erkennungsoberfliche zum Nachweis einer oder mehrerer zweiter Nukleinséuren in einer
oder mehr mit der Erkennungsoberfliche in Kontakt gebrachten Proben, wobei die ersten
Nukleinsiuren auf einer PLL-g-PEG-Schicht als Oberfléche zur Immobilisierung
aufgebracht sind, dadurch gekennzeichnet, dass das Propfverhiltnis (,,Grafting Ratio®) g

einen mittleren Wert zwischen 7 und 13 hat.

Dabei wird bevorzugt, dass das Propfverhéltnis (,,Grafting Ratio®) g einen mittleren Wert

zwischen 8 und 12 hat.
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Zugleich wird bevortzugt, dass das Molekulargewicht der Polyethylenglcol-Seitenketten
(,,PEG*“-Seitenketten) zwischen 500 Da und 7000 Da betriigt. Besonders bevorzugt wird,
dass das Molekulargewicht der PEG-Seitenketten zwischen 1500 Da und 5000 Da
betragt.

Es wird bevorzugt, dass die erfindungsgemisse Oberfliche zur Immobilisierung einer
oder mehrerer erster Nukleinsduren auf einem festen Tréger aufgebracht ist.

Vorzugsweise handelt es sich dabei um einen im wesentlich optisch transparenten Tréger.

Unter der Bezeichnung ,,im wesentlichen optisch transparent® soll dabei verstanden
werden, dass hiermit charakterisierte Trager oder Schichten zumindest bei der
Wellenlénge eines von einer dusseren Lichtquelle eingestrahlten Lichts fiir dessen
optischen Weg senkrecht zu besagtem Tréger oder besagter Schicht zu mindestens 95 %
transparent sind, sofern die Tréger bzw. Schichten nicht reflektierend sind. Im Falle von
teilreflektierenden Trigern oder Schichten wird unter ,,im wesentlichen optisch
transparent® verstanden, dass die Summe von transmittiertem, reflektiertem und
gegebenenfalls in einen Tréger oder in eine Schicht eingekoppeltem und darin geleitetem
Licht am Ort des Auftreffens des eingestrahlten Lichts mindestens 95 % des
eingestrahlten Lichts betrégt.

Vorzugsweise umfasst der im wesentlichen optisch transparente Tréger ein Material aus
der Gruppe umfassend form-, spritz- oder frisbare Kunststoffe, Metalle, Metalloxide,

Silikate, wie z. B. Glas, Quarz oder Keramiken.

Es wird ausserdem bevorzugt, dass die erfindungsgemésse Immobilisierungsoberfliche

selbst im wesentlichen optisch transparent ist.

Vorzugsweise hat die Immobilisierungsoberfliche (als eine PLL-g-PEG-Schicht) eine

Stérke von weniger als 200 nm, bevorzugt von weniger als 20 nm.
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Spezifische Ausfiihrungsformen sind dadurch gekennzeichnet, dass die
Immobilisierungsoberfliche auf einem festen Triger aufgebracht ist, in dessen
Oberfliche seinerseits Ausnehmungen zur Erzeugung von Probenbehiltnissen strukturiert
sind. Diese Ausnehmungen in der Oberfléche des Trégers haben dabei vorzugsweise eine

Tiefe von 20 um bis 500 pm, besonders bevorzugt von 50 um bis 300 pm.

Bevorzugt werden Ausfiihrungsformen einer erfindungsgeméssen
Immobilisierungsoberfliche, deren Kennzeichen es ist, dass der im wesentlichen optisch
transparente Triger einen durchgehenden oder in einzelne wellenleitende Bereiche
aufgeteilten optischen Wellenleiter umfasst. Besonders bevorzugt handelt es sich bei dem
optischen Wellenleiter um einen optischen Schichtwellenleiter mit einer, der
Immobilisierungsoberfliche zugewandten, ersten im wesentlichen optisch transparenten
Schicht (a) auf einer zweiten, im wesentlichen optisch transparenten Schicht (b) mit
niedrigerem Brechungsindex als Schicht (a). Ausserdem wird bevorzugt, dass besagter

optischer Schichtwellenleiter im wesentlichen planar ist.

Kennzeichen einer derartigen Ausfiihrungsform einer Immobilisierungsoberfléche auf
einem optischen Schichtwellenleiter als Tréger ist, dass, zur Einkopplung von
Anregungslicht in die optisch transparente Schicht (a), diese Schicht in optischem
Kontakt zu einem oder mehreren optischen Einkoppelelementen aus der Gruppe steht, die
von Prismenkopplern, evaneszenten Kopplern mit zusammengebrachten optischen
Wellenleitern mit iiberlappenden evaneszenten Feldern, Stirnflichenkopplern mit vor
einer Stirnseite der wellenleitenden Schicht angeordneten fokussierenden Linsen,

vorzugsweise Zylinderlinsen, und Gitterkopplern gebildet wird.

Dabei wird bevorzugt, dass die Einkopplung von Anregungslicht in die optisch
transparente Schicht (a) mithilfe von einer oder mehreren Gitterstrukturen (c) erfolgt, die

. in der optisch transparenten Schicht (a) ausgebildet sind. Ausserdem wird bevorzugt, dass
die Auskopplung von in der optisch transparenten Schicht (a) gefiihrtem Licht mithilfe

von einer oder mehreren Gitterstrukturen (c’) erfolgt, die in der optisch transparenten
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Schicht (a) ausgebildet sind und gleiche oder unterschiedliche Periode und Gittertiefe wie
Gitterstrukturen (c) haben.

Weitere als Triger der erfindungsgemissen Immobilisierungsschicht geeignete planare
optische Schichtwellenleiter und deren Abwandlungen sind beispielsweise in den
Patentanmeldungen WO 95/33197, WO 95/33198, WO 96/35940, WO 98/09156, WO
99/40415, PCT/EP 00/04869 und PCT/EP 01/00605 beschrieben. Der Inhalt dieser
Patentanmeldungen wird daher vollumfénglich als Bestandteil dieser Beschreibung
eingefiihrt.

Besonders bevorzugt werden solche Ausfithrungsformen einer erfindungsgeméssen
Immobilisierungsoberfliche, bei denen die darauf immobilisierten Nukleinsiuren als
Erkennungselemente in diskreten (riumlich getrennten) Messbereichen angeordnet sind.
In einer zweidimensionalen Anordnung kénnen bis zu 1 000 000 Messbereiche
angeordnet sein, und ein einzelner Messbereich kann eine Fléche von 10* mm — 10 mm?
einnehmen. Es wird bevorzugt, dass die Messbereiche in einer Dichte von mehr als 10,
bevorzugt mehr als 100, besonders bevorzugt mehr als 1000 Messbereichen pro

Quadratzentimeter angeordnet sind.

Die diskreten (rdumlich getrennten) Messbereiche auf besagter
Immobilisierungsoberfliche kénnen durch raumlich selektive Aufbringung von
Nukleinsguren als Erkennungselementen 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 oder elektromagnetischen Potentialen sowie photochemischen oder

photolithographischen Immobilisierungsverfahren gebildet wird.
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Weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zum gleichzeitigen oder
sequentiellen, qualitativen und / oder quantitativen Nachweis einer oder mehrerer zweiter
Nukleinséiuren in einer oder mehreren Proben, dadurch gekennzeichnet, dass besagte
Proben und gegebenenfalls weitere Reagentien mit einer Immobilisierungsoberflédche
nach einer der genannten Ausfiihrungsformen in Kontakt gebracht werden, auf welcher
Oberfliche eine oder mehrere erste Nukleinsiuren als Erkennungselemente zur
spezifischen Bindung / Hybridisierung mit besagten zweiten Nukleinséuren immobilisiert
sind und aus der Bindung / Hybridisierung dieser zweiten Nukleinsduren oder weiterer
zum Analytnachweis eingesetzter Nachweissubstanzen resultierende Anderungen von

optischen oder elektronischen Signalen gemessen werden.

Vorzugsweise werden die eine oder mehreren Proben mit einer Mischung aus den
verschiedenen Nachweisreagentien zur Bestimmung der in besagten Proben
nachzuweisenden zweiten Nukleinsiuren vorinkubiert und diese Mischungen dann
jeweils in einem einzigen Zugabeschritt mit den auf einer erfindungsgeméssen
Immobilisierungsoberfliche immobilisierten ersten Nukleinsiuren in Kontakt gebracht
werden. Dabei wird bevorzugt, dass der Nachweis der einen oder mehrerer zweiten
Nukleinsiuren auf der Bestimmung der Anderung einer oder mehrerer Lumineszenzen

beruht.

Zur Lumineszenzerzeugung sind verschiedene optische Anregungskonfigurationen
moglich. Eine Moglichkeit besteht darin, dass Anregungslicht zur Anregung einer oder
mehrerer Lumineszenzen von einer oder mehreren Lichtquellen in einer

Auflichtanregungsanordnung eingestrahlt wird.

Eine andere mogliche Konfiguration ist dadurch gekennzeichnet, dass Anregungslicht zur
Anregung einer oder mehrerer Lumineszenzen von einer oder mehreren Lichtquellen in

einer Transmissionslichtanregungsanordnung eingestrahlt wird.

Bevorzugt wird eine solche Ausfiihrungsform des erfindungsgemissen Verfahrens,

welche dadurch gekennzeichnet ist, dass die Immobilisierungsoberfliche auf einem
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optischen Wellenleiter angeordnet ist, welcher vorzugsweise im wesentlichen planar ist,
dass die eine oder mehrere Proben mit darin nachzuweisenden zweiten Nukleinséuren
und gegebenenfalls weiteren Nachweisreagentien sequentiell oder nach Mischung mit
besagten Nachweisreagentien in einem einzigen Schritt mit den auf einer
erfindungsgemissen Immobilisierungsoberfliche immobilisierten ersten Nukleinséduren
als Erkennungselementen in Kontakt gebracht werden und dass das Anregungslicht von
einer oder mehreren Lichtquellen in den optischen Wellenleiter eingekoppelt wird
mithilfe eines oder mehrerer optischer Koppelelemente aus der Gruppe, die von
Prismenkopplern, evaneszenten Kopplern mit zusammengebrachten optischen
Wellenleitern mit tiberlappenden evaneszenten Feldern, Stirnflichenkopplern mit vor
einer Stirnseite der wellenleitenden Schicht angeordneten fokussierenden Linsen,

vorzugsweise Zylinderlinsen, und Gitterkopplern gebildet wird

Eine andere bevorzugte Ausfithrungsform des erfindungsgeméssen Verfahrens is dadurch
gekennzeichnet, dass der Nachweis der einen oder mehrerer zweiter Nukleinsduren auf
einer in der Schicht (a) eines optischen Schichtwellenleiters ausgebildeten Gitterstruktur
(c) oder (¢’) anhand der aus der Bindung / Hybridisierung besagter zweiter Nukleinséuren
oder weiterer Nachweisreagentien mit im Bereich dieser Gitterstruktur auf einer
erfindungsgemissen Immobilisierungsoberfliche immobilisierte erste Nukleinsduren als
Erkennungselemente resultierenden Anderungen der Resonanzbedingungen zur
Einkopplung eines Anregungslichts in die Schicht (a) eines als Schichtwellenleiter
ausgebildeten Trigers oder zur Auskopplung von in der Schicht (a) gefithrten Lichts
erfolgt.

Besonders bevorzugt wird, dass besagter optischer Wellenleiter 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) ausgebildet sind, in die optisch
transparente Schicht (a) eingekoppelt und zu darauf befindlichen Messbereichen (d) als

gefiihrte Welle geleitet wird, und dass weiterhin die im evaneszenten Feld besagter



WO 03/020966 PCT/EP02/09490

11

gefiihrter Welle erzeugte Lumineszenz von lumineszenzfihigen Molekiilen mit einem
oder mehreren Detektoren erfasst und die Konzentration eines oder mehrerer
nachzuweisender Nukleinsiuren aus der Intensitit dieser Lumineszenzsignale bestimmt

wird.

Dabei ist es mdglich, dass (1) die isotrop abgestrahlte Lumineszenz oder (2) in die
optisch transparente Schicht (a) eingekoppelte und iiber eine Gitterstruktur (c) oder (c’)
ausgekoppelte Lumineszenz oder Lumineszenzen beider Anteile (1) und (2) gleichzeitig

gemessen werden.

Es wird bevorzugt, dass zur Erzeugung der Lumineszenz ein Lumineszenzfarbstoff oder
lumineszentes Nanopartikel als Lumineszenzlabel verwendet wird, das bei einer

Wellenlinge zwischen 300 nm und 1100 nm angeregt werden kann und emitiert.

Das Lumineszenzlabel kann an die nachzuweisenden zweiten Nukleinsduren als Analyten
selbst oder in einem kompetitiven Assay an in einer bekannten Konzentration, als
Kompetitoren, der Probe beigefiigte Nukleinsduren mit gleicher Sequenz wie besagte
nachzuweisende zweite Nukleinsduren oder in einem mehrstufigen Assay an einen der
Bindungspartner der immobilisierten ersten Nukleinséuren als Erkennungselemente oder
an diese immobilisierten ersten Nukleinsduren selbst gebunden sein. Dabei wird unter
einem mehrstufigen Assay verstanden, dass an die immobilisierten ersten Nukleinsduren
jeweils nicht nur eine einzige zweite Nukleinséure (als Analyt) mit zumindest teilweise
komplementirer Sequenz zur Sequenz der jeweiligen ersten Nukleinsiure gebunden
bzw.hybridisiert wird, sondern dass beispielsweise an diese zweiten Nukleinséuren noch

weitere Nukleinsduren gebunden werden.

Kennzeichen spezieller Ausfiihrungsformen des erfindungsgemaéssen Verfahrens ist, dass
ein zweites oder noch weitere Lumineszenzlabel mit gleicher oder unterschiedlicher
Anregungswellenlénge wie das erste Lumineszenzlabel und gleicher oder
unterschiedlicher Emissionswellenlidnge verwendet werden. Derartige

Ausfithrungsformen kénnen, durch entsprechende Auswahl der spektralen
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Charakteristiken der eingesetzten Lumineszenzlabel, so ausgestaltet sein, dass das zweite
oder noch weitere Lumineszenzlabel bei der gleichen Wellenlénge wie das erste

Lumineszenzlabel angeregt werden kann, aber bei anderen Wellenléingen emittieren.

Fiir bestimmte Anwendungen, beispielsweise fiir voneinander unabhtingige Messungen
bei unterschiedlichen Anregungs- und Detektionslabeln, ist es vorteilhaft, wenn die
Anregungsspektren und Emissionsspektren der eingesetzten Lumineszenzfarbstoffe nur

wenig oder gar nicht iiberlappen.

Eine andere, spezielle Ausfithrungsform des Verfahrens ist dadurch gekennzeichnet, dass
zum Nachweis der zweiten Nukleinsiuren als Analyten Ladungs- oder optischer
Energietransfer von einem als Donor dienenden ersten Lumineszenzlabel zu einem als

Akzeptor dienenden zweiten Lumineszenzlabel verwendet wird.

Kennzeichen einer anderen speziellen Ausfiihrungsform des erfindungsgemissen
verfahrens ist, dass neben der Bestimmung einer oder mehrerer Lumineszenzen

Anderungen des effektiven Brechungsindex auf den Messbereichen bestimmt werden.

Vorteilhaft ist, wenn die einen oder mehreren Lumineszenzen und / oder Bestimmungen
von Lichtsignalen bei der Anregungswellenldnge polarisationsselektiv vorgenommen
werden. Insbesondere wird bevorzugt, dass die einen oder mehreren Lumineszenzen bei

einer anderen Polarisation als der des Anregungslichts gemessen werden.

Das erfindungsgemisse Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, dass die zu
untersuchenden Proben wiissrige Losungen, insbsondere Pufferlosungen oder natiirlich
vorkommende Korperfliissigkeiten wie Blut, Serum, Plasma, Urin oder
Gewebefliissigkeiten sind. Bei einer zu untersuchenden Probe kann es sich auch um eine
optisch triibe Fliissigkeit, Oberflichenwasser, ein Boden- oder Pflanzenextrakt, eine Bio-
oder Syntheseprozessbriihe handeln Die zu untersuchenden Proben konnen auch aus

biologischen Gewebeteilen oder Zellen pripariert sein.
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Ein weiterer Gegenstand der Exfindung ist die Verwendung einer erfindungsgeméssen
Immobilisierungsoberfliche und / oder eines erfindungsgeméssen Verfahrens, jeweils
nach einer der vorgenannten Ausfithrungsformen, zu quantitativen oder qualitativen
Analysen in Screeningverfahren in der Pharmaforschung, der Klinischen und
Priklinischen 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 mRNA-
Expression und fiir die Protein(bio)synthese, fiir die Erstellung von Toxizitétsstudien
sowie fiir die Bestimmung von Expressionsprofilen, insbesondere zur Bestimmung von
biologischen und chemischen Markerstoffen, wie mRNA, Pathogenen oder Bakterien in
der pharmazeutischen Produktforschung und -entwicklung, der Human- und
Veterinirdiagnostik, der Agrochemischen Produktforschung und -entwicklung, der
symptomatischen und prisymptomatischen 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

In dem nachfolgenden Beispiel wird die Erfindung exemplarisch erldutert.
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Beispiel:

1. Chemikalien
1.1. Pufferlosungen

Es wurden folgende Pufferlésungen verwendet:

Puffer 1:

4X SSC (600 mM NaCl/60 mM Natriumcitrat, pH 7.5)

Puffer 2:

4X SSC (600 mM NaCl/60 mM Natriumcitrat, pH 7.5) mit 50% Formamid

Waschpuffer 1:
1X SSC (150 mM NaCl/15 mM Natriumcitrat, pH 7.5) mit 0.1 % SDS

Waschpuffer 2:
0.1X SSC (15 mM NaCl/1.5 mM Natriumcitrat, pH 7.5) mit 0.1 % SDS

Waschpuffer 3:
0.1X SSC (15 mM NaCl/1.5 mM Natriumcitrat, pH 7.5)

1.2. Zu immobilisierende erste Nukleinsiuren

Es wurde ein Maushirn-,,Longmer-Set*, abgeleitet von 96 Genen (Lion Bioscience,
Heidelberg, Deutschland), welche schwach bis mittelstark exprimierte Gene aus dem
Hirngewebe einer Maus représentieren, verwendet. Dabei handelte es sich um
Oligonukleotide mit einer Lange von jeweils 70 Nukleotiden (,,Longmere*), deren
Sequenz von Operon (Alameda, CA, USA) aus den Sequenzen besagter Gene ausgewdhlt

wurde, und welche von Operon hergestellt wurden.
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1.3. Als Analyt nachzuweisende zweite Nukleinsduren

Mittels des Kits RNeasy (QIAGEN, Hilden, Deutschland) wurde, ausgehend von
Maushirn, die gesamte RNA isoliert. In einem weiteren Schritt wurde aus diesem Isolat
der Gesamt-RNA mit dem Kit Oligotex (QIAGEN, Hilden, Deutschland) die mRNA
isoliert. Das mRNA-Isolat wurde dann als Templat fiir eine Reverse Transkription
(mittels Reverse Transkriptase Omniscript, QIAGEN, Hilden, Deutschland) verwendet.
Durch die Verwendung eines Poly(dT)-Primers wurden alle mRNA-Molekiile, welche
iiber einen Poly(dA)-Schwanz verfigen, in c¢DNA umgeschrieben. Bei diesem
Transkriptionsschritt wurden mit Cy5 (Amersham, Arlington Heights, USA)
fluoreszenzmarkierte Nukleotide eingesetzt, mit dem Resultat einer fluoreszenz-

markierten cDNA.

Abhingig von der Ausbeute der mRNA-Isolation und der Effizienz der Reversen
Transkription reprisentiert die markierte cDNA das gesamte Spektrum an exprimierter

mRNA im verwendeten Maushirn.

1.4. Herstellung von Poly(L-Lysin)-g-poly(ethylenglycol) (PLL-g-PEG)

Materialien

Poly(L-Lysin)-Hydrobromid (Molekulargewicht um 20 kDa) wurde bezogen von Sigma-
Aldrich (Buchs, Schweiz). Die N-Hydroxysuccinimidylester von Methoxy-
Poly(ethylenglycol)-Propionsiure (MeO-PEG-SPA, Molekulargewicht 2 kDa) wurde
bezogen von Shearwater Polymers Inc. (Huntsville, USA). 4-(2-hydroxyethyl)piperazin-
1-ethan-sulfonsiure (HEPES) und andere Chemikalien zur Herstellung von Puffern

wurden bezogen von Fluka (Buchs, Schweiz).

Alle wiissrigen Lésungen wurden mit ultrareinem Wasser (18 MQcm) aus einem ,,Easy

Pure Reverse Osmosis System* (Barnstead Thermolyne, Dubuque, USA) hergestellt.
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Synthese von PLL-g-PEG
Die Synthese von PLL-g-PEG wurde von Sawhney und Hubbell beschrieben (A. S.
Sawhney, J. A. Hubbell, Biomaterials 13 (1992) 863 — 870). Das fiir die der vorliegenden

Anmeldung zugrundeliegenden Untersuchungen benutzte Verfahren basiert auf einer
Vorschrift, welche von Elbert und Hubbell entwickelt wurde (D. L. Elbert, J. A. Hubbell,
J. Biomed. Mater. Res. 42 (1998) 55 - 65).

N-Hydroxy-succinimidylester von Poly(ethylenglycol) (,PEG*) werden mit Poly(L-
Lysin) (,PLL*) in stdchiometrischem Verhiltnis zur Reaktion gebracht zur Herstellung

des erwiinschten Produkts. Die Details zu dieser Synthese sind nachfolgend beschrieben.

In der nachfolgend gew#hlten Nomenklatur fiir die Bezeichnung der verschiedenen PLL-
g-PEG-Derivate sind die Molekulargewichte der Polymerenteilketten der Co-Polymeren,
und das Pfropfverhiltnis (,,grafting ratio*) g umfasst. Entsprechend beschreibt ,,PLL(20)-
g[3.5]-PEG(2)* ein Polymeres, gebildet von einer Hauptkette aus Poly(L-Lysin) mit
Molekulargewicht 20 kDa sowie Seitenketten bestehend aus Poly(ethylenglycol) mit
Molekulargewicht 2 kDa. Das Propfverhiltnis (,,grafting ratio”) von 3.5 bedeutet, dass im
Durchschnitt an jeweils zwei von sieben Lysin-Gruppen PEG-Ketten gebunden sind. Da
alle in diesem Beispiel genannten Polymeren aus gleichartigen Vorprodukten mit
gleichem Molekulargewicht hergestellt wurden, soll alternativ zu »PLL(20)-g[3.7]-
PEG(2)* auch die Abkiirzung ,,PLL-g/3.7]-PEG* verwendet werden..

Poly(L-Lysin)-Hydrobromid (,,PLL-HBr*) wird gelost in 25 ml Natrium-Tetraboratpuffer
(sodium tetraborate buffer, ,,STBB*, 50 mM, pH 8.5) pro Gramm PLL-HBr. Die Losung
wird geriihrt und anschliessend gefiltert (0.22 pm Durapore-Membran, sterile Millex GV,
Sigma-Aldrich, Buchs, Schweiz) und in ein steriles Kultur-Rohrchen (culture tube)
gefiillt. Unter gleichmissigem Riihren der Losung wird dann MeO-PEG-SPA-Pulver in
gemiss dem stochiometrischen Verhiltnis geeigneter Menge hinzugefiigt. Nach weiteren
sechs Stunden Riihrens der Losung bei Raumtemperatur wird die Losung umgefiillt in ein
Dialyse-Rohrchen (Spectr/Por Dialyse-Rohrchen, Molekulargewichts-Beschrinkung
(,.cut-off*) 6 — 8 kDa, Sochochim, Lausanne, Schweiz). Die Dialyse wird 24 Stunden
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lang in einem Liter phosphatgepufferter Salzlosung (,,PBS®, 10 mM, pH 7.0)
durchgefiihrt, gefolgt von 24 Stunden weiterer Dialyse in einem Liter deionisierten

Wassers. Das Produkt wird dann 48 Stunden lang gefriergetrocknet.

Die Uberpriifung des Propfverhiltnisses (,,grafting ratio*) erfolgt mithilfe von 1H-NMR.
In der beschriebenen Weise werden 6 verschiedene Polymerern mit Propfverhiltnissen g

von 3.7, 7.4, 8.4, 9.0, 11.8 und 13.0 hergestellt.

2. Triger

Es wird als Triiger einer erfindungsgeméssen Immobilisierungsoberfliche ein planarer
optischer Schichtwellenleiter mit den dusseren Abmessungen 57 mm Breite (parallel zu
den Gitterlinien einer in der Schicht (a) des Schichtwellenleiters modulierten
Gitterstruktur (c)) x 14 mm Linge (senkrecht zu den Gitterstrukturen) x 0.7 mm Dicke
verwendet. Entweder direkt auf der Oberfléiche der Schicht (a) oder nach Aufbringung
weiterer Schichten, insbesondere einer erfindungsgeméssen Immobilisierungsschicht auf
der Schicht(a), konnen durch Kombination mit einer Platte aus Polycarbonat mit in
Richtung des Schichtwellenleiters offenen Ausnehmungen mit den Innendimensionen 5
mm Breite x 7 mm Linge x 0.15 mm Hoéhe 6 Mikroflusszellen im Raster einer Teilspalte
einer klassischen Mikrotiterplatte (Raster 9 mm) erzeugt werden.. Die Polycarbonat-
Platte kann mit dem Triger derart verklebt werden, dass danach die Ausnehmungen
gegeneinander dicht verschliessend abgedichtet sind. Diese Polycarbonat-Platte ist derart
konstruiert, dass sie mit einem Triger (“Metatréiger””) mit den Grundabmessungen von
Standardmikrotiterplatten derart zusammengefiigt werden kann, dass das Raster
(Aufeinanderfolge in Zeilen oder Spalten) der Zuliufe der Flusszellen dem Raster der

Wells einer Standardmikrotiterplatte entspricht.

Das Substratmaterial (optisch transparente Schicht (b) des planaren optischen
Schichtwellenleiters als Triger besteht aus AF 45 Glas (Brechungsindex n = 1.52 bei 633
nm). Im Substrat ist ein Paar von Ein- und Auskoppelgittern mit parallel zur Breite des
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Schichtwellenleiters verlaufenden Gitterlinien (318 nm Periode) von 12 +/- 3 nm
Gittertiefe ausgeprigt, wobei die Gitterlinien iiber die gesamte Breite des
Schichtwellenleiters ausgeprigt sind. Der Abstand zwischen den beiden
aufeinanderfolgenden Gittern betrigt 9 mm, die Linge der einzelnen Gitterstrukturen
(parallel zur Lénge der Sensorplattform) 0.5 mm. Der Abstand zwischen dem Ein- und
Auskoppelgitter eines Gitterpaares ist so gewihlt, dass die Einkopplung des
Anregungslichts jeweils innerhalb des Bereichs der Probenbehéltnisse, nach Kombination
des Schichtwellenleiters mit der oben beschriebenen Polycarbonatplatte, erfolgen kann,
wihrend die Auskopplung ausserhalb des Bereichs der Probenbehiltnisse erfolgt. Die
wellenleitende, optisch transparente Schicht (a) aus Ta;Os auf der optisch transparenten

Schicht (b) hat einen Brechungsindex von 2.15 bei 633 nm (Schichtdicke 150 nm).

Zur Vorbereitung auf die Immobilisierung der biochemischen oder biologischen oder
synthetischen Erkennungselemente wird der optische Schichtwellenleiter als Tréger mit
organischen und anorganischen Reagentien (z. B. Propanol und Schwefelsdure, mit

dazwischenliegenden Spiilschritten in Wasser) im Ultraschallgert gereinigt.

3. Erzeugung der Immobilisierungsoberfliche

Eine Losung von PLL-g-PEG wird in PBS-Puffer (1 mg/ml) hergestellt und durch 0.22
um Durapore-Membranen gefiltert. Anstelle von PBS-Puffer kann beispielsweise auch
HEPES-Puffer verwendet werden. In eine spezielle Inkubationskammer zur Beschichtung
eines Trigers gemiss Abschnitt 2. dieses Beispiels werden 570 uL. der PLL-g-PEG-
Losung pipettiert. Die Tréger werden dann so in die Inkubationskammer eingelegt, dass
die zu beschichtende Oberfliche, d.h. am Beisipiel eines planaren optischen
Schichtwellenleiters als Triger die Oberflidche der Schicht (a), mit der Polymerenldsung
in Kontakt kommt. Nach zweistiindiger Inkubation bei Raumtemperatur werden die dann

beschichteten Triger mit Reinstwasser gespiilt, mit Stickstoff trockengeblasen.
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4. Immobilisierung der ersten Nukleinsiiuren / Erzeugung diskreter Messbereiche
Als biologische Erkennungselemente werden die unter 1.2. beschriebenen 96
Oligonukleotide mit einer Léange von jeweils 70 Nukleotiden in einer Konzentration von
40 uM in 10 mM Carbonatpuffer (pH 9.2, mit einem Zusatz von 5 % DMSO) auf die
erfindungsgemisse, wie vorangehend beschrieben erzeugte Immobilisierungsoberfldche
mit einem kommerziellen Spotter aufgebracht (GMS 417 Arrayer, Affymetrix, Santa
Clara, CA, USA) und iiber Nacht inkubiert. Der Abstand der so erzeugten diskreten
Messbereiche (Spots) betrigt dabei 340 pm. In einem Array werden jeweils zwei Spots
gleicher Basensequenz erzeugt, so dass ein einzelnes Array 192 Spots umfasst. Auf
einem Schichtwellenleiter als Triger, gemiss Abschnitt 2, werden bis zu 6 gleichartige

Arrays erzeugt.

Auf den sechs Trigern mit Immobilisierungsoberflichen unterschiedlichen
Propfverhiltnisses (,,grafting ratio“) g werden jeweils in gleicher Weise Arrays der

immobilisierten ersten Nukleinséiuren erzeugt.

Auf den so mit der Immobiliserungsoberfliche beschichteten Tréger, mit den auf der
Immobilisierungsoberfliche aufgebrachten ersten Nukleinsduren, wird die beschriebene
Polycarbonatplatte so aufgebracht, dass die einzelnen Probenbehiltnisse gegeneinander
fluidisch dicht verschliessend abgeschlossen sind und die erzeugten ,Longmer*-Arrays
mit dem zugehdrigen Einkoppelgitter (c) sich innerhalb eines der 6 Probenbehiltnisse
befindet.

5. Hybridisierungsassay als Teil eines erfindungsgemiissen Verfahrens zum

Nachweis einer oder mehrere zweiter Nukleinsiuren

Der mit den in diskreten Messbereichen auf einer erfindungsgeméissen Immobilisierungs-
schicht aufgebrachten, als planarer optischer Schichtwellenleiter ausgebildete Tréger,

zusammengefiigt mit einer Polycarbonat-Platte zur Erzeugung von 6 Probenbehiltnissen
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(,,Kammern*) gemiss Abschnitt 2. dieses Beispiels, wird in einen ,,Metatriger*
eingesetzt. Zwecks Befeuchtung / Equilibrierung werden die zweidimensionalen

Anordnungen von Messbereichen (,,Mikroarrays*) mit 90pl Puffer 1 gefiillt.

Fiir die Hybridisierung wird eine Probe der als Analyt nachzuweisenden zweiten
Nukleinsguren (,, Target-Probe”) aus markierter cDNA (geméss Abschnitt 1.3) in einer
Menge entsprechend 25 ng mRNA hergestellt. Dazu wird die einer Menge von 25 ng
mRNA entsprechende Menge von cDNA in 50 uL Hybridisierungspuffer (Puffer 2)
pipettiert. Die Target Probe wird zur Denaturierung fiir 5 Minuten auf 95 °C erhitzt und
anschliessend 5 Minuten lang auf Eis gelagert. Der Puffer 1 wird aus den Kammern

gesogen und die Target Probe luftblasenfrei pipettiert.

Fiir die Hybridisierung wird der ,,Metatréiger* in einen Thermocycler plaziert w1
Research PCT-200 mit Adapterplatte), 35 Minuten lang bei 75 °C (Denaturierungsschritt)
und anschliessend 18 Stunden lang bei 42 °C (Hybridisierungsschritt) inkubiert.

Nach Abschluss der Hybridisierung werden die folgenden Waschschritte durchgefiihrt:
Die Kammern werden mittels Anlegen von Vakuum leergesogen, dann mit 90 pL Puffer

1 befiillt und im ,,Metatriger” auf Raumtemperatur temperiert.

Danach werden die Kammern erneut leergesogen, mit 90 UL Waschpuffer 1 befiillt und
7 Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert. Das Leersaugen und Befiillen erfolgt
analog noch einmal mit Waschpuffer 2 und zweimal mit Waschpuffer 3. Zuletzt werden

die Kammern leergesogen und mit Puffer 1 befiillt.

Das beschriebene Hybridisierungsassay wird in gleicher Weise mit allen 6 Trégern mit
Immobilisierungsoberflichen unterschiedlichen Propfverhéltnisses (,,grafting ratio®) g
durchgefiihrt.
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6. Analytisches System und Messverfahren zum Nachweis eines oder mehrerer

Analyten

Das Anregungslicht einer Laserdiode mit Emission bei 635 nm wird, unter Verwendung
eines Linsensystems mit einer Zylinderlinse sowie einer Blende, zu einem Strahlbiindel
spaltformigen Querschnitts (senkrecht zur optischen Achse) aufgeweitet, dessen
Ausdehnung im Einstrahlungsquerschnitt auf dem planaren optischen
Schichtwellenleiter, parallel zu den Gitterlinien, nahezu vollstdndig dem innerhalb eines

Probenbehiltnisses befindlichen Abschnitt des Einkoppelgitters entspricht.

Der Winkel zwischen dem einfallenden, parallelen Anregungslichtbtindel und der Ebene
des planaren optischen Schichtwellenleiters wird auf den Resonanzwinkel fiir maximale
Einkopplung in die wellenleitende Schicht (a) eingestellt (-10°), ebenso die
entsprechende optimale Position des einzukoppelnden Anregungslichts auf dem
Einkoppelgitter (erstem Gitter). Diese Optimierung erfolgt in automatisierter Form,
indem das von dem zweiten, ausserhalb der Probenbehéltnisse gelegenen Gitters
ausgekoppelte Licht auf eine Photodiode geleitet wird, deren geeignet verstirktes Signal
durch entsprechende Nachjustierung des Trigers beziiglich Koppelwinkel- und lateraler

Position auf ein Maximum optimiert wird, nach dem Prinzip einer ,,Feedback-Loop*“.

Von dem Mikroarray abgestrahltes Licht aus dem Bereich der Messfléiche innerhalb eines
Probenbehiltnisses auf dem als planarem optischem Schichtwellenleiter ausgebildeten
Tréger (Gesichtsfeld ca. 6 mm x 8 mm) wird mit einem Tandem-Objektiv gesammelt und
auf eine CCD-Kamera mit einem CCD-Chip (aktive Fliche ca. 5 mm x 7 mm mit 512 x
766 Pixeln, Pixelgrosse 9 pm) fokussiert. Je nach Einstellung des Abbildungssystems

ermoglicht dieses eine Ortsauflésung von'ca. 10 um bis 20 pm.

Zwischen den beiden Hilften des Tandem-Objektivs, in einem im wesentlichen
parallelen Teil (d.h. weniger als 10° divergenten oder konvergenten) Teil des

Emissionsstrahlenganges ist ein Interferenzfilter, (670 DF 40, Omega Optical
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Brattleborough, VT, US) zur Erfassung des von dem Array ausgehenden Lichts bei der
Fluoreszenzwellenlinge des eingesetzen Fluoreszenzlabels (Cy5) positioniert.

Nach erfolgter Hybridisierung der immoblisierten ersten Nukleinsduren mit den als Probe
zugefiihrten, fluoreszenzmarkierten zweiten Nukleinsduren wird jeweils in einer
Aufnahme mit einer gekiihhlten CCD-Kamera als Detektor das Emissionslicht von allen

innerhalb eines Probenbehiltnisses gelegenen Messbereichen erfasst.

7. Bearbeitung der Messdaten

Die mittlere Signalintensitit aus den Messbereichen (Spots) zur Bindung und zum
Nachweis von Analytmolekiilen anhand einer potentiell erzeugten Fluoreszenz von
Lumineszenzlabeln (in diesem Beispiel Cy5), wird mithilfe einer Bildanalyse-Software

bestimmit.

Die Rohdaten von den einzelnen Pixeln der Kamera stellen eine zweidimensionale
Matrix digitalisierter Messwerte dar, mit der gemessenen Intensitét als Messwert eines
einzelnen Pixels entsprechend der auf ihn abgebildeten Fliche auf der Sensorplattform.
Fiiir die Auswertung der Daten wird zunéchst manuell ein zweidimensionales
(Koordinaten-) Netz tiber die Bildpunkte (Pixelwerte) gelegt derart, dass jeder Spot in ein
individuelles zweidimensionales Netzelement fillt. Darin wird jedem Spot ein
geometrisch moglichst gut anzupassender ,, Auswertebereich (area of interest, AOI)
zugeordnet. Diese AOIs kénnen eine beliebige geometrische Form haben, beispielsweise
kreisformig sein. Durch die Bildanalysesoftware wird der Ort der einzelnen AOIs
individuell als Funktion der Si gnalintensitit der einzelnen Pixel angepasst und optimiert.
Dabei kann, abhiingig von der Vorgabe des Benutzers, der zu Beginn eingestellte Radius
der AOISs erhalten bleiben oder der Form und Grosse der fluoreszierenden Spots neu
angepasst werden. Als mittlere Bruttosignalintensitit eines jeden Spots wird
beispielsweise, wie auch im vorliegenden Fall, das arithmetische Mittel der Pixelwerte

(Signalintensititen) innerhalb eines gewihlten AOIs bestimmt.
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Die Hintergrundsignale werden bestimmt aus den gemessenen Signalintensititen
zwischen den Spots. Dazu kann beispielsweise eine Schar weiterer Kreise, welche
konzentrisch sind mit einem betreffenden kreisférmigen Spot, aber grosseren Radius
besitzen, bestimmt werden. Selbstverstindlich miissen die Radien dieser konzentrischen
Kreise kleiner als die Abstéinde zwischen benachbarten Spots gewihlt werden. Fiir die
Hintergrundbestimmung kann dann beispielsweise der Bereich zwischen dem AOI und
dem ersten konzentrischen Kreis verworfen und der Bereich zwischen diesem ersten
konzentrischen und einem zweiten nachfolgenden konzentrischen Kreis grosseren Radius
als Bereich (AOI) zur Hintergrundssignalbestimmung festgelegt werden. Es ist auch
moglich, AOIs zwischen benachbarten Spots, vorzugsweise in der Mitte zwischen ihnen,
als AOIs zur Hintergrundsignalbestimmung zu definieren. Daraus kann dann in analoger
Weise wie oben die mittlere Hintergrundsignalintensitiit beispielsweise als das
arithmetische Mittel der Pixelwerte (Signalintensititen) innerhalb eines hierfiir gewihlten
AOIs bestimmt werden. Die mittlere Nettosignalintensitiit kann als Differenz zwischen
der lokalen mittleren Brutto- und der lokalen mittleren Hintergrundsignalintensitit

bestimmt werden.

8. Ergebnisse

Die Fluoreszenzsignale aus den Messbereichen (,,Spots*) der Arrays wurden mit allen 6
Triagern mit Immobilisierungsoberfldchen unterschiedlichen Propfverhiltnisses (,,grafting
ratio”) g nach Abschluss des Hybidisierungsassays (geméss Abschnitt 6) im analytischen
System gemiss Abschnitt 6 dieses Beispiels gemessen. Aufnahmen mit den
Fluoreszenzsignalen bei 4 verschiedenen Werten von g, namlich 3.7, 7.4, 9.0 und 11.8,
sind in Fig. 1a — 1d dargestellt. Zur Bestimmung der Netto-Fluoreszenzsignale, als
Differenz zwischen den Brutto-Fluoreszenzsignalen (arithmetisches Mittel der Pixelwerte
in den AOIs) und den Hintergrundsignalen, gemiss Abschnitt 7 dieses Beispiels, wurden
die Signale von je zwei Spot-Paaren (Duplikaten), als Beispiele fiir die
Fluoreszenzsignale nach der Hybridisierung mit cDNA von stark (Spot-Gruppe I in Fig.

la— d). bzw. schwiicher exprimierten Genen (Spot-Gruppe Il in Fig. 1a — d), ausgewertet
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(gekennzeichnet in Figur 1a - d). Bereits der Vergleich der Aufnahmen 1a — 1d, welche
alle im gleichen dynamischen Bereich dargestellt sind, zeigt den grossen Einfluss des
Propfverhiltnisses (,,grafting ratio”) g auf die Signalintensititen: Eine Vielzahl von Spots
sind in Figur la (g = 3.7) gar nicht, in Fig. 1b (g = 7.4) schwach, jedoch in Fig. 1c (g =
9.0) und Fig. 1d (g = 11.8) deutlich zu erkennen. Dieses betrifft beispielsweise die
volistindige linke Spot-Reihe.

Die bestimmten Netto-Fluoreszenzintensititen, als Durchschnittswerte der Signale von
den jeweils zwei gleichartigen Spots, sind in Abbildung 2 als Funktion des
Propfverhiltnisses (,,grafting ratio”) g dargestellt. Im Bereich von g = 3.7 bis g = 7.4 sind
fiir beide ausgewihlten Spot-Paare die Fluoreszenzsignale relativ niedrig. Ab g = 8.4
ergibt sich ein starker Anstieg der Fluoreszenzsignale. Mit weiterem Anstieg von g ergibt
sich ein ausgedehntes Plateau hoher Signalintensititen, bis die Fluoreszenzsignale ab g >

11.8 wieder abnehmen.

Aus diesen Ergebnissen wird geschlossen, dass fiir Immobilisierungsoberfldchen der
vorliegenden Art, zur Erzielung moglichst hoher Netto-Signale in Hybrdisierungsassays
wie hier beschrieben, das Propfverhiltnis (,,grafting ratio®) g einen Wert zwischen 7 und

13, bevorzugt zwischen 8 und 12, haben sollte.

Y



WO 03/020966 PCT/EP02/09490

25

Patentanspriiche

1. Oberfliche zur Immobilisierung einer oder mehrerer erster Nukleinsiuren als
Erkennungselemente (,,Jmmobilisierungsoberfléche) zur Herstellung einer
Erkennungsoberfliche zum Nachweis einer oder mehrerer zweiter Nukleinséuren
in einer oder mehr mit der Erkennungsoberfliche in Kontakt gebrachten Proben,
wobei die ersten Nukleinsiuren auf einer PLL-g-PEG-Schicht (Propf-Copolymer
Poly(L-lysin)-g-poly(ethylenglycol)) als Oberfliche zur Immobilisierung
aufgebracht sind, dadurch gekennzeichnet, dass das Propfverhéltnis (,,Grafting
Ratio*) g, d.h. der Quotient aus der Anzahl der Lysineinheiten und der Anzahl der
Poly(ethylenglycol)-Seitenketten (,,PEG“-Seitenketten),. einen mittleren Wert

zwischen 7 und 13 hat.

2. Oberfliche zur Immobilisierung einer oder mehrerer erster Nukleinsduren nach
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das Propfverhiltnis (,,Grafting Ratio®)

g einen mittleren Wert zwischen 8 und 12 hat.

3. Oberfliche zur Immobilisierung einer oder mehrerer erster Nukleinséuren nach
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das Molekulargewicht der
Polyethylenglycol-Seitenketten (,,PEG“-Seitenketten) 500 Da bis 7000 Da
betrigt.

4. Oberfliache zur Immobilisierung einer oder mehrerer erster Nukleinsduren nach
Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass das Molekulargewicht der
Polyethylenglycol-Seitenketten (,,PEG“-Seitenketten) 1500 Da bis 5000 Da
betrigt.

5. Oberfliche zur Immobilisierung einer oder mehrerer erster Nukleinséuren nach
einem der Anspriiche 1 - 4, dadurch gekennzeichnet, dass diese Oberfldche zur

Immobilisierung auf einem festen Tréger aufgebracht ist.
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6. Oberfliche zur Immobilisierung einer oder mehrerer erster Nukleinsiuren nach
Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei besagtem festen Tréger um

einen im wesentlich optisch transparenten Tréger handelt.

7. Oberfliche zur Immobilisierung einer oder mehrerer erster Nukleinsduren nach
Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass der im wesentlichen optisch
transparente Triger ein Material umfasst aus der Gruppe umfassend form-, spritz-
oder frisbare Kunststoffe, Metalle, Metalloxide, Silikate, wie z. B. Glas, Quarz

oder Keramiken.

8. Oberfliche zur Immobilisierung einer oder mehrerer erster Nukleinsiuren nach
einem der Anspriiche 1 - 7, dadurch gekennzeichnet, dass diese Oberfliche im

wesentlichen optisch transparent ist.

9. Oberfliche zur Immobilisierung einer oder mehrerer erster Nukleinsduren nach
einem der Anspriiche 1 - 8, dadurch gekennzeichnet, dass diese Oberfliche (als
eine PLL-g-PEG-Schicht) eine Stirke von weniger als 200 nm, bevorzugt von

weniger als 20 nm, hat.

10. Immobilisierungsoberfliche nach einem der Anspriiche 6 - 9, dadurch
gekennzeichnet, dass diese Oberfliche zur Immobilisierung auf einem festen
Triger aufgebracht ist, in dessen Oberfliche seinerseits Ausnehmungen zur

Erzeugung von Probenbehiltnissen strukturiert sind.

11. Immobilisierungsoberfliche nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass
besagte Ausnehmungen in der Oberfldche des Trégers eine Tiefe von 20 pm bis
500 pm, besonders bevorzugt von 50 um bis 300 um, haben.

12. Immobilisierungsoberfliche nach einem der Anspriiche 6 - 11, dadurch

gekennzeichnet, dass der im wesentlichen optisch transparente Triger einen
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durchgehenden oder in einzelne wellenleitende Bereiche aufgeteilten optischen

Wellenleiter umfasst.

Immobilisierungsoberfliche nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass der
optische Wellenleiter ein optischer Schichtwellenleiter ist mit einer, der
Immobilisierungsoberfliche zugewandten, ersten im wesentlichen optisch
transparenten Schicht (a) auf einer zweiten, im wesentlichen optisch transparenten

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

Immobilsierungsoberfliche nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass

besagter optischer Schichtwellenleiter im wesentlichen planar ist.

Immobilisierungsoberfliche nach einem der Anspriiche 14 — 15, dadurch
gekennzeichnet, dass, zur Einkopplung von Anregungslicht in die optisch
transparente Schicht (a), diese Schicht in optischem Kontakt zu einem oder
mehreren optischen Einkoppelelementen aus der Gruppe steht, die von
Prismenkopplern, evaneszenten Kopplern mit zusammengebrachten optischen
Wellenleitern mit iiberlappenden evaneszenten Feldern, Stirnflichenkopplern mit
vor einer Stirnseite der wellenleitenden Schicht angeordneten fokussierenden

Linsen, vorzugsweise Zylinderlinsen, und Gitterkopplern gebildet wird.

Immobilisierungsoberfliche nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass die
Einkopplung von Anregungslicht in die optisch transparente Schicht (a) mithilfe
von einer oder mehreren Gitterstrukturen (c) erfolgt, die in der optisch

transparenten Schicht (a) ausgebildet sind.

Immobilisierungsoberfliche nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass die
Auskopplung von in der optisch transparenten Schicht (a) gefiihrtem Licht
mithilfe von einer oder mehreren Gitterstrukturen (c’) erfolgt, die in der optisch
transparenten Schicht (a) ausgebildet sind und gleiche oder unterschiedliche

Periode und Gittertiefe wie Gitterstrukturen (c) haben.
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Immobilisierungsoberfliche nach einem der Anspriiche 1 — 17, dadurch
gekennzeichnet, dass die darauf immobilisierten Nukleinsduren als
Erkennungselemente in diskreten (riumlich getrennten) Messbereichen

angeordnet sind.

Immobilisierungsoberfldche nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dass in
einer 2-dimensionalen Anordnung bis zu 1 000 000 Messbereiche angeordnet sind

und ein einzelner Messbereich eine Fliche von 10™* mm — 10 mm? einnimmt.

Immobilisierungsoberflidche nach einem der Anspriiche 18 — 19, dadurch
gekennzeichnet, dass die Messbereiche in einer Dichte von mehr als 10,
bevorzugt mehr als 100, besonders bevorzugt mehr als 1000 Messbereichen pro

Quadratzentimeter angeordnet sind.

Immobilisierungsoberfliche nach einem der Anspriiche 18 — 20, dadurch
gekennzeichnet, dass diskrete (riumlich getrennte) Messbereiche auf besagter
Immobilisierungsoberfliche durch raumlich selektive Aufbringung von
Nukleinsduren als Erkennungselementen 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 oder elektromagnetischen Potentialen
sowie photochemischen oder photolithographischen Immobilisierungsverfahren

gebildet wird.

Verfahren zum gleichzeitigen oder sequentiellen, qualitativen und / oder
quantitativen Nachweis einer oder mehrerer zweiter Nukleinséuren in einer oder

mehreren Proben, dadurch gekennzeichnet, dass besagte Proben und
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gegebenenfalls weitere Reagentien mit einer Immobilisierungsoberfliche nach
einem der Anspriiche 1 — 21 in Kontakt gebracht werden, auf welcher Oberflidche
eine oder mehrere erste Nukleinsiuren als Erkennungselemente zur spezifischen
Bindung / Hybridisierung mit besagten zweiten Nukleinsiuren immobilisiert sind
und aus der Bindung / Hybridisierung dieser zweiten Nukleinsiuren oder weiterer
zum Analytnachweis eingesetzter Nachweissubstanzen resultierende Anderungen

von optischen oder elektronischen Signalen gemessen werden.

23. Verfahren nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, dass die eine oder
mehreren Proben mit einer Mischung aus den verschiedenen Nachweisreagentien
zur Bestimmung der in besagten Proben nachzuweisenden zweiten Nukleinséuren
vorinkubiert werden und diese Mischungen dann jeweils in einem einzigen
Zugabeschritt mit den auf einer Immobilisierungsoberfliche nach einem der

- Anspriiche 1 —21 immobilisierten ersten Nukleinséuren in Kontakt gebracht

werden.

24. Verfahren nach einem der Anspriiche 22 - 23, dadurch gekennzeichnet, dass der
Nachweis der einen oder mehrerer zweiten Nukleinsduren auf der Bestimmung

der Anderung einer oder mehrerer Lumineszenzen beruht.

25. Verfahren nach einem der Anspriiche 22 — 24, dadurch gekennzeichnet, dass
Anregungslicht zur Anregung einer oder mehrerer Lumineszenzen von einer oder

mehreren Lichtquellen in einer Auflichtanregungsanordnung eingestrahlt wird.

26. Verfahren nach einem der Anspriiche 22 — 24, dadurch gekennzeichnet, dass
Anregungslicht zur Anregung einer oder mehrerer Lumineszenzen von einer oder
mehreren Lichtquellen in einer Transmissionslichtanregungsanordnung

eingestrahlt wird.

27. Verfahren nach einem der Anspriiche 22 — 24, dadurch gekennzeichnet, dass die

Immobilisierungsoberfliche auf einem optischen Wellenleiter angeordnet ist,
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welcher vorzugsweise im wesentlichen planar ist, dass die eine oder mehrere
Proben mit darin nachzuweisenden zweiten Nukleinsduren und gegebenenfalls
weiteren Nachweisreagentien sequentiell oder nach Mischung mit besagten
Nachweisreagentien in einem einzigen Schritt mit den auf einer
Immobilisierungsoberfliche nach einem der Anspriiche 1 — 21 immobilisierten
ersten Nukleinsiuren als Erkennungselementen in Kontakt gebracht werden und
dass das Anregungslicht von einer oder mehreren Lichtquellen in den optischen
Wellenleiter eingekoppelt wird mithilfe eines oder mehrerer optischer
Koppelelemente aus der Gruppe, die von Prismenkopplern, evaneszenten
Kopplern mit zusammengebrachten optischen Wellenleitern mit iiberlappenden
evaneszenten Feldern, Stirnflichenkopplern mit vor einer Stirnseite der
wellenleitenden Schicht angeordneten fokussierenden Linsen, vorzugsweise

Zylinderlinsen, und Gitterkopplern gebildet wird.

Verfahren nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, dass der Nachweis der
einen oder mehrerer zweiter Nukleinsiduren auf einer in der Schicht (a) eines
optischen Schichtwellenleiters ausgebildeten Gitterstruktur (c) oder (c’) anhand
der aus der Bindung / Hybridisierung besagter zweiter Nukleinséuren oder
weiterer Nachweisreagentien mit im Bereich dieser Gitterstruktur auf einer
Immobilisierungsoberfliche nach einem der Anspriiche 1- 21 immobilisierte erste
Nukleinsduren als Erkennungselemente resultierenden Anderungen der
Resonanzbedingungen zur Einkopplung eines Anregungslichts in die Schicht (a)
eines als Schichtwellenleiter ausgebildeten Triigers oder zur Auskopplung von in

der Schicht (a) gefiihrten Lichts erfolgt.

Verfahren nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, dass besagter optischer
Wellenleiter 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) ausgebildet sind, in die optisch transparente
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Schicht (a) eingekoppelt und zu darauf befindlichen Messbereichen (d) als
gefiihrte Welle geleitet wird, und dass weiterhin die im evaneszenten Feld
besagter gefiihrter Welle erzeugte Lumineszenz von lumineszenzfahigen
Molekiilen mit einem oder mehreren Detektoren erfasst und die Konzentration
eines oder mehrerer nachzuweisender Nukleinsiuren aus der Intensitit dieser

Lumineszenzsignale bestimmt wird.

30. Verfahren nach Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, dass (1) die isotrop
abgestrahlte Lumineszenz oder (2) in die optisch transparente Schicht (a)
eingekoppelte und iiber eine Gitterstruktur (c) oder (c’) ausgekoppelte
Lumineszenz oder Lumineszenzen beider Anteile (1) und (2) gleichzeitig

gemessen werden.

31. Verfahren nach einem der Anspriiche 29 - 30, dadurch gekennzeichnet, dass zur
Erzeugung der Lumineszenz ein Lumineszenzfarbstoff oder lumineszentes
Nanopartikel als Lumineszenzlabel verwendet wird, das bei einer Wellenlénge

zwischen 300 nm und 1100 nm angeregt werden kann und emittiert.

32. Verfahren nach Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet, dass das
Lumineszenzlabel an die nachzuweisenden zweiten Nukleinsduren als Analyten
selbst oder in einem kompetitiven Assay an in einer bekannten Konzentration, als
Kompetitoren, der Probe beigefiigte Nukleinsduren mit gleicher Sequenz wie
besagte nachzuweisende zweite Nukleinsduren oder in einem mehrstufigen Assay
an einen der Bindungspartner der immobilisierten ersten Nukleinsiuren als
Erkennungselemente oder an diese immobilisierten ersten Nukleinsduren

gebunden ist.

33. Verfahren nach einem der Anspriiche 31 - 32, dadurch gekennzeichnet, dass ein
zweites oder noch weitere Lumineszenzlabel mit gleicher oder unterschiedlicher
Anregungswellenldnge wie das erste Lumineszenzlabel und gleicher oder

unterschiedlicher Emissionswellenlinge verwendet werden.
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34. Verfahren nach Anspruch 33, dadurch gekennzeichnet, dass das zweite oder noch
weitere Lumineszenzlabel bei der gleichen Wellenlédnge wie das erste
Lumineszenzlabel angeregt werden kann, aber bei anderen Wellenléngen

emittieren.

35. Verfahren nach Anspruch 33, dadurch gekennzeichnet, dass die
Anregungsspektren und Emissionsspektren der eingesetzten

Lumineszenzfarbstoffe nur wenig oder gar nicht iiberlappen.

36. Verfahren nach Anspruch 33, dadurch gekennzeichnet, dass zum Nachweis der
zweiten Nukleinsiuren als Analyten Ladungs- oder optischer Energietransfer von
einem als Donor dienenden ersten Lumineszenzlabel zu einem als Akzeptor

dienenden zweiten Lumineszenzlabel verwendet wird.

37. Verfahren nach einem der Anspriiche 29 — 36, dadurch gekennzeichnet, dass
neben der Bestimmung einer oder mehrerer Lumineszenzen Anderungen des

effektiven Brechungsindex auf den Messbereichen bestimmt werden.

38. Verfahren nach einem der Anspriiche 29 — 37, dadurch gekennzeichnet, dass die
einen oder mehreren Lumineszenzen und / oder Bestimmungen von Lichtsignalen

bei der Anregungswellenlénge polarisationsselektiv vorgenommen werden.

39. Verfahren nach einem der Anspriiche 29 — 38, dadurch gekennzeichnet, dass die
einen oder mehreren Lumineszenzen bei einer anderen Polarisation als der des

Anregungslichts gemessen werden.

40. Verfahren nach einem der Anspriiche 22 — 39, dadurch gekennzeichnet, dass die
zu untersuchenden Proben wissrige Losungen, insbsondere Pufferlosungen oder
natiirlich vorkommende Kérperfliissigkeiten wie Blut, Serum, Plasma, Urin oder

Gewebefliissigkeiten sind.
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41. Verfahren nach einem der Anspriiche 22 —39, dadurch gekennzeichnet, dass die
zu untersuchende Probe eine optisch triibe Fliissigkeit, Oberflachenwasser, ein

Boden- oder Pflanzenextrakt, eine Bio- oder Syntheseprozessbriihe ist.

42. Verfahren nach einem der Anspriiche 22 —39, dadurch gekennzeichnet, dass die
zu untersuchenden Proben aus biologischen Gewebeteilen oder Zellen pripariert

sind.

43. Verwendung einer Immobilisierungsoberfliche nach einem der Anspriiche 1 —21
und / oder eines Verfahrens nach einem der Anspriiche 22- 42 zu quantitativen
oder qualitativen Analysen in Screeningverfahren in der Pharmaforschung, der
Klinischen und Priklinischen 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 mRNA-Expression und fiir die
Protein(bio)synthese, fiir die Erstellung von Toxizititsstudien sowie fiir die
Bestimmung von Expressionsprofilen, insbesondere zur Bestimmung von
biologischen und chemischen Markerstoffen, wie mRNA, Pathogenen oder
Bakterien in der pharmazeutischen Produktforschung 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
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