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(54) Title: METHOD FOR THE AUTOMATED DETECTION OF AN ACTIVITY OF ACTIVE SUBSTANCES IN A SOLUTION

(54) Bezeichnung : VERFAHREN ZUR AUTOMATISIERTEN DETEKTION EINER AKTIVITAT VON WIRKSTOFFEN IN
EINER LOSUNG

Fig. 1

(57) Abstract: The present invention relates to a method for the automated detection of an activity of active substances in a solution,
according to which a motor protein (1) is automatically deposited on a surface (3) of a cavity (9) in at least one sample-receiving
container (2), and a cytoskeletal filament (4) corresponding to the motor protein (1) is deposited on the motor protein (1), or the
cytoskeletal tilament (4) is deposited on the surface (3) of the cavity (9) in the sample-receiving container (2) and the motor protein
(1) corresponding to the cytoskeletal filament (4) is deposited on the cytoskeletal filament (4). The cytoskeletal filament (4) and/or
the motor protein (1) are marked with a fluorescent dye (5) and the active substance to be examined and an enzyme for improving
fluorescence properties are added to the solution. In addition, adenosine triphosphate is added for triggering a movement of the
motor protein (1) and the cytoskeletal filament (4) arranged thereon, and a movement of the cytoskeletal filament (4) caused by the
motor protein (1) is detected by optical detection of the fluorescent dye.

(57) Zusammenfassung:
[Fortsetzung auf der ndchsten Seite]
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Die vorliegende Erfindung betriftt ein Verfahren zur automatisierten Detektion einer Aktivitdt von Wirkstoffen in einer Lisung,
bei dem automatisiert auf eine Oberflache (3) in einer Vertiefung (9) mindestens eines Probenaufnahmebehilters (2) ein
Motorprotein (1) sowie aut das Motorprotein (1) ein zu dem jeweiligen Motorprotein (1) korrespondierendes Filament (4) eines
Zytoskeletts autgebracht wird oder auf die Oberflache (3) der Vertiefung (9) des Probenaufnahmebehilters (2) das Filament (4)
des Zytoskeletts und auf das Filament (4) des Zytoskeletts das zu dem Filament (4) des Zytoskeletts korrespondierende
Motorprotein (1) aufgebracht werden. Das Filament (4) des Zytoskeletts und/oder das Motorprotein (1) ist mit einem
Fluoreszenztarbstoft (5) markiert und der zu untersuchende Wirkstoff und ein Enzym zur Verbesserung der
Fluoreszenzeigenschatten werden der Losung zugegeben. Auflerdem wird Adenosintriphosphat zum Auslésen einer Bewegung
des Motorproteins (1) sowie des daran angeordneten Filaments (4) des Zytoskeletts zugegeben und eine durch das Motorprotein
(1) verursachte Bewegung des Filaments (4) des Zytoskeletts durch optisches Detektieren des Fluoreszenzfarbstoffs (5) detektiert.
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Verfahren zur automatisierten Detektion einer Aktivitdt von Wirkstoffen in

einer Lésung

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur automatisierten Detekti-
on einer Aktivitat von Wirkstoffen in einer Losung und ein System zur Durch-

flihrung des erfindungsgemaRen Verfahrens.

Motorproteine sind an vielen Prozessen in der Zellbiologie beteiligt und bei-
spielsweise essenziell fiir Zellteilung, Transport von Neurotransmittern, Mito-
chondrien, Zellorganellen, Boten-RNA oder Zellbewegung. Dementsprechend
spielen Motorproteine eine zentrale Rolle bei vielen Krankheiten wie Krebs,

Neuropathie oder Ciliopathie.

Um neue Medikamente zu finden bedient man sich meist sogenannter "high
throughput screening”-Techniken, die Hunderttausende oder Millionen von
Molekiilen auf eine therapeutische Wirkung hin untersuchen. Bei Motorprote-

inen wird hierbei ein Verbrauch an Adenosintriphosphat (ATP) gemessen. Ist
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der Verbrauch an ATP niedriger als normal, geht man von einer
inhibitorischen Wirkung des Wirkstoffs aus, wenn der Verbrauch hdher ist,

wird auf eine aktivatorische Wirkung geschlossen.

Nachteilig an dieser Lésung ist, dass nicht die eigentliche Funktion des Motor-
proteins gemessen wird, sondern nur eine indirekte Messung erfolgt. Hierbei
kdnnen leicht Wirkstoffe libersehen oder missinterpretiert werden, die nicht
direkt eine ATPaseaktivitdt, sondern anderweitig den molekularen Transport

beeinflussen.

Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren
zu entwickeln, das die genannten Nachteile vermeidet, mit dem also eine di-
rekte Messung der Aktivitat von Wirkstoffen zeiteffizient mit hohem Durch-
satz ermoglicht wird. Es soll daher ein Verfahren bereitgestellt werden, mit
dem auf schnelle Art und Weise der Einfluss eines Wirkstoffs auf die Aktivitat
eines Motorproteins geprift werden kann, wobei auch Einfliisse erfasst wer-
den kénnen, die sich nicht auf die ATPase-Aktivitdt des Motorproteins auswir-

ken.

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaR geldst durch ein Verfahren nach An-
spruch 1 und ein System nach Anspruch 17. Vorteilhafte Ausgestaltungen und

Weiterbildungen sind in den abhangigen Anspriichen beschrieben.

Die Losung der Aufgabe basiert auf der Idee, einen automatisierten und fiir
einen hohen Durchsatz geeigneten In-vitro-Motilitdtsassay mit einer verbes-
serten Entfernung von Sauerstoff aus dem Reaktionsmilieu bereitzustellen
und diesen in einem System zur automatisierten Aufnahme und Auswertung

von Fluoreszenzbildern zu integrieren.

Erfindungsgemafd wird ein Verfahren zur automatisierten Detektion einer Ak-
tivitat von Wirkstoffen in einer Losung bereitgestellt. Das Verfahren weist ei-
nen Verfahrensschritt auf, bei dem automatisiert auf eine Oberflache in einer
Vertiefung mindestens eines Probenaufnahmebehalters ein Motorprotein
sowie auf das Motorprotein ein zu dem jeweiligen Motorprotein korrespon-
dierendes Filament eines Zytoskeletts aufgebracht wird. Alternativ wird au-

tomatisiert auf die Oberflache der Vertiefung des Probenaufnahmebehalters



10

15

20

25

30

35

WO 2017/080906 PCT/EP2016/076546

das Filament des Zytoskeletts und auf das Filament des Zytoskeletts das zu
dem Filament des Zytoskeletts korrespondierende Motorprotein aufgebracht.
Das Filament des Zytoskeletts und bzw. oder das Motorprotein sind mit einem
Fluoreszenzmarker, typischerweise einem Fluoreszenzfarbstoff, markiert, au-
Rerdem werden der zu untersuchende Wirkstoff und ein Enzym der Lésung
zugegeben oder sind bereits in der Losung enthalten. Das Enzym dient hierbei
einer Verbesserung der Fluoreszenzeigenschaften der L&sung. Daran an-
schlieBend wird Adenosintriphosphat (ATP) zum Auslosen einer Bewegung des
Motorproteins sowie des daran angeordneten Filaments des Zytoskeletts zu-
gegeben oder ist der Losung bereits zugefiigt sowie eine durch das Motorpro-
tein verursachte Bewegung des Filaments des Zytoskeletts durch optisches

Detektieren des Fluoreszenzmarkers detektiert.

Durch das automatisierte Einbringen der Lésung in die Vertiefung des Proben-
aufnahmebehilters kdnnen zeiteffizient die Losungen vorbereitet und an-
schlieBend eingebracht und ebenfalls automatisiert die Bewegung des Motor-
proteins detektiert werden, da eine manuelle Vorbereitung eines Assays ent-
fallt. Der Probenaufnahmebehalter weist hierzu typischerweise mehrere Ver-
tiefungen auf, so dass in einem einzelnen Probenaufnahmebehilter verschie-
dene Wirkstoffe in den verschiedenen Vertiefungen angeordnet sein kdnnen

und auf ihre Aktivitat bzw. inhibitorische Wirkung untersucht werden kénnen.

Unter dem Begriff ,Wirkstoff“ wird erfindungsgemaf ein Stoff verstanden, der
auf die Motorfunktion des zu untersuchenden Motorproteins eine aktivieren-
de oder inhibierende Wirkung hat.

Der direkte Nachweis der Bewegung des Motorproteins erfolgt hierbei durch
das optische Detektieren der Fluoreszenz, also eine ortsaufgeléste Messung

des Fluoreszenzmarkers.

Das Enzym sorgt hierbei daflir, dass eine negative Beeinflussung der Fluores-
zenz beispielsweise durch Sauerstoff gechemmt wird und somit eine Aufldsung
aufgrund der erhohten Signalstarke des Fluoreszenzsignals erhdht ist. Da Sau-
erstoff in Verbindung mit fiir die Fluoreszenzmessung bendtigter intensiver
Beleuchtung nicht nur Farbstoffe, sondern auch Motorproteine schadigen

kann, werden Verfalschungen der Messung durch Schiaden an den Motorpro-
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teinen bzw. Filamenten durch Zugabe des Enzyms vermieden.

Durch die automatisierte Vorbereitung der Messung kann der Probenaufnah-
mebehilter, der typischerweise mehrere Vertiefungen aufweist, um parallel
oder nacheinander mehrere Wirkstoffe untersuchen zu koénnen, schneller

vermessen werden und ein Durchsatz des Verfahrens wird drastisch erhéht.

Als Fluoreszenzmarker kann ein Quantenpunkt, der auch als "quantum dot"
bezeichnet wird, verwendet werden. Typischerweise ist der Fluoreszenzmar-
ker ein Fluoreszenzfarbstoff wie Rhodamin, Fluoreszein, Alexa 488 und bzw.
oder Cy5. Zum Markieren des Motorproteins bzw. der Motorproteine kann
ein fluoreszentes Protein wie griin fluoreszierendes Protein (green fluorescent
protein, GFP), aber auch ein Protein-Tag wie beispielsweise ein Snap-Tag ver-

wendet werden.

Als Enzym wird vorzugsweise Glucose-Oxidase und/oder Pyranose-Oxidase
der Losung zugegeben. Optional wird der Losung entweder Glucose-Oxidase
oder Pyranose-Oxidase zugegeben. Wahrend Glucose-Oxidase zwar ebenfalls
die beabsichtige Wirkung entfaltet, jedoch einen Abfall des pH-Werts {iber der
Zeit aufweist, bleibt der pH-Wert bei Pyranose-Oxidase lber der Zeit kon-
stant, so dass hier bei zeitlich stabilen Versuchsbedingen die Aktivitdt beson-
ders gut untersucht werden kann. Pyranose-Oxidase sorgt dafiir, dass Sauer-
stoff aus dem System entfernt wird. Somit wird eine Schadigung der beteilig-
ten Proteine und Fluoreszenzfarbstoffe durch Licht wahrend der Fluores-

zenzmessungen verringert.

Mindestens ein Mikrotubulus und/oder ein Aktinfilament wird typischerweise
als Filament des Zytoskeletts eingesetzt, wobei Kinesin, Dynein und/oder
Myosin als Motorprotein verwendet werden kann. Diese Kombination erlaubt
eine zuverldassige Messung der Aktivitat aufgrund zueinander korrespondie-
render Molekiile. Da das Motorprotein Myosin mit dem Filament Aktin zu-
sammenwirkt und das Motorprotein Dynein und/oder das Motorprotein
Kinesin mit dem Filament Mikrotubulus zusammenwirkt wird vorteilhafter-
weise die Kombination Myosin und Aktin bzw. die Kombination Dynein

und/oder Kinesin mit Mikrotubulus eingesetzt.
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Das Motorprotein und/oder das Filament kann liber unspezifische Adsorption
oder eine spezifische Bindung auf der Oberflache der Vertiefung des Proben-
aufnahmebehilters angeordnet werden. Bevorzugt wird das Motorprotein
und/oder das Filament iber unspezifische nicht-kovalente Wechselwirkungen,
Uber spezifische nicht-kovalente Wechselwirkungen oder liber mindestens
eine chemisch kovalente Bindung auf der Oberflache der Vertiefung des Pro-
benaufnahmebehilters angeordnet. Besonders bevorzugt wird das Motorpro-
tein oder das Filament {iber einen Antikérper auf der Oberflache der Vertie-
fung des Probenaufnahmebehilters angeordnet, wobei der Antikérper optio-
nal Uber ein Adapterprotein ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Prote-
in A, Protein G und Derivate und Kombinationen hiervon an der Oberfldche (3)
immobilisiert wird. Hierbei ist aufgrund der zuverldssigeren Bindung die Ver-
wendung von Antikdrpern zwar bevorzugt, allerdings liefert auch die unspezi-
fische Adsorption den gewiinschten Effekt. Alternativ oder zusatzlich kénnen
auch Polymere und eine kovalente Kopplungschemie bzw. andere Proteine

verwendet werden, die spezifisch an das Filament bindet.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform wird die Oberflaichedurch eine
Silanisierung mit einer Silanverbindung, vorzugsweise Dichlordimethylsilan,
beschichtet.

Um die Aktivitdt des Motorproteins zu verbessern, kann die Oberflache vor
dem Aufbringen des Motorproteins oder des Filaments des Zytoskeletts durch
bereichsweises Aufbringen eines Moleklils, vorzugsweise eines Molekiils aus-
gewahlt aus der Gruppe bestehend aus Polyol, Polyethylenglycol, Derivate von
Polyethylenglycol, Albumin, Casein und Mischungen hiervon, insbesondere
Casein, vorbehandelt werden. Dieses Molekiil kann insbesondere nach einer

Beschichtung der Oberflache mit einer Silanverbindung aufgebracht werden.

Die Oberflache kann auch mit Polymer, zum Beispiel Polyethylenglycol, PEG,
bereichsweise vorbehandelt werden. Somit kann nur auf bestimmten, nicht
geblockten Bereichen eine Detektion erfolgen und definierte raumliche Mess-

bereiche gegeben sein.

Vorzugsweise wird eine der Oberflache der Vertiefung des Probenaufnahme-

behilters gegeniiberliegende AuBenseite des Probenbehilters oder die Ober-
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fliche der Vertiefung selbst durch eine Silanisierung mit einer
Silanverbindung, vorzugsweise Dichlordimethylsilan oder 1H,1H,2H,2H-
Perfluorodecyltrichlorosilan, beschichtet, um eine Immersionsmikroskopie
durchfiihren zu kdnnen, da auf silanisierten Oberflachen Flissigkeitstropfen

stabiler sind.

Vor dem Aufbringen des Motorproteins oder des Filaments des Zytoskeletts
kann die Oberflache durch Splilen mit einem alkalischen Reiniger, Ethanol und

bzw. oder destilliertem Wasser gereinigt werden.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform umfasst das optische Detektieren des

Fluoreszenzfarbstoffs

i) eine ortsaufgeléste Messung des Fluoreszenzmarkers, bevorzugt eine
interne Totalreflexionsmikroskopie und/oder Inversionsmikroskopie;
und/oder

ii) die Anregung des Fluoreszenzfarbstoffs mit einem Laser.

Der Fluoreszenzfarbstoff kann ausgewahlt sein aus der Gruppe bestehend aus
anorganischen Fluoreszenzfarbstoffen, organischen Fluoreszenzfarbstoffen
und Mischungen hiervon, bevorzugt ausgewahlt aus der Gruppe bestehend
aus Quantum Dot, organisches Fluoreszenzmolekil mit einer molaren Masse
von < 1,2 kDa und fluoreszierendes Protein, besonders bevorzugt ausgewahlt
aus der Gruppe bestehend aus Rhodamin, Fluorescein, Alexa 488, Cy5, GFP

und Kombinationen hiervon.

Der Fluoreszenzfarbstoff kann GUber mindestens eine chemisch kovalente Bin-
dung mit dem Filament des Zytoskeletts und/oder dem Motorprotein verbun-

den sein.

Das Filament des Zytoskeletts kann mit einem ersten Fluoreszenzfarbstoff und
das Motorprotein mit einem zweiten Fluoreszenzfarbstoff markiert sein, wo-
bei der erste und zweite Fluzoreszenzfarbstoff optional ein FRET-Paar bilden
und das optische Detektieren des Fluoreszenzfarbstoffs eine FRET-Messung

umfasst.
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Der Lésung kann ferner ein Reduktionsmittel, bevorzugt Dithiothreitol, zuge-

geben werden.

Dariberhinaus ist es bevorzugt, wenn der Losung eine Pyranose, insbesonde-

re Glukose, zugegeben wird.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird der Losung ferner mindestens ein
Abbauinhibitor eines Filaments des Zytoskeletts, bevorzugt ein Abbauinhibitor
von Mikrotubuli und/oder Aktinfilamenten, besonders bevorzugt ein Abbau-
inhibitor ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Taxol, Taxol-Derivate,
Phallotoxin, Phallotoxin-Derivate und Mischungen hiervon, zugegeben. Wird
als Filament des Zytoskeletts ein Mikrotubulus eingesetzt, ist die Zugabe von
Taxol und seinen Derivaten bevorzugt. Wird als Filament des Zytoskeletts
Aktin eingesetzt, ist die Zugabe von Phallotoxin und seinen Derivaten (z.B.

Phalloidin) bevorzugt.

Der Probenaufnahmebehdlter kann ein Material enthalten oder daraus beste-
hen, das fiir Licht im Wellenlangenbereich von 400 nm bis 780 nm transparent
ist, bevorzugt in diesem Wellenldngenbereich transparentes Glas und/oder

transparenter Kunststoff.

Ferner wird erfindungsgemaR ein System zur automatisierten Detektion einer
Aktivitat von Wirkstoffen in einer Losung bereitgestellt. Dieses System weist
eine Beflllvorrichtung und eine optische Aufnahmeeinrichtung auf. Die
Befiillvorrichtung ist dazu ausgebildet, mindestens einen Probenaufnahmebe-
halter automatisiert zu befiillen und ist vorzugsweise ein Pipettierroboter. Die
optische Aufnahmeeinrichtung ist eingerichtet, den Fluoreszenzmarker in der
Losung automatisiert zu detektieren. Typischerweise ist die optische Aufnah-
meeinrichtung zum Durchfiihren einer internen Totalreflexionsfluoreszenz-
mikroskopie mit einem Immersionsobjektiv ausgestattet, um eine mdoglichst

hohe Auflésung zu erreichen und auch einzelne Molekiile abbilden zu kénnen.

Insbesondere enthalt das erfindungsgemafBe System zur automatisierten De-
tektion einer Aktivitat von Wirkstoffen in einer Losung eine Beflllvorrichtung,
wobei die Befiillvorrichtung einen ersten Vorratsbehalter fir ein Filament des

Zytoskeletts und  ein Motorprotein enthalt, wobei das Filament des
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Zytoskeletts und/oder das Motorprotein mit einem Fluoreszenzfarbstoff mar-
kiert ist,

wobei die Befiillvorrichtung einen zweiten Vorratsbehalter fiir einen Wirkstoff
enthalt;

wobei die Befillvorrichtung einen dritten Vorratsbehalter fiir ein Enzym zur
Verbesserung der Fluoreszenzeigenschaften der Losung enthalt;

wobei die Befiillvorrichtung einen vierten Vorratsbehalter fir Adenosintri-
phosphat enthalt; und

wobei die Befillvorrichtung dazu konfiguriert ist, Motorprotein, das zu dem
jeweiligen Motorprotein korrespondierendes Filament eines Zytoskeletts,
Wirkstoff, Enzym und Adenosintriphosphat automatisiert und sequenziell auf
eine Oberflache in einer Vertiefung mindestens eines Probenaufnahmebehal-
ters aufzubringen.

Ferner enthdlt das System eine optische Aufnahmeeinrichtung zum automati-

sierten Detektieren des Fluoreszenzfarbstoffs in der Losung.

In einer bevorzugten Ausgestaltungsform enthalt der dritte Vorratsbehialter
ein Enzym, bevorzugt Glucose-Oxidase und/oder Pyranose-Oxidase, optional

entweder Glucose-Oxidase oder Pyranose-Oxidase.

Der erste Vorratsbehalter der Befiillvorrichtung kann eine erste Kammer und
eine zweite Kammer aufweisen, wobei die erste Kammer das Motorprotein

enthalt und die zweite Kammer das Filament des Zytoskeletts enthilt.

Das System ist vorzugsweise dazu konfiguriert, automatisiert auf eine Oberfla-

che in einer Vertiefung mindestens eines Probenaufnahmebehalters

i) erst ein Motorprotein (1) und anschlieBend ein zu dem jeweiligen Motor-
protein (1) korrespondierendes Filament (4) eines Zytoskeletts aufzubrin-
gen; und/oder

ii) erst ein Filament (4) eines Zytoskeletts und anschliefend das zu dem Fi-
lament (4) des Zytoskeletts korrespondierende Motorprotein (1) aufzu-
bringen; und

dann den Wirkstoff und das Enzym zur Verbesserung der Fluoreszenzeigen-

schaften der Losung zuzugeben und anschlieBend Adenosintriphosphat zuzu-

geben.
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Das System kann

i) dazu konfiguriert sein, eine ortsaufgeloste Messung eines Fluoreszenz-
farbstoffs, bevorzugt eine interne Totalreflexionsmikroskopie und/oder
Inversionsmikroskopie, durchzufiihren; und/oder

ii) einen Laser zur Anregung eines Fluoreszenzfarbstoffs enthalten.

Die optische Aufnahmeeinrichtung kann zum Durchfiihren einer internen To-
talreflexionsfluoreszenzmikroskopie mit einem Immersionsobjektiv ausgebil-

det sein.

Das System kann eine Steuer- und Auswerteeinheit (14) zum automatisierten

Ansteuern, Messen und Auswerten enthalten.

Das System enthalt bevorzugt eine Laserstrahlungsquelle zum Anregen des

Fluoreszenzfarbstoffs mit einem Laserstrahl.

Das System kann dadurch gekennzeichnet sein, dass der

i) erste Vorratsbehélter ein Filament des Zytoskeletts und ein Motorprotein
enthalt; und/oder

ii) zweite Vorratsbehalter einen Wirkstoff enthalt; und/oder

iii) vierte Vorratsbehalter Adenosintriphosphat enthalt.

Die Befiillvorrichtung kann einen fiinften Vorratsbehalter fiir ein Reduktions-
mittel aufweisen, wobei der filinfte Vorratsbehalter bevorzugt ein Redukti-
onsmittel, vorzugsweise Dithiotreitol, und/oder eine Pyranose, vorzugsweise

Glucose, enthilt.

Der Probenaufnahmebehalter weist vorzugsweise mehr als eine Vertiefung
zur Aufnahme der Losung auf, so dass automatisiert mit hohem Durchsatz die

Aktivitat der Wirkstoffe gemessen werden kann.

Es kann auch vorgesehen sein, dass die Beflllvorrichtung in einem ersten
Schritt die Vertiefungen nur mit der L&sung sowie Motorproteinen und Fila-
menten fillt, und nachfolgend in einem separaten zweiten Schritt den Wirk-

stoff sowie das Enzym zu dieser Lésung hinzugibt.
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Ausfihrungsbeispiele der Erfindung sind in den Zeichnungen dargestellt und

werden nachfolgend anhand der Figuren 1 bis 6 erldutert.

Es zeigen:

Fig. 1 eine schematische seitliche Ansicht einer mit Casein blockierten Ober-
flache mit darauf aufgebrachtem Motorprotein und an einem Motor-

protein angeordnetem Filament des Zytoskeletts;

Fig. 2 eine Figur 1 entsprechende Ansicht, bei dem das Motorprotein tber
Antikérper und ein Verbindungsprotein auf der Oberflache angeordnet

ist;

Fig. 3 eine Figur 1 entsprechende Ansicht, bei dem das Filament {iber Anti-
kdrper auf der Oberfliche angebracht ist und das Motorprotein an

dem Filament angeordnet ist;

Fig. 4 eine Mikrotiterplatte als Probenaufnahmebehilter;

Fig. 5 ein schematisch dargestelltes automatisiertes Beflillen des Probenauf-

nahmebehilters und

Fig. 6 ein schematisch dargestelltes automatisiertes optisches Vermessen

des Probenaufnahmebehilters.

Figur 1 zeigt in einer schematischen seitlichen Ansicht eine Oberflache 3 einer
Vertiefung eines Probenaufnahmebehilters, die bereichsweise mit Casein 7
blockiert ist. Auf den nicht durch das Casein 7 blockierten Bereichen der Ober-
flache 3 ist durch unspezifische Absorption ein Motorprotein 1, im dargestell-
ten Ausfilhrungsbeispiel Kinesin, angeordnet. An dem Ende des Motorprote-
ins 1, das dem auf der Oberflache 3 angeordneten Ende des Motorproteins 1
entgegengesetzt ist, steht das Motorprotein 1 mit einem Filament 4 eines
Zytoskeletts in Kontakt. Im dargestellten Ausfiihrungsbeispiel ist das Filament
4 ein Mikrotubulus. Das Filament 4 korrespondiert zu dem verwendeten Mo-
torprotein 1, so dass unter Zugabe bzw. Verbrauch von Adenosintriphosphat

eine durch das Motorprotein 1 initiierte Bewegung des Filaments 4 erfolgt.
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Um diese Bewegung detektieren zu kénnen, ist in dem dargestellten Ausfiih-
rungsbeispiel an dem Filament 4 ein Fluoreszenzfarbstoff 5 angeordnet. Da
diese Fluoreszenzfarbstoffe 5 ortsfest an ihrem jeweiligen Trager fixiert sind,
kann aus der Detektion dieser fluoreszierenden Punkte auf eine Bewegung
des Filaments 4 geschlossen werden. In weiteren Ausfiihrungsbeispielen kann,
wie in Figur 1 beispielhaft ebenfalls dargestellt, der Fluoreszenzfarbstoff 5

alternativ oder zusatzlich auch an dem Motorprotein 1 angeordnet sein.

Der in Figur 1 dargestellte Gleitassay kann in dem dargestellten Ausfiihrungs-
beispiel fir eine ganze Mikrotiterplatte mit 384 Napfchen erhalten werden,
indem zum Aufbringen der Caseinbeschichtung zunachst 288 ul von
10 mg/ml Casein 7, 57,80 ul von 100mM Adenosintriphosphat sowie
5414,40 ul von 80 mM PIPES pH 6.9, 1 mM EGTA, 1mM MgCl, (BRB8O,
Brinkley's Reconstitution Buffer) als Puffer auf die Oberflache 3 aufgebracht
werden. Die gesamten 15 pl dieser Caseinlésung werden in ein einzelnes
Napfchen der Mikrotiterplatte gegeben und verbleiben fiir eine Inkubations-
zeit von 3 Minuten darin. AnschlieBend wird die Caseinlésung aus den
Napfchen entfernt. Die hier und im Folgenden wiedergegebenen Konzentrati-
onsangaben beziehen sich auf eine Mikrotiterplatte mit 384 Ndpfchen ohne

Beriicksichtigung des Totvolumens.

Kinesin als Motorprotein 1 wird aufgebracht, indem 11,5pul von
10 mg/ml Casein 7, 115,2 ul von 0,2 mg/mlKinesin-1, 115,2 ul von 1M
Dithiotreitol (DTT), 57,6 ul von 1mM Adenosintriphosphat und 5460,5 pl
BRB80 aufgebracht werden. Diese Kinesinldsung wird ebenfalls in jedes der
Napfchen eingebracht und verbleibt dort fiir 3 Minuten, bevor sie entfernt
wird. AnschlieBend kann nochmals je 16512 ul Caseinlésung zweimal in die
Napfchen eingebracht werden und wird ohne Inkubationszeit aus diesen wie-

der entfernt.

Durch Aufbringen einer "motility solution" wird schlieBlich das Filament 4 des
Zytoskeletts auf dem Motorprotein 1 angeordnet. Hierzu wird 115,2 ul von
10 mg/ml Casein 7, 292,3 yul 0,67 pM Mikrotubuli, 230,4 ul 2M Glucose,
28,8 ul 2 mg/ml Catalase, 230,4 ul 1M Dithiotreitol, 57,6 ul 1mM Taxol,
97,7 ul BRB80 und 57,6 ul von 100 mM Adenosintriphosphat aufgebracht.
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Nach dem Einbringen in die Napfchen verbleibt diese Losung auch darin.

SchlieBlich wird in dem gezeigten Ausfiihrungsbeispiel noch Pyranose-Oxidase
(PO) beigefuigt, indem 147,2 ul 27 mg/ml PO, 3116,8 ul BRB80 und 576 pl ins-
gesamt oder 1,5 pl in jedes der Napfchen von verschiedenen Konzentrationen
eines Inhibitors als Wirkstoff zugefiigt werden. Auch die Inhibitorlésung ver-
bleibt zusammen mit der Beweglichkeitslésung oder "motility solution" in den
Napfchen. Zusatzlich wird abschlieBend noch Mineralél in die Napfchen

pipettiert. Alle Pipettierschritte werden automatisiert durchgefiihrt.

In Figur 2 ist in einer Figur 1 entsprechenden Darstellung ein weiteres Ausfiih-
rungsbeispiel gezeigt, bei dem nun das Motorprotein 1 nicht direkt, also in
unmittelbarem berithrendem Kontakt auf der Oberfliche 3 angeordnet ist,
sondern auf der Oberflaiche 3 ein Verbindungsprotein 12, namlich Protein
A/G, und darauf ein Antikdrper 6 angeordnet ist. Das Motorprotein 1 selbst ist
an den Antikérper 6 gebunden. Wiederkehrende Merkmale sind in dieser Fi-
gur wie auch in den folgenden Figuren mit identischen Bezugszeichen verse-

hen.

Diese Konfiguration kann beispielsweise fiir eine Mikrotiterplatte mit
384 Napfchen erreicht werden, indem zundchst die Napfchen mit 5760 ul BRB
80 gefillt und dieses wieder daraus entfernt wird sowie anschlieBend eine
Protein A/G-L6sung aus 5644,8 ul BRB80 und 115,2 ul Protein A/G fir 3 Minu-
ten Inkubationszeit in den Napfchen verbleibt. In einem nachsten Schritt wird
mit der bereits beschriebenen Caseinlésung zwei Mal gespiilt und eine Anti-
kdrperlosung aus 5356,8 ul BRB80 und 288 ul Anti-his-Antikorper sowie

115,2 ul Casein 7 fiir 3 Minuten einwirken gelassen.

Nach weiterem zweimaligem Spilen mit je 16512 ul Casein 7 wird eine
Kinesinldésung fur wiederum 3 Minuten in die Napfchen aufgebracht und mit
Caseinlosung zwei Mal gespiilt. Diese Kinesinlésung umfasst im beschriebenen
Ausfuhrungsbeispiel 11,5 pl Casein 7, 91 ul 0,76 mg/ml gekiirztes Kines-1 (mit
His-tag), 115,2 ul Dithiotreitol, 57,6 ul von 1mM Adenosintriphosphat und
5484,7 ul BRB&0.

SchlieBlich wird auch hier wiederum die "motility solution", dann der Inhibitor
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samt Pyranose-Oxidase und Mineral6l zum Verhindern einer Verdampfung in
die Napfchen pipettiert und untersucht.

Statt des gentechnisch hergestellten Fusionsproteins A/G k&nnen auch die
bakteriellen Proteine A und G verwendet werden. Diese Proteine haben die
Funktion, antikérperspezifisch zu binden und so Bakterien vor dem Immunsys-
tem zu tarnen. In weiteren Ausfiihrungsbeispielen kann das Verbindungspro-
tein auch weggelassen werden und die Antikérper 6 direkt an die Oberflache 3
gebunden werden. Durch die Verwendung von Protein A/G wird jedoch die
Dichte der Antikdrper und somit der Motorproteine auf der Oberflache 3 er-
hoht.

In dem in Figur 2 dargestellten Ausfiihrungsbeispiel ist ein Fluoreszenzfarb-
stoff 5' wie in dem in Figur 1 gezeigten Ausfiihrungsbeispiel an dem Filament
4, also dem Mikrotubulus, angebracht, wahrend ein Fluoreszenzfarbstoff 5"

an dem Motorprotein befestigt ist.

Wahrend die in den Figuren 1 und 2 dargestellten Anordnungen als sogenann-
te "Gleitassays" oder "gliding assays" bezeichnet werden, kann auch ein
"Schrittassay" oder "stepping assay" realisiert werden und ist in Figur 3 in ei-
ner Figur 1 entsprechenden Ansicht dargestellt. In dem gezeigten Ausfiih-
rungsbeispiel ist das Filament 4 mit daran angebrachtem Fluoreszenzfarbstoff
5’ iber direkt auf der Oberflache 3 angeordnete Antikérper 6 mit der Oberfla-
che 3 verbunden, die aus Glas oder einem im optischen Wellenlangenbereich
transparenten Kunststoff sein kann. Auf dem Filament 4 ist das Motorprotein
1 mit daran angebrachtem Fluoreszenzfarbstoff 5 angeordnet, wobei ver-
schiedene Farbstoffe (5" und 5’) fiir das Filament 4 und das Motorprotein 1
verwendet werden. Das Filament 4 ist im dargestellten Ausfiihrungsbeispiel
mit Rhodamin 5" markiert, wahrend das Motorprotein 1 mit GFP 5”” versehen
ist. Dieses Motorprotein 1 "schreitet" nun nach Zugabe von Adenosintriphos-
phat entlang des Filaments 4. Zur Vorbereitung der ganzen Mikrotiterplatte
wird auf der Oberflache 3 eine Silanschicht 8 abgeschieden. Nachfolgend die
bereits beschriebene Antikérperlésung fir 3 Minuten Inkubationszeit in die
Napfchen eingebracht und mit BRB80 nach Entfernen der Antikdrperldsung
gesplilt. Zum Blockieren der Oberflache 3 wird nun eine Blockierldsung aus
5760 pl BRB80 und 0,58 g F127, einem Polyol, hergestellt und in die Napfchen
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eingebracht. F127 scheidet sich dann als zusatzliche Schicht 16 auf der
Silanschicht 8 ab. Nach 20 Minuten wird diese Blockierldsung entfernt und
nach Waschen mit 16347 ul BRB80 samt 165 pl 1M Taxol eine Losung der
Mikrotubuli fir 5 Minuten eingebracht. Die letztgenannte Losung ist nun je-
doch aus 292,3 pl Mikrotubuli als Filamente 4, 57,6 ul 1M Taxol und 5410,1 ul
BRB80 hergestellt. Nachdem diese Losung entfernt wurde und wiederum mit
16347 ul BRB80 samt 165 pul 1M Taxol gesplilt wurde, wird eine Beweglich-
keits-Kinesin-Lésung und die bereits beschriebene Inhibitorlésung sowie Mi-
neral6l eingebracht. Die Beweglichkeits-Kinesin-Losung setzt sich zusammen
aus 76,8 p Casein 7, 0,13 pl 0,076 mg/ml gekirztem Kinesin-1, 230,4 ul Gluko-
se, 38,4 ul Catalase, 38,4 ul Dithiotreitol, 38,4 ul Taxol, 38,4 pl von 100mM
Adenosintriphosphat und 3417,47 ul BRB8O0.

In Figur 4 ist in einer perspektivischen Ansicht der Probenaufnahmebehalter 2
gezeigt. Der Probenaufnahmebehdlter 2 ist eine Mikrotiterplatte oder
"microwell plate”, die auch "microtiter plate" bezeichnet wird, und die typi-
scherweise zwischen 6 und 1536 Napfchen als Vertiefungen 9 zur Aufnahme
einer einen zu untersuchenden Wirkstoff enthaltenden L&sung aufweist. Die
Vertiefungen 9 haben hierbei ein Fillvolumen von zwischen 0,01 ml und 5 ml.
Der Probenaufnahmebehilter 2 ist aus Kunststoff, der vorzugsweise zumin-
dest an seiner Unterseite oder auch insgesamt transparent in dem Wellenlan-
genbereich des elektromagnetischen Spektrums ist, der zur Fluoreszenzanre-
gung und Detektion verwendet wird. Typischerweise ist dies ein sichtbarer
Bereich mit Wellenldngen zwischen 400 nm und 780 nm. Auf einer den Off-
nungen der Vertiefungen 9 entgegengesetzten AuBenseite des Probenauf-
nahmebehilters 2 ist die Silanschicht 8 aus Dichlordimethylsilan oder
1H,1H,2H,2H-Perfluorodecyltrichlorosilan aufgebracht, um einen Tropfen ei-

ner Immersionsflissigkeit darauf aufbringen und stabil halten zu kénnen.

Bevor die Napfchen des dargestellten Probenaufnahmebehilters 2 mit der zu
untersuchenden Losung gefiillt werden, kann eine Reinigung derselben vorge-
sehen sein. In einem moglichen Beispiel dieser Reinigung werden alle Vertie-
fungen 9, d. h. die Napfchen, mit Mucasol®, einem alkalischen Reiniger, ge-
fllt, der im Verhaltnis 1:20 in destilliertem Wasser (dH,0) verdiinnt wurde.
Nachfolgend wird der gefiillte Probenaufnahmebehalter 2 fiir 15 Minuten mit

Ultraschall behandelt und mit destilliertem Wasser gespiilt. Die Vertiefungen
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9 werden danach mit reinem Ethanol gefiillt und wiederum fir 10 Minuten
dem Ultraschall ausgesetzt. Durch zweiminitiges Spilen mit destilliertem
Wasser und zweimindtiges Spulen mit doppelt destilliertem Wasser (ddH,0)
wird eine hinreichende Reinigung fiir die nachfolgende automatisierte Unter-

suchung der Wirkstofflosung erlangt.

Figur 5 zeigt den in Figur 4 dargestellten Probenaufnahmebehalter 2, wiahrend
er automatisiert von einem Pipettierroboter 10 mit einer Lésung befillt wird.
Der Pipettierroboter 10 fihrt hierbei mit einer Pipette oberhalb der Offnun-
gen der Vertiefungen 9 iiber den Probenaufnahmebehalter 2 und nacheinan-
der einzelne der Vertiefungen 9, sobald er lhnen fluchtend gegeniiber steht,
mit der Losung, die den zu untersuchenden Wirkstoff sowie Adenosintriphos-
phat und ein Enzym enthalt. Dabei kdnnen in der Losung bereits vor dem
Befiillen die genannten Bestandteile enthalten sein, es kbnnen aber auch se-
quenziell nacheinender einzelne Bestandteile in die Vertiefungen 9 einge-
bracht werden.

Der Pipettierroboter 10 fahrt typischerweise parallel, also mit gleichbleiben-
dem Abstand, lber den Probenaufnahmebehilter 2, kann aber auch zum
Befiillen ndaher an den Probenaufnahmebehalter 2 bewegt werden. Das Enzym
in der Losung ist Glucose-Oxidase oder Pyranose-Oxidase, um wahrend der
nachfolgenden Detektion der Bewegung des Filaments 4 gleichbleibende Be-
dingungen, insbesondere eine Sauerstoffreduzierung und bzw. oder bei der
Verwendung von Pyranose-Oxidase einen stabilen pH-Wert gewdhrleisten zu
kdnnen. An einer Unterseite des Probenaufnahmebehdlters 2 ist ein Glasbo-

den 16 angebracht, auf dem die Silanschicht 8 angeordnet ist.

In Figur 6 ist die optische Aufnahmeeinrichtung 11 dargestellt, die die in den
einzelnen Vertiefungen 9 enthaltene Losung untersucht. Auf dem Probenauf-
nahmebehialter 2 ist ein Tropfen 13 einer Immersionsflissigkeit angeordnet,
und die optische Aufnahmeeinrichtung 11, im dargestellten Ausfiihrungsbei-
spiel ein Mikroskop, das interne Totalreflexionsmikroskopie durchfiihrt, misst
nacheinander jede der in den einzelnen Vertiefungen 9 enthaltene Flissigkeit.
Hierzu wird, beispielsweise (iber einen Laser, zunachst der Fluoreszenzfarb-
stoff 5 zur Fluoreszenz angeregt und nachfolgend die Bewegung des Farb-
stoffs &rtlich und zeitlich aufgel®st detektiert. Figur 6 gibt den Messvorgang
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nur schematisch wieder, es kann im Gegensatz zur Darstellung auch eine In-
versionsmikroskopie angewandt werden. Die erhaltenen Daten werden von
der optischen Aufnahmeeinrichtung 11 an eine Steuer- und Auswerteeinheit
14 weitergeleitet, die die optische Aufnahmeeinrichtung 11 zum automatisier-
ten Messen ansteuert. AuRerdem werden die ausgewerteten Daten von der
Steuer- und Auswerteeinheit 14 an eine Anzeigeeinheit 15 tGbergeben und
dort fur einen Benutzer dargestellt. Die Steuer- und Auswerteeinheit 14 ist
typischerweise ein einzelner Computer, es kann aber auch vorgesehen sein,
dass eine einzelne Steuereinheit zum Steuern der optischen Aufnahmeeinrich-
tung 11 und eine davon separierte Auswerteeinheit, typischerweise ein Re-

chencluster mehrerer Rechner, vorgesehen ist.

Die Silanschicht 8 kann beispielsweise aufgebracht werden, indem zunachst
zum Reinigen eine Losung aus Ammoniumhydroxid, Wasser und Wasserstoff-
peroxid (Verhaltnis 1:1:1) fir 30 Minuten auf einer Rickseite, beispielsweise
dem Glasboden 16, des Probenaufnahmebehilters 2 einwirkt, nachfolgend
mit doppelt destilliertem Wasser abgespllt wird und Flissigkeitsriickstande
mit Stickstoff beseitigt werden. Zur Beschichtung werden entweder: 25 ml
Trichlorethylen samt 12,5 pul Dichlorodimethylsilan auf die zu beschichtende
Riickseite des Probenaufnahmebehialters 2 aufgebracht und fiir 60 Minuten
dort belassen, oder: 20ul 1H,1H,2H,2H-Perfluorodecyltrichlorosilan neben den
Probenaufnahmebehélter in einen Exsikkator gegeben und im Vakuum (vor-
zugsweise < 50 mBar) fur 3 h inkubiert. AnschlieRend erfolgt ein erstes Spiilen
mit Methanol fir 5 Minuten sowie ein zweites Spilen mit Methanol fir
15 Minuten. Der Probenaufnahmebehilter 2 wird wiederum mit doppelt des-
tilliertem Wasser zwei Minuten gespiilt und mit Stickstoff durch Blasen restli-

che Fliissigkeit entfernt.

Die optische Aufnahmeeinrichtung 11 kann hierbei eine CCD (charge coupled
device)-Kamera aufweisen mit einer PixelgréBe von 161 nm und mit einer
Belichtungszeit von 300 ms und einer Objektivlinse mit 40-facher Vergrofe-

rung Bilder mit einer Rate von 1,6 Bildern/Sekunde aufnehmen.

Die angegebenen Werte zum Herstellen der genannten Ldsungen kénnen na-
tirlich, falls kleinere oder groRere Mengen hergestellt werden sollen, ent-

sprechend umgerechnet werden, geben mithin also in erster Linie Mengen-
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verhaltnisse zwischen den Ausgangsstoffen der Losungen an.

Lediglich in den Ausfiihrungsbeispielen offenbarte Merkmale der verschiede-

nen Ausfiihrungsformen kénnen miteinander kombiniert und einzeln bean-
sprucht werden.
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Patentanspriiche

Verfahren zur automatisierten Detektion einer Aktivitdt von Wirkstof-

fen in einer Lésung, bei dem

a) automatisiert auf eine Oberflache (3) in einer Vertiefung (9) min-
destens eines Probenaufnahmebehilters (2) ein Motorprotein (1)
sowie auf das Motorprotein (1) ein zu dem jeweiligen Motorprote-
in (1) korrespondierendes Filament (4) eines Zytoskeletts aufge-

bracht wird; oder

b) aufdie Oberflache (3) der Vertiefung (9) des Probenaufnahmebe-
halters (2) das Filament (4) des Zytoskeletts und auf das Filament
(4) des Zytoskeletts das zu dem Filament (4) des Zytoskeletts kor-

respondierende Motorprotein (1) aufgebracht werden; und

wobei das Filament (4) des Zytoskeletts und/oder das Motorprotein (1)
mit einem Fluoreszenzfarbstoff (5) markiert ist, sowie der zu untersu-
chende Wirkstoff und ein Enzym zur Verbesserung der Fluoreszenzei-

genschaften der Losung zugegeben werden,

wobei sich daran anschlieRend Adenosintriphosphat zum Ausldsen ei-
ner Bewegung des Motorproteins (1) sowie des daran angeordneten

Filaments (4) des Zytoskeletts zugegeben wird und

eine durch das Motorprotein (1) verursachte Bewegung des Filaments
(4) des Zytoskeletts durch optisches Detektieren des Fluoreszenzfarb-
stoffs (5) detektiert wird.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass als Enzym
Glucose-Oxidase und/oder Pyranose-Oxidase, optional entweder Glu-

cose-Oxidase oder Pyranose-Oxidase, der Losung zugegeben wird.

Verfahren nach Anspruch 1 oder Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,
dass als Filament (4) des Zytoskeletts mindestens ein Filament einge-

setzt wird, das ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus
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Aktinfilament, Mikrotubulus und Kombinationen hiervon, bevorzugt

ein Mikrotubulus.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch ge-
kennzeichnet, dass als Motorprotein(1) ein Motorprotein eingesetzt
wird, das ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus Kinesin,
Dynein, Myosin und Kombinationen hiervon, bevorzugt ausgewahlt ist
aus der Gruppe bestehend aus Kinesin, Dynein und Kombinationen

hiervon, besonders bevorzugt Kinesin.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriche, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das Motorprotein (1) und/oder das Filament (4) des
Zytoskeletts Uiber unspezifische Adsorption oder eine spezifische Bin-
dung auf der Oberflache (3) der Vertiefung (9) des Probenaufnahme-
behalters (2) angeordnet wird, bevorzugt tiber unspezifische nicht-
kovalente Wechselwirkungen, iber spezifische nicht-kovalente Wech-
selwirkungen oder liber mindestens eine chemisch kovalente Bindung
auf der Oberflache (3) der Vertiefung (9) des Probenaufnahmebehal-
ters (2) angeordnet wird, besonders bevorzugt tiber einen Antikorper
auf der Oberflache (3) der Vertiefung (9) des Probenaufnahmebehal-
ters (2) angeordnet wird, wobei der Antikoérper optional Uiber ein
Adapterprotein ausgewdhlt aus der Gruppe bestehend aus Protein A,
Protein G und Derivate und Kombinationen hiervon an der Oberflache

(3) immobilisiert wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Oberflache (3) durch eine Silanisierung mit ei-
ner Silanverbindung (8), vorzugsweise Dichlordimethylsilan, beschich-

tet wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Oberflache (3) vor dem Aufbringen des Motor-
proteins (1) oder des Filaments (4) des Zytoskeletts durch bereichswei-
ses Aufbringen eines Molekiils (7), vorzugsweise eines Molekils aus-
gewahlt aus der Gruppe bestehend aus Polyol, Polyehtylenglycol, Deri-

vate von Polyethylenglycol, Albumin, Casein und Mischungen hiervon,
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insbesondere Casein, flir das Motorprotein oder das Filament geblockt
wird, wobei das Molekil (7) insbesondere nach einer Beschichtung der

Oberflache (3) mit einer Silanverbindung (8) aufgebracht wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch ge-
kennzeichnet, dass zum Verbessern des automatisierten Durchsatzes
der optischen Detektion eine AuRenseite des Probenbehalters durch
eine Silanisierung mit einer Silanverbindung (8), vorzugsweise

Dichlordimethylsilan, beschichtet wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Oberflache (3) vor dem Aufbringen des Motor-
proteins (1) oder des Filaments (4) des Zytoskeletts durch Spiilen mit
einem alkalischen Reiniger, Ethanol und/oder destilliertem Wasser ge-

reinigt wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch ge-

kennzeichnet, dass das optische Detektieren des Fluoreszenzfarbstoffs
(5)

i) eine ortsaufgeltste Messung des Fluoreszenzmarkers, bevorzugt
eine interne Totalreflexionsmikroskopie und/oder Inversionsmik-

roskopie; und/oder
ii) die Anregung des Fluoreszenzfarbstoffs (5) mit einem Laser;

umfasst.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der Fluoreszenzfarbstoff (5) ausgewahlt ist aus der
Gruppe bestehend aus anorganischen Fluoreszenzfarbstoffen, organi-
schen Fluoreszenzfarbstoffen und Mischungen hiervon, bevorzugt aus-
gewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus Quantum Dot, organisches
Fluoreszenzmolekiil mit einer molaren Masse von < 1,2 kDa und fluo-
reszierendes Protein, besonders bevorzugt ausgewahlt ist aus der
Gruppe bestehend aus Rhodamin, Fluorescein, Alexa 488, Cy5, GFP

und Kombinationen hiervon.
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Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der Fluoreszenzfarbstoff (5) liber mindestens eine
chemisch kovalente Bindung mit dem Filament (4) des Zytoskeletts

und/oder dem Motorprotein (1) verbunden ist.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das Filament (4) des Zytoskeletts mit einem ersten
Fluoreszenzfarbstoff (5°) und das Motorprotein (1) mit einem zweiten
Fluoreszenzfarbstoff (5°) markiert ist, wobei der erste und zweite
Fluzoreszenzfarbstoff (5°, 5°°) optional ein FRET-Paar bilden und das
optische Detektieren des Fluoreszenzfarbstoffs eine FRET-Messung

umfasst.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch ge-

kennzeichnet, dass der Lésung ferner
i) ein Reduktionsmittel, bevorzugt Dithiothreitol; und/oder
ii) eine Pyranose, bevorzugt Glukose;

zugegeben wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der Losung ferner mindestens ein Abbauinhibitor
eines Filaments (4) des Zytoskeletts, bevorzugt ein Abbauinhibitor von
Mikrotubuli und/oder Aktinfilamenten, besonders bevorzugt ein Ab-
bauinhibitor ausgewdhlt aus der Gruppe bestehend aus Taxol, Taxol-
Derivate, Phallotoxin, Phallotoxin-Derivate und Mischungen hiervon,

zugegeben wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der Probenaufnahmebehilter (2) ein Material ent-
halt oder daraus besteht, das fiir Licht im Wellenlangenbereich von
400 nm bis 780 nm transparent ist, bevorzugt in diesem Wellenlan-

genbereich transparentes Glas und/oder transparenter Kunststoff.

System zur automatisierten Detektion einer Aktivitat von Wirkstoffen

in einer Lésung,
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mit einer Beflllvorrichtung, die einen ersten Vorratsbehalter fiir ein Fi-
lament (4) des Zytoskeletts und ein Motorprotein (1) enthalt, wobei
das Filament (4) des Zytoskeletts und/oder das Motorprotein (1) mit

einem Fluoreszenzfarbstoff (5) markiert ist,

wobei die Beflillvorrichtung einen zweiten Vorratsbehalter fiir einen
Wirkstoff enthalt;

wobei die Beflllvorrichtung einen dritten Vorratsbehalter fiir ein En-
zym zur Verbesserung der Fluoreszenzeigenschaften der Losung ent-
halt;

wobei die Beflllvorrichtung einen vierten Vorratsbehalter fiir Adeno-

sintriphosphat enthalt;

wobei die Beflllvorrichtung dazu konfiguriert ist, Motorprotein (1), das
zu dem jeweiligen Motorprotein (1) korrespondierendes Filament (4)
eines Zytoskeletts, Wirkstoff, Enzym und Adenosintriphosphat auto-
matisiert und sequenziell auf eine Oberflache in einer Vertiefung (9)

mindestens eines Probenaufnahmebehalters aufzubringen, und

wobei das System ferner eine optische Aufnahmeeinrichtung (11) zum
automatisierten Detektieren des Fluoreszenzfarbstoffs in der Losung
enthalt.

System nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass der dritte
Vorratsbehalter ein Enzym enthélt, bevorzugt Glucose-Oxidase
und/oder Pyranose-Oxidase, optional entweder Glucose-Oxidase oder

Pyranose-Oxidase, besonders bevorzugt Pyranose-Oxidase enthilt.

System nach einem der Anspriiche 17 oder 18, dadurch gekennzeich-
net, dass der erste Vorratsbehalter der Befillvorrichtung eine erste

Kammer und eine zweite Kammer aufweist, wobei die erste Kammer
das Motorprotein (1) enthéalt und die zweite Kammer das Filament (4)

des Zytoskeletts enthalt.

System nach einem der Anspriiche 17 bis 19, dadurch gekennzeichnet,

dass das System dazu konfiguriert ist, automatisiert auf eine Oberfla-
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che in einer Vertiefung (9) mindestens eines Probenaufnahmebehal-

ters

i) erst ein Motorprotein (1) und anschliefend ein zu dem jeweiligen
Motorprotein (1) korrespondierendes Filament (4) eines

Zytoskeletts aufzubringen; und/oder

ii) erst ein Filament (4) eines Zytoskeletts und anschlieend das zu
dem Filament (4) des Zytoskeletts korrespondierende Motorprote-

in (1) aufzubringen; und

dann den Wirkstoff und das Enzym zur Verbesserung der Fluoreszenz-
eigenschaften der Losung zuzugeben und anschlieBend Adenosintri-

phosphat zuzugeben.

System nach einem der Anspriiche 17 bis 20, dadurch gekennzeichnet,

dass das System

i)  dazu konfiguriert ist, eine ortsaufgeléste Messung eines Fluores-
zenzfarbstoffs (5), bevorzugt eine interne Totalreflexionsmikro-

skopie und/oder Inversionsmikroskopie, durchzufiihren; und/oder
ii) einen Laser zur Anregung eines Fluoreszenzfarbstoffs (5) enthalt.

System nach einem der Anspriiche 17 bis 21, dadurch gekennzeichnet,
dass die optische Aufnahmeeinrichtung (11) zum Durchfiihren einer in-
ternen Totalreflexionsfluoreszenzmikroskopie mit einem Immersions-

objektiv ausgebildet ist.

System nach einem der Anspriiche 17 bis 22, dadurch gekennzeichnet,
dass das System eine Steuer- und Auswerteeinheit (14) zum automati-

sierten Ansteuern, Messen und Auswerten enthalt.

System nach einem der Anspriiche 17 bis 23, dadurch gekennzeichnet,
dass das System eine Laserstrahlungsquelle zum Anregen des Fluores-

zenzfarbstoffs (5) mit einem Laserstrahl aufweist.

System nach einem der Anspriiche 17 bis 24, dadurch gekennzeichnet,

dass der
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i) erste Vorratsbehalter ein Filament (4) des Zytoskeletts und ein Mo-

torprotein (1) enthalt; und/oder
ii) zweite Vorratsbehalter einen Wirkstoff enthalt; und/oder

iii) vierte Vorratsbehalter Adenosintriphosphat enthalt.

System nach einem der Anspriiche 17 bis 25, dadurch gekennzeichnet,
dass die Beflllvorrichtung einen flinften Vorratsbehalter fir ein Reduk-
tionsmittel aufweist, wobei der flinfte Vorratsbehalter bevorzugt ein
Reduktionsmittel, vorzugsweise Dithiotreitol, und/oder eine Pyranose,

vorzugsweise Glucose, aufweist.
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