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die durch spezifische Bindung an die Bioindikatoren diese markieren und ¢) Nachweis der Bioindikatoren durch Messen eines spezifi-
schen Signals der Sonde, wobei Schritt b) vor Schritt a) durchgefiihrt werden kann. Die Erfindung betrifft weiterhin die Verwendung
des Verfahrens zum Nachweis einer Erkrankung oder der Uberpriifung der Wirksamkeit von Wirkstoffen und/oder Heilverfahren sowie
ein Kit zum Nachweis von Bioindikatoren in einer Probe.
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Beschreibung
Verfahren, Verwendung des Verfahrens sowie Kit zum Nachweis von Bioindikatoren

in einer Probe

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren sowie ein Kit zum Nachweis von Bioindi-
katoren in einer Probe, sowie die Verwendung des Verfahrens zum Nachweis einer
Erkrankung oder der Uberpriifung der Wirksamkeit von Wirkstoffen und/oder Heilver-
fahren.

Stand der Technik

Gegenwartig werden Bioindikatoren wie beispielsweise Proteine, Viren, Hormone,

Toxine oder Pestizide standardmafig mit ELISA-ahnlichen Verfahren nachgewiesen.
Ist eine besonders niedrige Konzentration des Bioindikators gegeben, kann das so-

genannte SIMOA-Verfahren eingesetzt werden.
ELISA-Verfahren:

Mit Hilfe des ELISA kénnen Proteine (z. B. Antikérper) und Viren, aber auch nieder-
molekulare Verbindungen wie Hormone, Toxine und Pestizide in einer Probe (Blutse-
rum, Milch, Urin etc.) nachgewiesen werden. Hierbei macht man sich die Eigenschaft
spezifischer Antikdrper zunutze, die an den nachzuweisenden Stoff (Antigen) binden.
Ein Antikdrper wird zuvor mit einem Enzym markiert. Die durch das Reporterenzym
katalysierte Reaktion dient als Nachweis fiir das Vorhandensein des Antigens. Das
s0g. Substrat wird vom Enzym umgesetzt, das Reaktionsprodukt kann Gblicherweise
durch Farbumschlag, eventuell auch durch Chemolumineszenz nachgewiesen wer-
den. Die Signalstarke ist eine mit einem Photometer sehr genau bestimmbare Funk-
tion der Antigenkonzentration, so dass ELISA fir Mehrfachmessungen ausgefiihrt
und auch fur quantitative Nachweise verwendet werden kann. Als Reporterenzyme
werden meistens die Meerrettichperoxidase (HRP, von engl. horseradish peroxi-
dase), die Alkalische Phosphatase (AP) oder seltener auch die Glucose-Oxidase
(GOD) verwendet. Im Falle der Alkalischen Phosphatase wird als Farbstoffsubstrat
(synonym: Chromogen) z. B. p-Nitrophenylphosphat (pNPP) zugegeben, wahrend
bei der Peroxidase meistens o-Phenylendiamin (oPD) verwendet wird. Die alkalische

Phosphatase spaltet den Phosphatrest vom farblosen Nitrophenylphosphat ab und
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es entsteht p-Nitrophenol, welches schwach gelb ist. Die Konzentrationsanderung
des durch die enzymatische Reaktion entstandenen Farbstoffs kann nach dem Lam-
bert-Beer'schen Gesetz mit einem Photometer verfolgt werden. Die Intensitat der
Farbe steigt dabei mit der Konzentration des entstandenen Nitrophenols und damit
auch der Konzentration des zu bestimmenden Antigens in der Probe im Vergleich mit
einer Verdiinnungsreihe mit bekannten Konzentrationen (Standardreihe).

SIMOA-Verfahren:

Der SIMOA Analyzer kombiniert die Einzelmolekiilanalyse mit digitaler ELISA-
Anzeige. Analyte werden in Lésung von antikérperbeladenen Kiigelchen anstelle von
Target-Antikérper-Interaktion an einer Antikdrper-immobilisierten Festphase einge-
fangen. Perlen - mit Target beladen oder nicht - werden in Mikrokavitaten mit Femto-

litergréRe eingefangen und liefern ein digitales Signal (ein / aus) zur Analyse.

Der entscheidende Nachteil der Verfahren nach dem Stand der Technik liegt darin
begriindet, dass zum einen grof3e Probenmengen benétigt werden, um eine Detek-
tion durchfihren zu kénnen. Zum anderen verfiigen die Verfahren nur iber einen ge-
ringen dynamischen Messbereich. Die bisher bekannten Verfahren kénnen nur eine
maximale Sensitivitat im picomolaren Bereich erzielen. SIMOA hat weiterhin den
Nachteil, dass spezielle Reagenzien (Beads) zum Nachweis erforderlich sind und
technisch aufwendige Apparaturen benétigt werden. Weiterhin ist mit SIMOA nur ein
indirekter Nachweis des Analyten durch enzymatische Sekundarreaktionen méglich,
wodurch viele Einflussgréen zu einer Verfalschung der Messergebnisse filhren kén-

nen.

Aufgabe der Erfindung

Aufgabe der Erfindung ist es daher, ein alternatives Verfahren zum Nachweis fur Bio-
indikatoren bereit zu stellen, mit dem insbesondere die Nachteile des Stands der

Technik GUberwunden werden kdnnen.

Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es, ein Kit zur Durchfihrung des alternativen
Verfahrens zum Nachweis fir Bioindikatoren bereit zu stellen. Die Erfindung bezieht
sich weiterhin auf die Verwendung des Verfahrens zum Nachweis einer Erkrankung
oder der Uberpriifung der Wirksamkeit von Wirkstoffen und/oder Heilverfahren.
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Losung der Aufgabe

Die Aufgabe wird gelost mit dem Verfahren des Hauptanspruchs, dem Kit nach dem
Nebenanspruch sowie der Verwendung des Verfahrens geméaf Nebenanspriichen.
Vorteilhafte Ausgestaltungen hierzu ergeben sich jeweils aus den hierauf riickbezo-
genen Patentanspriichen.

Beschreibung der Erfindung

Die Aufgabe wird geldst durch ein Verfahren zur quantitativen und/oder qualitativen
Bestimmung von Bioindikatoren, umfassend folgende Schritte:
a) Immobilisieren von Fangermolekilen fur die Bioindikatoren auf einem
Substrat,
b) In-Kontaktbringen der Bioindikatoren einer Probe mit den Fangermolekdlen,
c) Immobilisieren der Bioindikatoren auf dem Substrat durch Bindung an
Fangermolekile,
d) In-Kontaktbringen der Bioindikatoren mit Sonden, die mindestens ein
Detektionsmolekil enthalten, und
e) Entfernen von nicht spezifisch gebundenen Molekilen und Partikeln z. B.
durch Waschen,
f) Binden der Sonden an die Bioindikatoren,
wobei die Sonden in der Lage sind, ein spezifisches Detektionssignal zu emittieren
und die Schritte b) und d) gleichzeitig oder d) vor b) erfolgen kédnnen und wobei
Sonden und Fangermolekiile eingesetzt werden, die affine Molekdile oder
Molekulteile aufweisen, die an wenigstens eine spezifische Bindungsstelle der
Bioindikatoren binden und diese affinen Molekiile oder Molekulteile der Sonden und

Fanger nicht untereinander tuberlappen.

Auch die Schritte c) und f) kénnen vorteilhaft gleichzeitig durchgefuhrt werden.

In der weiteren Variante des Verfahrens, in welchem die Bioindikatoren mit den Son-
den in Kontakt gebracht werden, bevor diese mit den Fangermolekdlen in Kontakt
gebracht werden, kann eine Immobilisierung von mit Sonden markierten Bioindikato-

ren auf dem Substrat erfolgen.
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Mithin kénnen die Sonden an die Bioindikatoren gebunden werden, bevor die Bioindi-
katoren mit den Fangermolekuilen in Kontakt gebracht werden und an das Substrat

immobilisiert werden.
Damit ist die Aufgabe der Erfindung gelost.

Im Rahmen der Erfindung werden unter der Bezeichnung Bioindikator zum einen
Substanzen und Molekile verstanden, deren Konzentration abhangig ist vom Zu-
stand eines Organismus. Die Uber- oder Unterschreitung eines Konzentrationsgrenz-
wertes des Bioindikators erlaubt dabei Riickschlisse auf eine Zustandsanderung des
Organismus (z.B.: Erkrankung, Heilung). Zu den Substanzen und Molekilen kénnen
beispielhaft Zellen, Gene, Genprodukte, Proteine, Hormone, DNA, RNA oder auch
Enzyme genannt werden. Zum anderen wird unter der Bezeichnung Bioindikator
auch eine Substanz oder ein Molekil verstanden, das in Grenzwert-uberschreiten-
den-Konzentrationen den Zustand eines Organismus verandern kann. Hierzu kénnen
beispielhaft Hormone genannt werden.

Eine weitere Klasse von Bioindikatoren, die den Zustand eines Organismus beschrei-
ben sind Metaboliten. Diese sind bereits von kérpereigenen Enzymen verénderte
Proteine oder kleine organischen Molekile. Die Veranderung am Metabolit kann di-
rekte Ruckschlusse auf bestimmte Erkrankungen erlauben.

In einer Ausgestaltung der Erfindung ist das Verfahren dadurch gekennzeichnet,
dass vor Schritt a) eine Immobilisierung von Fangermolekilen fiir die Bioindikatoren

auf dem Substrat erfolgt.

In einer weiteren Ausgestaltung der Erfindung und des erfindungsgemafen Verfah-
rens kénnen durch In-Kontaktbringen der Bioindikatoren mit Fangermolekilen diese
auf dem Substrat durch Bindung an die Fangermolekule immobilisiert werden.

In einer weiteren Ausgestaltung der Erfindung und des erfindungsgemafen Verfah-
rens konnen nach dem In-Kontaktbringen der Bioindikatoren mit den Sonden nicht
spezifisch gebundene Molekule und Partikel beispielsweise durch Waschen entfernt

werden.
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Es kénnen vorteilhaft Sonden gewahlt werden, welche an die Bioindikatoren binden,
wobei die Sonden, z. B. auch erst nach der Bindung, in der Lage sein kénnen, ein

spezifisches Detektionssignal zu emittieren.

Das In-Kontaktbringen der Bioindikatoren mit den Fangermolekilen und den Sonden

kann gleichzeitig erfolgen.

Das In-Kontaktbringen der Bioindikatoren mit den Sonden kann auch vor dem In-

Kontaktbringen mit den Fangermolekilen erfolgen.

Eine Aufgabe der Erfindung ist es weiterhin, die Bioindikatoren vorzugsweise in ihrer
monomeren Ausgestaltung nachzuweisen. Die Sonden und/oder Féngermolekile
weisen affine Molekiile oder Molekulteile auf, welche spezifische Bindungsstellen der
Bioindikatoren erkennen und an diese binden. Um die Bioindikatoren in ihrer mono-
meren Ausgestaltung nachweisen zu kénnen, sollten diese affinen Molekile oder
Molekiilteile der Sonden und Fangermolekiile an unterschiedliche, spezifische Bin-
dungsstellen der Bioindikatoren binden, so dass die Sonden und Fénger eine gerich-
tete spezifische Bindung an die Bioindikatoren aufbauen. Dazu sollten diese jeweili-
gen spezifischen affinen Molekiile oder Molekulteile der Sonden und Fanger vor-
zugsweise nicht Uiberlappen. Die Bindungsstelle der Bioindikatoren fir die Sonden
und die Fanger sollte sich daher in ihrer Peptidsequenz um wenigstens 5 Aminosau-

ren unterscheiden.

Mit dem vorliegenden Verfahren gelingt der Nachweis der Bioindikatoren in beliebi-
gen Proben und in einem geringen Konzentrationsbereich dieser Bioindikatoren in ei-
ner Probe, vorzugsweise in einem Bereich, der im femtomolaren oder sogar auch im
sub-femtomolaren Bereich liegen kann. Es kann mithin auch ein Einzelnachweis er-

folgen, ohne die Probe aufwandig reinigen zu massen.

AuRerdem kann das Verfahren vorteilhaft einen qualitativen Nachweis von Bioindika-
toren und/oder auch eine Quantifizierung und Charakterisierung in beliebigen Proben
erméglichen. Dadurch wird einerseits eine direkte und absolute Quantifizierung der

Anzahl an Bioindikatoren und andererseits eine Charakterisierung der Gré3envertei-

lung von Bioindikatoren vorteilhaft gewahrleistet.
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Mit dem Verfahren kann weiterhin auch ein semi-quantitativer Nachweis von Bioindi-
katoren erfolgen, wenn die Konzentration des Bioindikators im Vergleich zum Refe-
renzzustand unterhalb oder oberhalb eines vorher jeweils bestimmten Grenzwerts

liegt.

Der Nachweis der Bioindikatoren erfolgt mit einfachen Schritten unmittelbar an belie-
bigen Proben. Mit dem Begriff ,beliebiger Probe” sind auch Puffer mit unterschiedli-
chen Zusatzen oder Kulturmedien gemeint. Auferdem kann die Probe ex vivo aus
Kdérperflussigkeiten entnommen sein bzw. eine solche sein. Es kénnen Proben aus
der Umwelt, wie z. B. Wasser-, Pflanzen- und Bodenproben, sowie Lebensmittel di-

rekt untersucht werden und die Bioindikatoren nachgewiesen werden.

In einer weiteren Variante des Verfahrens kann auch eine direkte Immobilisierung der
Bioindikatoren ohne Féngermolekile auf dem Substrat erfolgen. In dieser Verfah-
rensvariante sollte die Probe mit den Bioindikatoren zunachst vorbehandelt werden,
so dass der zu untersuchende Biomarker, beispielsweise durch eine Immunprazipita-

tion, aus der Probe abgetrennt wurde und homogen vorliegt.

In einer anderen méglichen Variante des Verfahrens, wird die Probe mit den Bioindi-
katoren nach dem In-Kontaktbringen der Bioindikatoren mit den Sonden chemisch fi-
xiert, z. B. durch Formaldehyd.

Optional kann die Probe nach oder wahrend oder vor dem Binden der Sonden an die
Bioindikatoren zusatzlich mit DNA und RNA bindenden Sonden versetzt werden.

In einer Ausgestaltung der Erfindung kann nach der chemischen Fixierung ein Deter-
genz eingesetzt werden, um gegebenenfalls die Membran eines Bioindikators durch-
lassig zu machen und dadurch beispielsweise wahrend des Bindens der Sonden an

die Bioindikatoren, Sonden ins Innere der Bioindikatoren vordringen zu lassen.

Im Sinne der vorliegenden Erfindung bedeutet die ,quantitative Bestimmung* zu-
nachst die Bestimmung der Konzentration der Bioindikatoren, mithin also auch die

Bestimmung ihrer An- und oder -Abwesenheit.

Bevorzugt bedeutet die quantitative Bestimmung auch die selektive Quantifizierung
bestimmter Typen von Biocindikatoren. Eine solche Quantifizierung kann Gber die ent-

sprechenden spezifischen Sonden nachgewiesen werden.
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Im Sinne der vorliegenden Erfindung bedeutet die ,qualitative Bestimmung” die Cha-

rakterisierung der Bioindikatoren.

Eine vorteilhafte Ausgestaltung des Verfahrens ist dadurch gekennzeichnet, dass je-
weils die affinen Molekule oder Molekdlteile der Sonden und/oder Fangermolekile an
wenigstens zwei, oder mehr, spezifische Bindungsstellen der Bioindikatoren binden,
wobei auch hier wieder diese jeweiligen spezifischen affinen Molekiile oder Molekiil-
teile der Sonden und Fénger vorzugsweise nicht Uberlappen.

In einer weiter moglichen Ausgestaltung des Verfahrens kénnen diese jeweiligen affi-
nen Molekiile oder Molekulteile der Sonden und/oder Fangermolekile an wenigstens
zwei, oder mehr, spezifische Bindungsstellen der Bioindikatoren binden, wobei diese
jeweiligen affinen Molekile oder Moleklteile der Sonden und/oder Fangermolekiile

dabei zum einen an wenigstens zwei oder mehr identische oder unterschiedliche Bin-
dungsstellen eines Bioindikators derselben Sorte binden kénnen und/oder zum ande-
ren an wenigstens zwei, oder mehr, unterschiedliche Bindungsstellen von wenigstens

zwei unterschiedlichen Bioindikatoren binden kénnen.

Dies hat zum einen die vorteilhafte Wirkung, dass, insbesondere bei wenigstens zwei
oder mehr identischen Bindungsstellen an einen Bioindikator, die Spezifitat und Sta-
bilitat der Bindung der Fanger und/oder Sonden an den Bioindikator erhéht wird.

Bei der moglichen Ausgestaltung von wenigstens zwei oder mehr unterschiedlichen
Bindungsstellen, die an wenigsteﬁs zwei unterschiedliche Bioindikatoren binden, be-
steht die vorteilhafte Wirkung insbesondere darin, dass beispielsweise auch zwei un-
terschiedliche Bioindikatoren gleichzeitig in einem Verfahrensschritt oder Messpro-
zess nachgewiesen werden kénnen. Dieser besondere Nachweis wird im Folgenden
auch als ,Multiplex“-Nachweis bezeichnet. Die Auswertung der Signale im Multiplex-
Nachweis fiir die beiden unterschiedlichen Bioindikatoren kann dann beispielsweise
Ober zwei separate Auswertekanale fur die Sondensignale, insbesondere unter-
schiedliche Fluoreszenz-Kanale, erfolgen. Es ist jedoch auch méglich die beiden Bio-
indikatoren mit Hilfe eines gemeinsamen Auswertesignals nachzuweisen, wenn fir
beide Bioindikatoren ein Summenwert als Auswerteergebnis gewiinscht oder ausrei-
chend ist. Dies kann beispielsweise dann von Interesse sein, wenn zwei Bioindikato-

ren nachgewiesen werden sollen, die zu einer gemeinsamen Kategorie gehéren, wie
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beispielsweise zu einem Krankenbild, bei dem diese Bioindikatoren gemeinsam auf-

treten.

Die Bioindikatoren kénnen mit einer oder mehreren fur die Detektion dienlichen
und/oder spezifischen Sonden markiert werden. Dabei kénnen in einer Ausfuhrung
des Verfahrens beispielsweise Sonden eingesetzt werden, die wenigstens eine spe-
zifische Ausgestaltung eines affinen Molekiils oder Molekiiteils umfassen, welche
dann wenigstens eine Sorte einer spezifischen Bindungsstelle eines Bioindikators er-
kennen und daran binden kdnnen, wobei diese affinen Molekiile oder Molek(ilteile
wie schon zuvor erlautert nicht mit den affinen Molekilen oder Molekilteilen der Fan-

ger Uberlappen soliten.

In einer anderen Ausfilhrung des Verfahrens kénnen Sonden eingesetzt werden, die
wenigstens zwei oder mehr gleiche oder unterschiedliche Ausgestaltungen affiner
Molekiile oder Molekiilteile umfassen, welche wenigstens zwei unterschiedliche oder
gleiche Bindungsstellen eines Bioindikators einer Sorte erkennen und daran binden

kénnen.

Die affinen Molekille oder Molekilteile der Sonden, welche jeweils eine spezifische
Bindungsstelle des Bioindikators erkennen und daran binden, kénnen beispielsweise
monoklonale Antikérper, Fab-Fragmente, Aptamere, Farbstoffe oder ein Konstrukt

aus mehreren dieser sein.

Die affinen Molekile oder Molekiilteile der Sonden, welche jeweils wenigstens zwei
unterschiedliche Ausgestaltungen eines affinen Molekiils oder Molekilteils umfassen,
welche wenigstens zwei Bindungsstellen eines Bioindikators oder zweier unter-
schiedlicher Bioindikatoren erkennen und daran binden, kénnen beispielsweise

bispezifische Antikérper oder Aptamere sein.

In der folgenden Tabelle 1 werden beispielhaft, jedoch nicht darauf beschrankt, ei-
nige mogliche Bioindikatoren mit Bindungsstellen fir Sonden und/oder Fangern auf-
gelistet. Diese Bioindikatoren weisen als Bindungsstellen beispielsweise unterschied-
liche Epitope auf. In der Tabelle sind weiterhin beispielhaft einige affine Molekile o-
der Molekulteile, insbesondere Antikérper, aufgefuhrt, die an die Bindungsstellen der

Bioindikatoren, insbesondere Epitope binden kdnnen. Die aufgefuhrten Daten sowie
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auch Daten zu hier nicht aufgefiihrten Bioindikatoren mit ihren jeweiligen Bindungs-
stellen sind dem Fachmann aus der Literatur oder Produktinformationen von Herstel-

10

lern von beispielsweise Antikdrpern bekannt.

Tabelle 1:
Bioindikator Epitop 1* | Epitop 2* | Beispiel 1 Beispiel 2 Quelle/ | Quelle/
Verweis | Verweis
o ; "
Agrt(n1k)dr Antikorper Antikor- | Antikor-
P per 1 per2
Alpha-Synuclein | 103-108 124-134 4B12 4D6 1) 1a)
ANG-2 38-41 21-40 26-2F ab8452 2)
AB40 1-10 C-Termi- | 6E10 #9682 3) 3a)
nus
ApB42 1-10 C-Termi- | 6E10 D3E10 4) 4a)
nus
IL-2 1-30 116 - 122 | 19B11/beta | basiliximab 5) 5a)
P-Tau 181 210-230 enthal- Tau-5 AT270 6) 6a)
tend
P 181
P-Tau 231 210-230 Enthal- Tau-5 AT180 7) 7a)
tend
P 231
Tau 210-230 N-Termi- | Tau-5 Tau 13 8) 8a)
nus (B11E8)
TDP-43 D 247 203 - 209 6H6E12 9) 9a)
(60019-2-1g)
TNFa 33-44 81-88 10F10 3B10 10) 10a)

*. Aminosduren Nummer basierend auf der jeweiligen Aminosadurensequenz des Bio-

indikators

Quellen/ Verweise zur Tabelle 1.

1) https://www.biolegend.com/en-us/products/purified-anti-alpha-synuclein--103-108-antibody-

11222

1a) https://www.biolegend.com/en-us/products/purified-anti-alpha-synuclein-antibody-11220

2) https://absoluteantibody.com/product/anti-angiogenin-26-2f/Ab00400-1.4 Mouse_|1gG1/;
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/7514035/
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3) https://iwww.biolegend.com/en-us/products/purified-anti-beta-amyloid-1-16-antibody-11228
3a) https://www biolegend.com/en-us/products/purified-anti-beta-amyloid--1-40-antibody-11230
4) https://www.biolegend.com/en-us/products/purified-anti-beta-amyloid-1-16-antibody-11228
43) hitps://www biolegend.com/en-us/products/purified-anti-beta-amyloid--1-42-antibody-11231

5) https://feuropepmc.org/article/med/8544854

5a) https://absoluteantibody.com/product/anti-il-2r-alpha-cd25-basiliximab/; https://pub-
med.ncbi.nim.nih.gov/17440057/

6) https://www.thermofisher.com/antibody/product/Tau-Antibody-clone-TAU-5-
Monoclonal/AHBQ042; https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/17499212/

6a) https://www.thermofisher.com/antibody/product/Phospho-Tau-Thr181-Antibody-clone-AT270-
Monoclonal/MN1050; https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/7519852/

7) https://www.thermofisher.com/antibody/product/Tau-Antibody-clone-TAU-5-
Monoclonal/AHB0042

7a) https://www.thermofisher.com/antibody/product/Phospho-Tau-Thr231-Antibody-clone-AT180-
Monoclonal/MN1040; https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/21871442/

8) https://www.thermofisher.com/antibody/product/Tau-Antibody-clone-TAU-5-
Monoclonal/AHB0042

8a) https://www.biovision.com/tau-13-antibody-clone-b11e8.html;
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4983528/

9) https://www.nature.com/articles/s41598-018-24463-3

9a) https://www.ptglab.com/Products/TARDBP-Antibody-60019-2-1g.htm; https://pub-
med.ncbi.nlm.nih.gov/22133678/; https://www.scbt.com/p/tardbp-antibody-h-8

10) https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/7590909/

10a)  https://www.novusbio.com/products/cd30-tnfrsf8-antibody-3b10_nbp2-22206

Im Folgenden werden beispielhaft weitere, jedoch nicht darauf beschrankt, mégliche

Bioindikatoren aufgelistet, die mit dem erfindungsgemafRen Verfahren nachgewiesen
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werden kénnen. Die Bindungsstellen der Bioindikatoren und die jeweils dazu geeig-
neten affinen Molekiile oder Molekiilteile der Sonden und/oder Fanger, kénnen durch
dem Fachmann bekannte Verfahren ermittelt und hergestellt werden.

Bioindikatoren:

Angiogenesis Factor Panel 1 (ANG-2, FGFb, HB-EGF, HGF, PIGF, VEGF, VEGF-
C, PDGFBB), BDNF, Biomarker Panel 1 (ICAM-1, MPO, NGAL, RANTES/CCLS,
TIMP-1, VCAM-1), c-MET, C-Peptide, CA 19-9, CA-125, Cathepsin S, CCL-11/ E-
otaxin Assay Kit, CEA, Chemokine Panel (IP-10, ITAC, MCP-1, MIP-3b), Chemo-
kine Panel 1 (Ratte) (MCP-1, MIP-1a, MIP-2, MIP-3a), CorPlex™ Cytokine Panel
(IFN-y, IL-1B, IL-4, 1I-5, IL-6, IL-8, IL-10, 1L-12p70, IL-22, TNF a), CRP, CXCL13,
Cytokine 3-Plex A TNFa, IL-6, IL-10 (C3PA), Cytokine 3-Plex B TNFaq, IL-6, IL-17A
(C3PB), Cytokine Panel 1 (Maus) (IFN-y, IL-18, IL-2, IL-6, IL-10, IL-12p70, IL-17,
TNF-a), Cytokine Panel 1 (nicht menschlicher Primat) (IFN-y, IL-18, IL-6, IL-8,
TNF-a), Cytokine Panel 1 (Ratte) (IFN-y, IL-1B, IL-2, IL-6, IL-10, KC, TNF-q),
FGFb, G-CSF, GFAP, GM-CSF, GM-CSF (Maus), HB-EGF, HE4/ WFDC2, HGF,
HIV p24, ICAM-1, IFN-y, IFN-y (Maus), IFN-y (Nicht menschlicher Primat), [FN-y
(Ratte), IFNaq, IL-10, IL-10 (Maus), IL-10 (Ratte), IL-12 p70, IL-12 p70 (Maus), IL-
12p40/IL-23, IL-13, IL-15, IL-17A, IL-17A (Maus), IL-17A/F (Maus), IL-17C, IL-17F
(Maus), IL-18, IL-1a, IL-1a (Maus), IL-183, IL-18 (Maus), lI-13 (Nicht menschlicher
Primat), IL-1B (Ratte), IL-2 (Maus), IL-2 (Ratte), IL-22 (Maus), IL-22 (Total), IL-23,
IL-23 (Maus), IL-28A, IL-3, IL-33, IL-368, IL-4, IL-5, IL-6, IL-6 (Maus), IL-6 (nicht
menschlicher Primat), IL-6 (Ratte), IL-7, IL-8, IL-8 (nicht menschlicher Primat), IP-
10, ITAC, KC (Ratte), Leptin, LIF, MCP-1, MCP-1 (Ratte), MCP-3, MIP-1a, MIP-13,
MIP-2 (Ratte), MIP-3a (Ratte), MIP-33, MMP Panel (MMP-3, MMP-9), MMP-3,
MMP-9, MPO, Neuro 4-Plex B, Neurology 2-Plex A (Tau, AB42), Neurology 3-Plex
A (Tau, AB42, AB40), Neurology 4-Plex A (NF-light®, Tau, GFAP*, UCHL-1*), NF-
light®, NF-light® Advantage Kit (SR-X), NGAL, NSE, NT-proBNP, PD-1, PD-L1,
Platelet-derived growth factor BB, PIGF, pNF-Heavy, PSA, RANTES/CCLS, Tau
(Maus), TGFa, TGFB, TIMP-1, TNFa (Maus), TNFa (nicht menschlicher Primat),
TNFa (Ratte), TNFB, TRAIL, Troponin-I, UCH-L1, VCAM-1, VEGF, VEGF-C.
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Durch die vorteilhafte Ausgestaltung der Sonden mit wenigstens zwei, beispielsweise
identischen Bindungsstellen fiir den einen Bioindikator, kann eine starkere und spezi-
fischere Bindung der Sonden an den Bioindikator erreicht werden, welches dann bei-
spielsweise eine héhere Stabilitat der Bindung gegentiber einer Bindung mit nur ei-
ner Bindungsstelle am Bioindikator hervorruft, so dass beispielsweise eine anschlie-
Rende starkere Waschung maéglich wird, sowie auch eine héhere Spezifitat des
Nachweises des Bioindikators, da nunmehr gleich wenigstens zwei Bindungsstellen
den Bioindikator erkennen und an ihn binden missen. Sonden mit wenigstens zwei
unterschiedlichen Bindungsstellen fir den einen Bioindikator sind jedoch ebenfalls

geeignet.

In einer weiteren méglichen Ausgestaltung des Verfahrens wird ein Fanger einge-
setzt, der wenigstens zwei, vorzugsweise identische, spezifische Bindungsstellen fur
den Bioindikator aufweist. Wie schon zuvor bei der Sonde mit wenigstens zwei identi-
schen Bindungsstelle beschrieben, fuhrt diese mehrspezifische Bindung des Fangers
an den Bioindikator zu einer stabileren und spezifischeren Bindung. Fur das Verfah-
ren kénnen dann beispielsweise weitere Verfahrensschritte vorgenommen werden,
die unter weniger schonenden Bedingungen fur die gebundenen Molekiile durchge-
fuhrt werden kdnnen. Weiterhin wird auch hier die Nachweisspezifitat erhoht. Fanger
mit wenigstens zwei unterschiedlichen Bindungsstellen fiir den einen Bioindikator

sind jedoch ebenfalls geeignet.

In einer anderen Ausgestaltung des Verfahrens kénnen sowohl als Sonden als auch
als Fanger, Molekile eingesetzt werden, die Uber jeweils wenigstens zwei, vorzugs-
weise unterschiedliche, spezifische Bindungsstellen an den Bioindikator binden.
Durch diese Ausgestaltung kann eine weitere Erhéhung der Bindungsstabilitat und
Spezifitat von Fanger und Sonde gegeniber einer einfachen Bindung der Fanger
und Sonden oder auch gegeniiber einer bispezifischen Bindung von Sonden oder
Fangern mit identischer Bindungsstelle an die Bioindikatoren erreicht werden.

In einer weiter méglichen Ausgestaltung des Verfahrens weist die eingesetzte Sonde
wenigstens zwei unterschiedliche spezifische Bindungsstellen auf, die wenigstens
zwei unterschiedlichen Bioindikatoren zugeordnet werden kénnen bzw. an wenigs-
tens zwei unterschiedliche Bioindikatoren binden kénnen. Mit Hilfe dieser Sonde kon-

nen so, in einem Verfahrensschritt, wenigstens zwei unterschiedliche Bioindikatoren
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gleichzeitig nachgewiesen werden. Die beiden unterschiedlichen Bioindikatoren wer-
den dabei nicht separat voneinander nachgewiesen, sondern als Summenwert bei-
der Bioindikatoren. Dies ist beispielsweise dann von Interesse, wenn zwei Bioindika-
toren, die zum selben Krankheitsbild gehéren, nachgewiesen werden sollen. In Kom-
bination zu diesen Sonden, mit den wenigstens zwei unterschiedlichen spezifischen
Bindungsstellen, fur die wenigstens zwei unterschiedlichen Bioindikatoren, miussen
dann vorzugsweise Fangermolekile eingesetzt werden, welche jeweils wenigstens
zwei unterschiedliche affine Molekiile oder Molekdilteile fur zwei unterschiedliche Bio-
indikatoren aufweisen, welche jeweils dann an die wenigstens zwei unterschiedlichen
Bioindikatoren binden kénnen. Dadurch kénnen auf dem Substrat mit einem Fanger-
molekil wenigstens zwei unterschiedliche Bioindikatoren gleichzeitig auf dem Sub-
strat immobilisiert werden und mit den jeweiligen Sonden, die jeweils spezifisch, mit
beispielsweise einer spezifischen Bindungsstelle an jeweils einen der Bioindikatoren

binden, markiert und in einem Verfahrensschritt nachgewiesen werden.

Alternativ zu den Fangern, die gleichzeitig zwei unterschiedliche Bioindikatoren bin-
den kdénnen, kdnnen auch zwei unterschiedliche Fanger eingesetzt werden, die dann

jeweils spezifisch die unterschiedlichen Bioindikatoren binden kénnen.

In einer weiteren vorteilhaften Ausgestaltung des Verfahrens weisen sowohl die Son-
den als auch die eingesetzten Fanger wenigstens zwei unterschiedliche Bindungs-
stellen auf, die an wenigstens zwei unterschiedliche Bioindikatoren binden kénnen.
Gegenliber der Ausgestaltung, bei der entweder die Sonden oder die Fénger wenigs-
tens zwei unterschiedliche Bindungsstellen fur wenigstens zwei unterschiedliche Bio-
indikatoren aufweisen, kann durch diese Ausgestaltung die Spezifitat des Nachwei-

ses der Bioindikatoren noch weiter erhéht werden.

Der Nachweis von wenigstens zwei unterschiedlichen Bioindikatoren in einem Ver-
fahrensschritt mit Sonden und/oder Fangermolekilen, die wenigstens zwei unter-
schiedliche Bindungsstellen aufweisen, die an wenigstens zwei unterschiedliche Bio-
indikatoren binden, wird wie schon zuvor erlautert, als Multiplex-Nachweis bezeich-

net.

Die Sonden kénnen vorteilhaft dartber hinaus mindestens ein Detektionsmolekdl o-
der ein Molekiilteil enthalten, welches an das fiir die Bioindikatoren affine Molekiil o-

der Molekiilteil kovalent gebunden ist und vorzugsweise mittels Fluoreszenzmessung
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detektierbar und messbar ist. Diese Detektionsmolekule, auch als direkte oder indi-
rekte Reportermolekile bezeichnet, kdnnen beispielsweise Fluorochrome, Quantum-
dots, oder fluoreszierende Proteine umfassen. Das direkte Reportermolekl ist direkt
an das spezifisch bindende affine Molekil oder Molekiilteil der Sonde gebunden. In-
direkte Reportermolekille weisen eine hohe Affinitat fir eine Bindungsstelle eines be-
kannten Molekuls auf, welches seinerseits mit einem oder mehreren Fluorochomen
ausgestattet ist. Der dabei entstehende Komplex kann als Sonde eingesetzt werden.
Ein Beispiel fur eine Sonde mit einem indirekten Reportermolekil kann Biotin gebun-
den an einen Antikérper-Streptavidin Molekil konjugiert mit Fluorochrom sein. Die
Gruppe der indirekten Reportermolekiile kann beispielsweise Biotin-Streptavidin,
komplementare DNA Strange, DNA und DNA bindende Proteine umfassen.

Die Sonden kénnen in einer Ausgestaltung der Erfindung identische affine Molekile
oder Molekulteile mit unterschiedlichen Detektionsmolekilen (oder Teile) aufweisen.

In einer weiteren Alternative konnen unterschiedliche affine Molekile oder Molekul-
teile mit unterschiedlichen Detektionsmolekiilen oder Teilen kombiniert sein, oder al-
ternativ, unterschiedliche affine Molekile oder Teile mit identischen Detektionsmole-
kiilen oder Teilen kombiniert sein.

Es kénnen auch Mischungen verschiedener Sonden eingesetzt werden.

Der Einsatz mehrerer unterschiedlicher Sonden, die an unterschiedliche Detektions-
molekiile oder Molekiilteile gekoppelt sind, erhéht zum einen die Spezifitdt des Sig-
nals (Korrelationssignals), zum anderen ermdéglicht dies die Identifikation von Bioindi-
katoren, die sich in einem oder mehreren Merkmalen unterscheiden. Dies kann eine

selektive Quantifizierung und Charakterisierung der Bioindikatoren erméglichen.

In einer weiteren Variante der vorliegenden Erfindung kann der Nachweis der Bioindi-
katoren unter Verwendung von Nanopartikel, insbesondere unter Verwendung von
Quantumdots (Qdots), erfolgen. Diese Quéntumdots werden dazu mit einem Fanger-
molekil fur den Bioindikator beschichtet. Die Fangermolekile weisen dabei, wie
schon zuvor beschrieben, affine Molekille oder Molekiilteile auf, die an wenigstens
eine spezifische Bindungsstellen der Bioindikatoren binden. Die beschichteten Quan-
tumdots werden direkt in die Probe gegeben und binden uber die Fangermolekile
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spezifisch die Bioindikatoren in der Probe. Der Vorteil hierbei ist, dass die Bindung
sehr effizient erfolgen kann, da diese in Lésung erfolgt und durch Mischen/Rihren
begunstigt werden kann. Nach der Inkubation wird das Proben/Quantumdotgemisch
auf eine Substratoberflache, beispielsweise eine Mikrotiterplatte, aufgebracht, deren
Oberflache ebenfalls mit einem Fangermolekil beschichtet ist, welches jedoch ein
anderes Epitop auf dem Bioindikator erkennt. Nicht auf der Oberflache gebundene
Bestandteile werden durch Waschen entfernt. AbschlieRend wird die Oberflache

durch Fluoreszenzmikroskopie mikroskopiert und ausgewertet.

Eine weitere mdégliche Variante der vorliegenden Erfindung umfasst die Verwendung
von Quantumdots, die mit einem Fangerantikérper gegen den Bioindikator beschich-
tet sind. Die beschichteten Quantumdots werden direkt in die Probe gegeben und
binden die Bioindikatoren in der Probe. AnschlieRend wird ein zweiter Antikdrper zu-
gegeben, der beispielsweise mit einem Biotin-Molekll markiert ist. Die Zugabe von
Quantumdots und biotinyliertem Antikdrper kann auch in umgekehrter Reihenfolge
erfolgen. Der Vorteil hierbei ist, dass die Bindung sehr effizient erfolgen kann, da
diese in Losung erfolgt und durch Mischen/Riihren begiinstigt werden kann. Nach
der Inkubation wird das Gemisch auf eine Mikrotiterplatte aufgebracht, deren Glasbo-
den mit beispielsweise Streptavidin beschichtet ist. Nicht auf der Oberflache gebun-
dene Bestandteile kdnnen durch Waschen entfernt werden. AbschlieBend wird die

Oberflache durch Fluoreszenzmikroskopie mikroskopiert und ausgewertet.

Bedingt durch die kinetischen und sterischen Gegebenheiten ist die Bindung der Bio-
indikatoren an die Qdots in ihrer monomeren Ausgestaltung begunstigt gegeniber
ihrer oligomeren Ausgestaltung, so dass vorzugsweise die Bioindikatoren in ihrer mo-

nomeren Ausgestaltung nachgewiesen werden kénnen.

Quantumdots (Qdots) sind kauflich am Markt zu erwerben. Qdots sind kleine Nano-
partikel mit fluoreszenten Eigenschaften. Sie kbnnen Nanopartikel mit einem Kern-

Schalen-Material aus beispielweise CdSe/ZnS umfassen. Diese kénnen z. B. im Be-
reich von 2-7 nm vorliegen. Mit steigendem Durchmesser, kann die Fluoreszenz von

Blau in Richtung Rot verschoben werden.

Bei der Verwendung von Qdots kann auf den zuséatzlichen Einsatz von Sonden ver-

zichtet werden.
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In einer weiteren erfindungsgeméafRen Ausfiihrung kénnen Carboxy-funktionalisierte
Qdots eingesetzt werden. Dazu kénnen beispielsweise 0,1 nM QDots (Quantumdots)
mit einer Thiol-Spacer-Saure Mischung versetzt werden. Diese Thiol Spacer-Séure
Mischung besteht z. B. aus 550 mM Tetramethylammoniumhydroxid, 275mM Thiol-
Spacer-Séure (z. B. 3-Merkaptopropionséure) in z. B. 1 ml CHCIs, wobei die entste-
hende wassrige Phase entfernt wird. Diese Lésung wird mit den Qdots vermischt und
nach 2 Tagen 50 pL PBS hinzugefiigt. Nach dem Ausschiitteln wandern die Qdots in
die wissrige Phase und man erhilt die gewiinschten Carboxy funktionalisierten
Qdots.

In einer anderen Variante konnen amino-terminierte Qdots eingesetzt werden. Dazu
werden 1mg trockene Qdots mit einer Amino-spacer-Thiol Mischung in Methanol ver-
setzt. Diese Amino-spacer-Thiol Mischung besteht aus 100 mg Amino-spacer-Thiol
(z. B.: 2,2'-Diaminodiethyl disulfide). Die Mischung wird solange sonifiziert bis die L6-
sung die Qdots aufnimmt. Diese werden abzentrifugiert und in Wasser aufgenom-
men. In der wéssrigen Phase befinden sich amino-terminierte Qdots.

In einer weiteren méglichen Ausfithrung der Erfindung kann eine Kopplung von Mo-
nomeren oder Epitopen, allgemein Bindungsstellen fiir die Bioindikatoren, an die Na-
nopartikel durchgefiihrt werden. Dazu kénnen Nanopartikel mit Carboxy Termini ver-
wendet werden, die in einen reaktiven NHS-Ester Gberfiihrt werden. Die Bildung des
NHS-Ester erfolgt vorzugsweise mit 1-Ethyl-3-(3-dimethylamino-propyl) carbodiimid
(kurz: EDC) und/oder N-Hydroxysuccinimid (kurz: NHS). Der NHS-Ester stelit die re-
aktive Zwischenstufe zur Reaktion mit einem priméren Amin dar, das als Monomer
der nachzuweisenden Bioindikatoren hinzugefiigt wird.

Eine weitere Variante des erfindungsgemaRen Verfahrens sieht vor, Amino-funktio-
nalisierte Nanopartikel mit einem Maleinimido-Spacer-Carboxy reagieren zu lassen,
z. B. mit 6-Maleinimido-Capronséure oder Maleinimido-PEG (optionale Lénge)-
COOH. Dadurch wird vorteilhaft bewirkt, dass eine Gruppe auf der Oberfléche des
Nanopartikels eingefiihrt wird, die spezifisch mit Thiolen reagiert.

In einer anderen mdglichen Variante werden die oben genannten NHS-Ester Partikel
dazu verwendet Streptavidin an der Oberflache der Nanopartikel zu binden.
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Die Nanopartikel als solche, das heif’t ohne die Bindungsstelle des Bioindikators sind
neu und l6sen somit bereits die Aufgabe der Erfindung:

o OFEt 9 °
\s§ NH ‘
0/ NN O/N

o) O

ist dabei ein besonders bevorzugtes Ausgangsprodukt mit NHS-Estern an der Ober-
flache von z. B. Silica-Nanopartikel (SINP).

10

ist dabei ein besonders bevorzugtes Ausgangsprodukt mit Maleinimidogruppen an
der Oberflache von z. B. Silica-Nanopartikel (SINP).

Eine Vielzahl der hier jeweils nur einmalig abgebildeten Verbindungen ist selbstver-
standlich an der Oberflache der Qdots angeordnet. Diese Anzahl ist vorteilhaft rech-
15 nerisch genau bestimmt und hangt vom Durchmesser des Qdots ab.

Nanopartikel mit N-Hydroxysuccinimidester Oberflaichen reagieren gegebenenfalls
unter Abspaltung von N-Hydroxysuccinimid mit dem primaren Amin des Monomers
oder eines synthetischen Epitops der nachzuweisenden Bioindikatoren.

Diese Methode eignet sich besonders wenn die Aminoséaure Lysin ein- oder mehr-
20 fach in einer Peptidsequenz des Monomers vorhanden ist. Besonders eignet sich

diese Methode, wenn sich die Aminoséaure nicht in der Epitopregion, das heif3t der

Binderegion fur Antikérper, befindet. Falls kein Lysin vorhanden ist, kann entweder
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der N-Terminus der Aminos&uresequenz selbst zur Bindung an den Qdot verwendet
werden, oder die Peptidsequenzen mit zuséatzlich eingefihrten Lysinen verwendet
werden.

Qdots mit Maleinimido-Gruppen auf der Oberflache reagieren gegebenenfalls mit
vorhandenen oder synthetisch eingebrachten Thiolen (z. B. Cystein) in der Proteinse-
quenz des Monomers oder Epitops.

Qdots mit Streptavidin Oberflache binden besonders stark biotinylierte Monomere o-
der Epitope.

Diese Silica-Qdots reagieren gegebenenfalls unter Abspaltung von N-Hydroxy-suc-
cinimid mit dem primaren Amin des Monomers der nachzuweisenden Bioindikatoren.

Aufgrund der chemischen Oberflacheneigenschaften lassen sich Modifikationen ein-
fach durchfiihren. AuRerdem ist das Material der Qdots stabil in physiologischen Puf-
ferldsungen und gilt als gesundheitlich unbedenklich.

insbesondere die oben gezeigten biofunktionalisierten Silica-Qdots stellen stabile,
exakt groRendefinierte Standards mit genau bestimmbarer Anzahl zugénglicher
Epitope dar und werden daher ebenfalls vorteilhaft als Plattformtechnologie in diag-
nostischen Testverfahren oder in Spiking Experimenten fir die quantitative und quali-

tative Bestimmung von Bioindikatoren angewendet.

In einer bevorzugten Ausfiihrung erfolgt eine ortsaufgeléste Bestimmung des Son-
densignals, also eine ortsaufgeléste Detektion des Signals, welches von der Sonde
emittiert wird. DemgemaR sind in dieser Ausfiihrung der Erfindung Verfahren, die auf
einem nicht-ortsaufgel6sten Signal beruhen, wie ELISA oder Sandwich-ELISA, aus-
geschlossen. Im Vergleich zu ELISA ist das vorliegende Verfahren etwa tausendfach
empfindlicher, da einzelne Molekile ausgezahlt werden kénnen (digitaler Readout)
und nicht ein einzelnes integriertes Signal aus einer Bulkmessung generiert wird.

Bei der Detektion ist eine hohe Ortsauflésung vorteilhaft. In einer Ausfiihrung des er-
findungsgemaBen Verfahrens werden dabei so viele Datenpunkte gesammelt, dass
die Detektion eines Bioindikators vor einem Hintergrundsignal, welches z. B. durch
geratespezifisches Rauschen, andere unspezifische Signale oder unspezifisch ge-
bundene Sonden verursacht wird, ermdglicht. Auf diese Weise werden so viele Werte
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ausgelesen (Read-out-Werte), wie ortsaufgeldste Ereignisse, wie z. B. Pixel, vorhan-
den sind. Durch die Ortsauflésung wird jedes Ereignis vor dem jeweiligen Hinter-
grund bestimmt und stelit so einen Vorteil gegentiber ELISA-Verfahren ohne ortsauf-
geldstem Signal dar.

In einer Ausfithrung beruht die ortsaufgeléste Bestimmung des Sondensignals auf to-
tal intern reflection fluorescence microscopy (tirfm) und der Untersuchung eines klei-
nen Volumenelements im Bereich von wenigen Femtolitern bis unterhalb eines Fem-
toliters, im Vergleich zum Volumen der Probe von beispielsweise 10 bis 1000 pl, oder
eines Volumenbereichs oberhalb der Kontaktoberflache der Fangermolekiile mit ei-
ner Héhe von 500 nm, bevorzugt 300 nm, besonders bevorzugt 250 nm, insbeson-
dere 200 nm.

Im Sinne der Erfindung werden Bioindikatoren nachgewiesen, welche ausgewahit
sind aus der Gruppe enthaltend oder bestehend aus Zellen, Genen, Genprodukten,
Proteinen, Hormonen, RNA, Enzymen.

In einer Ausfithrung wird das Material des Substrats ausgewahlt aus der Gruppe ent-
haltend oder bestehend aus Kunststoff, Silizium und Siliziumdioxid. In einer bevor-
zugten Alternative wird als Substrat Glas eingesetzt.

In einer weiteren Ausfiihrung der Erfindung sind die Fangermolekiile kovalent an das
Substrat gebunden.

Hierzu kann in einer Alternative ein Substrat eingesetzt werden, das eine hydrophile
Oberflache aufweist. In einer Alternative kann dies durch das Auftragen einer hydro-
philen Schicht, noch vor Schritt a), auf das Substrat erreicht werden. Mithin binden
die Fangermolekule, insbesondere kovalent an das Substrat bzw. an die hydrophile
Schicht, mit welchen das Substrat beladen ist.

Die hydrophile Schicht kann eine Biomolekil abweisende Schicht sein, so dass die
unspezifische Bindung von Biomolekilen an das Substrat vorteilhaft minimiert wird.
Auf diese Schicht kénnen die Fangermolekile, bevorzugt kovalent immobilisiert wer-
den. Diese sind affin gegeniiber einem Merkmal der Bioindikatoren. Die Féngermole-
kule kénnen alle identisch sein, oder es kénnen Mischungen unterschiedlicher Fan-
germolekille vorliegen.
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Bevorzugt umfassen die Fangermolekiile kein Detektionsmolekil bzw. Molekilteile,
die zur Detektion geeignet sind.

In einer Ausfiihrung kann die hydrophile Schicht ausgewéhlit werden aus der Gruppe
enthaltend oder bestehend aus Polyethylenglykol, Poly-Lysin, bevorzugt Poly-D-Ly-
sin, und Dextran oder Derivate davon, bevorzugt Carboxymethyl-Dextran (CMD). De-
rivate im Sinne der Erfindung sind Verbindungen, die sich in einigen Substituenten
von den Stammverbindungen unterscheiden, wobei die Substituenten gegeniber
dem erfindungsgemafRen Verfahren inert sind, d.h. kein Messsignal erzeugen, wel-
ches zu einer Verfilschung der Detektion fithren kdnnte.

In einer weiteren méglichen Ausfihrung der Erfindung kann die Oberflache des Sub-
strats vor Auftrag der hydrophilen Schicht funktionalisiert werden, indem die Oberfl&-
che zunéchst hydroxyliert wird und anschlieBend mit Aminogruppen aktiviert wird.
Diese Aktivierung mit Aminogruppen kann in einer Alternative beispielsweise, aber
nicht darauf beschrankt, auch durch In-Kontaktbringen des Substrats mit APTES (3-
Aminopropyltrietoxysilan) oder mit Ethanolamin erfolgen.

Zur Vorbereitung des Substrats auf die Beschichtung kénnen ein oder mehrere der
folgenden Schritte durchgefiihrt werden:

e Waschen eines Substrats aus Glas bzw. eines Glastragers im Ultraschallbad
oder Plasma-cleaner, alternativ dazu in 5 M NaOH mindestens 3 Stunden
inkubieren,

e Spilen mit Wasser und anschlief&ehdem Trocknen unter Stickstoff,

e Eintauchen in eine Lésung aus konzentrierter Schwefelsdure und
Wasserstoffperoxid im Verhaltnis 3:1 fur die Aktivierung der Hydroxylgruppen,

e Spulen mit Wasser bis zu einem neutralen pH, anschlieBend mit Ethanol und
Trocknen unter Stickstoffatmosphare,

o Eintauchen in eine Lésung mit 3-Aminopropyltrietoxysilan (APTES) (1 - 7 %),
bevorzugt in trockenem Toluol, oder einer Lésung von Ethanolamin,

e Spulen mit Aceton oder DMSO und Wasser und Trocknen unter
Stickstoffatmosphare.
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In einer méglichen Alternative erfolgt das in Kontaktbringen des Substrats mit APTES
in der Gasphase; das gegebenenfalls vorbehandelte Substrat wird mithin mit APTES
bedampft.

Far die Beschichtung mit Dextran, bevorzugt Carboxymethyl-Dextran (CMD), wird
das Substrat mit einer wassrigen Lésung von CMD in einer Konzentration von 10
mg/ml oder 20 mg/ml und gegebenenfalls N-Ethyl-N-(3-Dimethylaminpropyl) Car-
bodiimid (EDC), (200 mM) und N-Hydroxysuccinimid (NHS), (50 mM) inkubiert und
anschlieBend gewaschen.

Das Carboxymethyl-Dextran kann in einer Variante kovalent an die Glasoberfléche
gebunden sein, die zunéchst hydroxyliert und anschlieBend mit Aminogruppen funkti-

onalisiert wurde.

Als Substrat kénnen beispielsweise auch Mikrotiterplatten, bevorzugt mit Glasboden,
eingesetzt werden. Da bei der Verwendung von Polystryrolrahmen der Einsatz von
konzentrierter Schwefelséure nicht méglich ist, erfolgt die Aktivierung der Glasober-
flache in einer Ausfuihrungsvariante der Erfindung analog.

Auf diese hydrophile Schicht kénnen, bevorzugt kovalent, Fangermolekile immobili-
siert werden, welche affin gegentiber einem Merkmal des zu detektierenden Bioindi-
kators sind. Dieses Merkmal kann ein Protein sein. Die Fangermolekile kénnen alle
identisch sein oder Mischungen verschiedener Fangermolekiile sein.

In einer Ausfiihrung der vorliegenden Erfindung werden die Fangermolekiile, bevor-
zugt Antikdrper, gegebenenfalls nach einer Aktivierung des mit CMD beschichteten
Tragers durch eine Mischung aus EDC/NHS (200 bzw. 50 mM), auf dem Substrat im-

mobilisiert.

Verbleibende Carboxylat-Endgruppen, an die keine Féangermolekiile gebunden wur-
den, kénnen deaktiviert werden. Zur Deaktivierung dieser Carboxylat-Endgruppen
auf dem CMD-Spacer wird Ethanolamin verwendet. Vor dem Auftrag der Proben wer-
den die Substrate bzw. Trager gegebenenfalls mit Puffer gespllt.

Die zu vermessende Probe wird mit dem so préaparierten Substrat in Kontakt ge-
bracht und gegebenenfalls inkubiert. Als zu untersuchende Probe kénnen beispiels-
weise korpereigene Flussigkeiten oder Gewebe eingesetzt werden. In einer Ausfiih-
rung der vorliegenden Erfindung wird die Probe ausgewahit aus Liquor (CSF), Blut,
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Plasma und Urin. Die Proben kénnen unterschiedliche, dem Fachmann bekannte,
Aufbereitungsschritte durchlaufen.

In einer Ausfiihrung der vorliegenden Erfindung kann das Auftragen der Probe unmit-
telbar auf dem Substrat erfolgen z. B. dem nicht beschichteten Substrat, gegebenen-
falls durch kovalente Bindung. Gegebenenfalls erfolgt die Bindung an eine aktivierte
Oberflache des Substrats.

In einer anderen Variante der vorliegenden Erfindung kann eine Vorbehandlung der
Probe nach einem oder mehreren der folgenden Verfahrensschritte erfolgen:

e Verdiinnen mit Wasser oder Puffer,

e Behandlung mit Enzymen, zum Beispiel Proteasen, Nuklease, Lipasen,
e Zentrifugieren,

e Prazipitation,

e Kompetition mit Sonden, um eventuell vorhandene Antikdrper zu verdréngen.
Unspezifisch gebundene Substanzen kénnen durch Waschschritte entfernt werden.

In einem weiteren Schritt kénnen die immobilisierten Bioindikatoren mit einer oder
mehreren fir die weitere Detektion dienlichen Sonden markiert werden. Wie oben be-
schrieben kénnen die einzelnen Schritte auch in einer anderen Reihenfolge erfin-
dungsgemaf durchgefihrt werden.

Durch geeignete Waschschritte werden tiberschiissige Sonden, die nicht an die Bio-
indikatoren gebunden sind, entfernt.

In einer Alternative des Verfahrens missen diese iberschilssigen Sonden nicht ent-
fernt werden. Dadurch entfillt ein Waschschritt und es findet auch keine Gleichge-
wichtsverschiebung in Richtung der Dissoziation der Bioindikatoren-Sonden-Kom-
plexe oder -Verbindungen statt. Durch die ortsaufgeléste Detektion werden die Uber-
schiussigen Sonden bei der Auswertung nicht erfasst.

In einer Ausfilthrung sind die Bindungsstellen der Bioindikatoren Epitope und die Fan-
germolekile und/oder Sonden sind Antikérper und/oder Antikbrperteile und/oder
Fragmente hiervon. In einer weiteren vorteilhaften Ausfiihrung werden Sonden ein-
gesetzt, die wenigstens zwei verschiedene Epitope auf dem Bioindikator mit erhhter
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Aviditat erkennen, wobei zu beachten ist, dass diese nicht bereits durch die Fanger-
molekiile belegt sind. Durch den Einsatz von wenigstens bi-spezifischen oder mehr-
spezifischen Sonden, die wenigstens zwei oder mehr als zwei Epitope auf dem Bioin-
dikator erkennen, kann in einer vorteilhaften Weise die Spezifitdt des Nachweises er-
héht werden.

In einer bevorzugten Ausfiihrung der vorliegenden Erfindung unterscheiden sich die
Fangermolekile und die Sonden. So kénnen z. B. unterschiedliche Antikérper und/o-
der Antikérperteile und/oder Fragmente als Fangermolekille und als Sonden einge-
setzt werden.

In einer weiteren Ausgestaltung der vorliegenden Erfindung werden verschiedene
Sonden gleichzeitig eingesetzt.

In einer weiteren Alternative der vorliegenden Erfindung werden mindestens zwei o-
der mehr unterschiedliche Fangermolekile und/oder Sonden eingesetzt, die

z. B. unterschiedliche Antikérper enthalten und gegebenenfalls auch unterschiedliche
Fluoreszenzfarbstoffmarkierungen tragen.

Zur Detektion sind die Sonden so gekennzeichnet, dass sie ein optisch detektierba-
res Signal aussenden, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Fluoreszenz-, Bio-
lumineszenz- und Chemolumineszenz-Emission sowie Absorption.

Die Sonden sind vorzugsweise mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Als Fluoreszenz-
farbstoffe kénnen die dem Fachmann bekannten Farbstoffe eingesetzt werden. Alter-
nativ kdnnen GFP (Green Fluorescence Protein), Konjugate und/oder Fusionsprote-

ine davon, sowie Quantendots verwendet werden.

Zur Qualitatskontrolle der Oberflache, zum Beispiel beim Nachweis der Gleichméafig-
keit der Beschichtung mit Fangermolekiilen, kénnen Fangermolekile gekennzeichnet
mit Fluoreszenzfarbstoffen eingesetzt werden.

Hierzu wird bevorzugt ein Farbstoff verwendet, der nicht mit dem Nachweis des Fiuo-
reszenzfarbstoffs der Sonde am Bioindikator interferiert. Dadurch wird eine nachtrag-
liche Kontrolle des Aufbaus méglich sowie eine Normierung der Messergebnisse.

Die Detektion der immobilisierten und markierten Bioindikatoren erfolgt mittels Abbil-
dung der Oberflache, z. B. mit Laser Scanning Mikroskopie. Eine méglichst hohe
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Ortsauflésung ermittelt eine hohe Anzahl an Bildpunkten, wodurch die Sensitivitét so-
wie die Selektivitit des Verfahrens erhdht werden kénnen, da strukturelle Merkmale
mit abgebildet und analysiert werden kénnen. Somit erhéht sich das spezifische Sig-
nal vor dem Hintergrundsignal (z. B. unspezifisch gebundener Sonden).

Die Detektion erfolgt beispielweise bevorzugt mit ortsauflésender Fluoreszenz-mikro-
skopie durch ein TIRF-Mikroskop, sowie die entsprechenden superauflésenden Vari-
anten davon, wie zum Beispiel STORM, dSTORM.

In einer Ausfithrung der vorliegenden Erfindung wird ein Laserfokus, wie er z. B. in
der Laser-Scanning-Mikroskopie verwendet wird, oder ein FCS (Fluorescence Corre-
lation Spectroscopy System) dazu eingesetzt, sowie die entsprechenden superauflé-
senden Varianten wie zum Beispiel STED, PALM oder SIM. Durch hoch-sensitive
Fluoreszenzmikroskopie kénnen nun alle einzelnen Fluoreszenz-markierten Sonden
auf der Oberflache detektiert und quasi einzeln gezahlt werden. Diese erscheinen in
den Bilddaten als Pixel mit einem Graustufenwert oberhalb des Hintergrundsignals
(digitaler Readout). Damit ergibt sich auch die Menge an nachzuweisenden Zielmole-
kilen — prinzipiell mit Einzelmolekl-Sensitivitat. Im Unterschied zu ELISA entstehen
durch dieses Verfahren so viele Auslese-Werte, wie ortsaufgeltste Ereignisse (z. B.
Pixel) vorhanden sind. Abhangig von der Anzahl an unterschiedlichen Sonden wird
diese Information vorteilhaft vervielfacht. Diese Vervielfachung gilt fiir jedes Detekti-
onsereignis und fiihrt zu einem Informationsgewinn, da sie weitere Eigenschaften, z.
B. ein zweites Merkmal, (iber Bioindikatoren offenbart. Durch so einen Aufbau kann
fur jedes Ereignis die Spezifitdt des Signales erh6ht werden.

Die Sonden kdnnen derart ausgewéhlt werden, dass die Anwesenheit von einzelnen
Bioindikatoren, wie z. B. einzelne Membranproteine, das Messergebnis nicht beein-

flussen.

Die Sonden kénnen derart ausgewahlt werden, dass Bioindikatoren Spezies (Pheno-
typen) fiir jeden einzelnen Bioindikator bestimmt werden kénnen.

Zuséatzliche Sonden kdnnen derart ausgewahlt werden, dass sie die Unterscheidung
zwischen DNA/ RNA-enthaltenden Bioindikatoren und damit Aufschluss iiber das In-
nere der Bioindikatoren geben kénnen. Beispielweise kénnen hierzu DNA/RNA-
bindende Fluorophore wie DAPI von Hoechst verwendet werden.
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Zur Auswertung werden die ortsaufgeldsten Informationen, z. B. die Fluoreszenz-In-
tensitat, aller eingesetzten und detektierten Sonden herangezogen, um z. B. die An-
zahl einzelner Bioindikatoren, deren GréRe und deren Merkmale zu bestimmen.

Dabei kénnen z. B. auch Algorithmen der Hintergrundminimierung und/oder auch In-
tensitats-Schwellenwerte fir die weitere Auswertung sowie der Mustererkennung an-
gewandt werden.

Weitere Bildanalyse-Optionen beinhalten z. B. die Suche nach lokalen Intensitdtsma-
xima, um aus der Bildinformation die Zahl an detektierten Bioindikatoren zu erhalten
und auch die PartikelgréRen bestimmen zu kénnen.

Um die Testergebnisse miteinander Gber Entfernungen, Zeiten und Experimentatoren
hinweg vergleichbar zu machen, kdnnen interne und/oder externe Standards einge-
setzt werden.

Im Folgenden werden beispielhaft zwei mégliche Ausfiihrungsformen des erfindungs-
gemaRen Verfahrens beschrieben:

a) Konsekutives Verfahren:

In dieser Ausfiihrung des Verfahrens werden simultan mehrere verschiedene Bioindi-

katoren in einer einzigen Probe quantifiziert.

Dazu werden verschiedene Féangermolekiile jeweils auf verschiedene Bereiche der
Oberflache des Substrats, wie beispielsweise eine Glas- oder Kunststoffplatte mit
Bohrungen zur Aufnahme von Proben, aufgebracht (gespottet, siehe Figur 1). An-
schlieend wird die zu untersuchende Probe aufgebracht und die zu analysierenden
unterschiedlichen Bioindikatoren werden auf den jeweiligen Bereichen mit Hilfe der
fur die jeweiligen unterschiedlichen Bioindikatoren spezifischen Fangermolekile im-
mobilisiert. Zur Detektion werden verschiedene Sonden eingesetzt, welche die zu
analysierenden Bioindikatoren spezifisch erkennen und an diese spezifisch binden.
Diese Sonden kénnen mit demselben Fluorochrom oder mit unterschiedlichen Flu-
orochromen markiert sein. SchlieBlich werden die jeweiligen Bereiche der Proben-
platte nacheinander (Bioindikator 1, 2, 3, 4, usw.) durch Fluoreszenzmikoskopie aus-
gelesen. Die verschiedenen Bioindikatoren werden dann in ihren jeweiligen Farbka-

nélen ortsabhéngig detektiert oder in einem Farbkanal ortsabhéngig detektiert.
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b) Simultanes Verfahren:

In dieser Ausfiihrung des Verfahrens werden simultan mehrere verschiedene Bioindi-

katoren in einer einzigen Probe quantifiziert.

Dazu wird ein Gemisch von Fangermolekillen auf die verschiedenen Bereiche der
Oberflache des Substrats, wie beispielsweise eine Glas- oder Kunststoffplatte mit
Bohrungen zur Aufnahme von Proben, aufgebracht. Anschlielend wird die zu unter-
suchende Probe mit den unterschiedlichen Bioindikatoren aufgebracht und die zu
analysierenden unterschiedlichen Bioindikatoren werden auf der Oberfliche mit Hilfe
der fur die jeweiligen unterschiedlichen Bioindikatoren spezifischen Fangermolekiile
immobilisiert. Zur Detektion werden verschiedene Sonden eingesetzt, die spezifisch
an die zu analysierenden Bioindikatoren binden. Die verschiedenen Sonden sind je-
weils mit verschiedenen Fluorochromen markiert. SchlieBlich wird die Oberflache
durch Fluoreszenzmikroskopie ausgemessen; die verschiedenen Bioindikatoren kon-
nen dann in ihren jeweiligen Farbkanalen spezifisch detektiert werden.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch ein Kit enthaltend eine oder meh-
rere der folgenden Komponenten:

- Substrat, optional mit hydrophiler Ob'erfléche,
- Fangermolekii(e),

- Sonde,

- Substrat mit Fangermolekdl,

- Lésungen,

- Standard,

- Puffer.

Als Standard kann hier vorzugsweise das Monomer des zu untersuchenden Bioindi-
kators eingesetzt werden, wobei dieses Monomer vorzugsweise aus einem Organis-
mus gewonnen wird, der rekombinant hergestellt oder chemisch synthetisiert wurde.
Der Standard muss zumindest alle Sequenzen bzw. Strukturen aufweisen, die auch

von den eingesetzten Sonden und Fangermolekilen erkannt werden und eine mog-

lichst ahnliche Affinitat, insbesondere einen ahnlichen KD-Wert, aufweisen.
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Die Verbindungen und/oder Komponenten des Kits der vorliegenden Erfindung kén-
nen in Behaltern gegebenenfalls mit/in Puffern und/oder Losung, verpackt sein.

Alternativ kdnnen einige Komponenten in demselben Behélter verpackt sein. Zusétz-
lich dazu oder alternativ dazu kdnnten eine oder mehrere der Komponenten an ei-
nem festen Trager, wie z. B. einer Glasplatte, einem Chip oder einer Nylonmembran
oder an die Vertiefung einer Mikrotiterplatte, absorbiert sein. Dann umfasst das Sub-
strat eine solche Mikrotiterplatte.

Ferner kann das Kit Anweisungen fiir den Gebrauch des Kits fiir eine beliebige der

Ausfiihrungsformen enthalten.

In einer weiteren Variante des Kits sind auf dem Substrat die oben beschriebenen
Fangermolekile bereits immobilisiert. Zusétzlich kann das Kit Lésungen und/oder
Puffer enthalten. Zum Schutz der Beschichtung und/oder der darauf immobilisierten
Fangermolekiile kdnnen diese mit einer Lésung oder einem Puffer iiberschichtet vor-
liegen.

Weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung des erfindungs-
gemaBen Verfahrens zum Nachweis von Bioindikatoren in beliebigen Proben zur
Quantifizierung und damit Titerbestimmung von Bioindiaktoren.

Vorteilhaft kann das Verfahren damit auch den Nachweis einer Erkrankung, wie z. B.
Kardiovaskuldren-, Nieren- und Krebserkrankungen, den Nachweis einer Immunant-
wort erbringen. Das Verfahren kann in der Wirkstoffentwicklung, der direkten und ab-
soluten Quantifizierung der Bioindikatoren, bei der Therapie begleitenden Diagnostik
(target engagement), der Differentialdiagnostik, dem Nachweis von Protein-Protein-
Interaktion und/oder bei der Typisierung voh Bioindikatoren eingesetzt werden.

Weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung des erfindungs-
gemaRen Verfahrens zur Uberwachung von Therapien mit Bioindikatoren sowie zur
Uberwachung und/oder die Uberprifung der Wirksamkeit von Wirkstoffen und/oder
Heilverfahren. Das Verfahren kann daher bei klinischen Tests, Studien als auch beim
Therapie-Monitoring eingesetzt werden. Hierzu werden Proben gemaR dem erfin-
dungsgemaéBen Verfahren vermessen und die Ergebnisse verglichen.

Weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Durchftihrung des erfin-
dungsgemaRen Verfahrens zur Bestimmung der Wirksamkeit von Wirkstoffen gegen
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erkrankte Zellen. Dabei werden die Ergebnisse anhand der Charakterisierung von Bi-
oindikatoren in Proben miteinander verglichen. Bei den Proben handelt es sich ent-
sprechend um Kérperfliissigkeiten, entnommen vor beziehungsweise nach, oder zu
unterschiedlichen Zeitpunkten nach Gabe der Wirkstoffe beziehungsweise Durchfih-
rung des Heilverfahrens. ErfindungsgemaR werden die Ergebnisse mit einer Kon-
trolle verglichen, die nicht dem Wirkstoff und/oder Heilverfahren unterworfen wurde.

Anhand der Ergebnisse werden Wirkstoffe und/oder Heilverfahren ausgewahilt.

Weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Durchfiihrung des erfin-
dungsgemaRen Verfahrens zur Bestimmung, ob eine Person in einer klinischen Stu-
die aufgenommen wird. Hierzu werden Proben geméaR dem erfindungsgemafen Ver-

fahren vermessen und in Bezug auf einen Grenzwert die Entscheidung getroffen.

Spezieller Beschreibungsteil:

Nachfolgend wird der Gegenstand der Erfindung an Hand von Figuren und Ausfih-
rungsbeispielen erlautert, ohne, dass der Gegenstand der Erfindung hierdurch auf

diese Ausfiihrungsbeispiele beschrankt wird.
Figur 1: Probenplatte zum gleichzeitigen Nachweis verschiedener Bioindikatoren
Figur 2: Nachweis von Bioindikatoren mit Quantumdots (Qdots)

Figur 3: Nachweis von Bioindikatoren mit Quantumdots (Qdots) in Verbindung mit

Biotin/ Streptavidin
Figur 4: Nachweis von Streptavidin in unterschiedlichen Konzentrationen

Figur 5: Nachweis eines monomeren Protein-Konstrukts 2ALFA2GFP in unter-

schiedlichen Konzentrationen

Figur 1 zeigt eine Probenplatte zum gleichzeitigen Nachweis von verschiedenen Bio-

indikatoren innerhalb eines Untersuchungsansatzes.

Figur 1 zeigt eine Probenplatte zum gleichzeitigen Nachweis von verschiedenen Bio-
indikatoren innerhalb eines Untersuchungsansatzes, auch Multiplex-Verfahren ge-
nannt, bei dem die Glasoberflache der Probenplatte vier Bereiche, insbesondere
Bohrungen oder Vertiefungen, aufweist, die jeweils als Reaktionsraum fur das erfin-

dungsgemale Verfahren genutzt werden kénnen.
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Dieses Verfahren wird im Folgenden beispielhaft beschrieben.

In der folgenden Ausgestaltung des Verfahrens werden konsekutiv in einem Untersu-
chungsansatz mehrere verschiedene Bioindikatoren in einer einzigen Probe quantifi-
zZiert. Dazu werden verschiedene Fangermolekule auf verschiedene Bereiche der
Probenplatten-Oberfléache aufgebracht, auch als gespottet bezeichnet. In Figur 1 sind
dies die vier unterschiedlich schraffierten quadratischen Bereiche, insbesondere Boh-
rungen oder Vertiefungen der Probenplatte. AnschlieBend wird die Probe aufge-
bracht, und die zu analysierenden Bioindikatoren werden mit Hilfe der spezifischen
Fangermolekile auf dem jeweiligen Bereich immobilisiert. Zur Detektion werden ver-
schiedene Sonden eingesetzt, die die zu analysierenden Bioindikatoren erkennen.
Diese Sonden kénnen mit demselben Fluorochrom oder mit unterschiedlichen Flu-
orochromen markiert sein. SchlieBlich werden die jeweiligen Spots nacheinander (Bi-
oindikator 1, 2, 3, 4, usw.) durch Fluoreszenzmikoskopie ausgelesen. Die verschie-
denen Bioindikatoren werden dann entsprechend ihren jeweiligen Farbkanélen orts-
abh#ngig detektiert oder in einem Farbkanal ortsabhéngig detektiert.

In einer weiteren alternativen Ausfiihrung des Verfahrens werden simultan mehrere
Bioindikatoren in einer einzigen Probe quantifiziert. Dazu wird ein Gemisch von Fan-
germolekuilen auf die daftr vorgesehenen Bereiche/ Bohrungen oder Vertiefungen
der Probenplatte aufgebracht. AnschlieRend wird in diese Bereiche die Probe aufge-
bracht, und die zu analysierenden Bioindikatoren werden auf der Oberflache immobi-
lisiert. Zur Detektion werden verschiedene Sonden eingesetzt, die an die zu analysie-
renden Bioindikatoren binden. Die verschiedenen Sonden sind jeweils mit verschie-
denen Fluorochromen markiert. SchlieBlich wird die Oberflache durch Fluoreszenz-
mikroskopie ausgelesen; die verschiedenen Bioindikatoren werden dann in ihren je-

weiligen Farbkanalen detektiert.

Figur 2 zeigt einen erfindungsgemaRen Nachweis von Bioindikatoren unter Verwen-
dung von Quantumdots (Qdot). Die Qdots werden zunéchst mit einem Féngermole-
kil (B) fur den Bioindikator (A) beschichtet. Die mit den Fangermolekilen (B) be-
schichteten Qdots werden in Schritt 1 direkt in die Probe gegeben und binden spezi-
fisch den Bioindikator (A). Nach einer Inkubation wird in Schritt 2 das Bioindikator
(B)/Qdot-Gemisch auf die Oberflache einer Probenplatte, beispielsweise eine Mikroti-
terplatte, aufgebracht. Die Oberflaiche der Probenplatte (C) ist mit Fangermolekilen
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(B) beschichtet, die jedoch eine andere Bindungsstelle auf dem Bioindikator (A) er-
kennen. Nicht auf der Oberfliche der Probenplatte (C) gebundene Bestandteile wer-
den durch Waschen entfernt. AnschlieBend wird die Oberflache (C) mit Hilfe von bei-
spielsweise Fluoreszenzmikroskopie ausgewertet, welche die auf der Oberfldche der
Probenplatte (C) gebundenen fluoreszierenden Qdots detektiert.

Figur 3 zeigt einen erfindungsgemafen Nachweis von Bioindikatoren (A) unter Ver-
wendung von Quantumdots (Qdots), die mit einem Fangermolekile (B) fur den Bioin-
dikator (A) beschichtet sind. Die beschichteten Qdots werden in Schritt 1 direkt in die
Probe gegeben und binden spezifisch den Bioindikator (A) aus der Probe. Anschlie-
Rend wird in Schritt 2 ein zweites Fangermolekl (B) zugegeben, welches mit einem
Biotin-Molekul (D) markiert ist. Die Zugabe von Qdots und biotinylierten Fangeranti-
kérpern (B-D), kann auch in umgekehrter Reihenfolge erfolgen. Nach einer Inkuba-
tion wird dieses Gemisch gebundener Bioindikator-Qdots in Schritt 3 auf die Oberfla-
che einer Probenplatte (C), beispielsweise eine Mikrotiterplatte, aufgebracht. Die
Oberflache der Probenplatte (C) ist mit Streptavidin (E) beschichtet. Nicht auf der
Oberflache der Probenplatte (C) gebundehe Bestandteile werden durch Waschen
entfernt. AnschlieRend wird die Oberflache (C) mit Hilfe von beispielsweise Fluores-
zenzmikroskopie ausgewertet, welche die auf der Oberflache der Probenplatte (C)
gebundenen fluoreszierenden Qdots detektiert.

Figur 4 zeigt einen Nachweis von Streptavidin in unterschiedlichen Konzentrationen.

Auf der Abszisse (X-Achse) sind die unterschiedlichen Streptavidin-Konzentrationen
aufgetragen, angegeben sowohl als femtomolare (fM) bis picomolare (pM) Angabe
(obere Zahlenreihe) als auch in entsprechender mg/ml (untere Zahlenreihe) Angabe.
Auf der Ordinate (Y-Achse) sind die Zahlenwerte des Detektionssignals, und zwar
des TIRF Mikroskops angegeben. Die Zahlenwerte geben die Anzahl der detektierten

Pixel an.

GemaR Figur 4 kann eine Detektion von Streptavidin in einer dekadischen Verdiin-
nungsreihe bis 1 femtomolar (fM) bzw. 5*10-'* mg/ml nachgewiesen werden.

Als Probe wurde fluoreszenzmarkiertes Streptavidin-Alexa Fluor633 verwendet und
in salinem tris(hydroxymethyl)aminomethan (TBS) bei pH 7,4 verdiinnt. Als Negativ-
kontrolle (0) wurde der zuvor genannte Verdiinnungspuffer TBS verwendet.
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Fur das Ausfuhrungsbeispiel wurden kommerzielle Mikrotiterplatten (Greiner Bio-one;

Sensoplate Plus) mit 384 Reaktionskammern (RK) und Glasboden verwendet.

Zunachst wurde die Oberflache der Mikrotiterplatte aufgebaut bzw. funktionalisiert.
Hierfur wurde in die RK der Mikrotiterplatte jeweils 40 ul 1%iges Bovines Serumal-
bumin (BSA, Applichem) in phosphatgepufferte Salzlésung (PBS, Sigma Aldrich ge-
geben und Uber Nacht bei 4°C inkubiert.

Nach der Inkubation wurde die Mikrotiterplatte mit den Reaktionskammern (RK) drei-
mal mit PBS gewaschen. AnschlieRend erfolgte je RK die Zugabe von 20 yl 1mM
EZ-Link NHS-PEG4-Biotin (ThermoScientific) als Fangermolekil und einer Inkuba-
tion fur 30 min bei Raumtemperatur (RT). Nach dreimaligen Waschen mit PBS wur-
den die RK der Mikrotiterplatte mit jeweils 40 ul 1%iger BSA in PBS geblockt, far 1 h
bei RT inkubiert und danach fiinfmal mit salinem tris(hydroxymethyl)aminomethan
(TBS, Serva) mit 0,05% Tween-20 (Applichem) (TBS-T) und funfmal mit salinem
tris(hydroxymethyl)aminomethan (TBS) gewaschen. Die Probe Streptavidin, konju-
giert mit Alexa Fluor 633 (ThermoScientific), wurde sequentiell in TBS verdtnnt und
in vierfacher Ausfiihrung je 20 ul Probe in die RK aufgetragen und tber Nacht bei
4°C inkubiert. Nach der Inkubation wurden die RK fiinfmal mit TBS gewaschen, mit
70 pl TBS mit 0,03% ProClin (SigmaAldrich) je RK versetzt, um bakterielles Wachs-
tum zu verhindern, und mit einer Folie versiegelt. Da die Probe selber fluoreszenz- |

markiert ist, kann sie direkt detektiert werden.

Zum Nachweis der monomeren Proteine wurde eine ortsaufgeldste Mikroskopie
durchgefihrt. Die Messung erfolgte im TIRF Mikroskop (Leica) mit einem 100 fach Ol
Immersionsobjektiv. Hierfur wurde der Glasboden der Mikrotiterplatte reichlich mit Im-
mersions-Ol bestrichen und die Mikrotiterplatte in die automatisierte Biihne des Mik-
roskops eingebracht. Danach wurde je RK an 5 x 5 Positionen im Fluoreszenzkanal
Ex/Em=633/705 nm je ein Bild (1000 x 100 pixel) konsekutiv aufgenommen, um so
viele Datenpunkte zu erhalten, dass die Detektion einzelner Proteinmolekile vor dem
Hintergrundsignal moéglich wurde. Es wurde die maximale Laserleistung (100%), eine
Belichtungszeit von 500 ms und ein Verstarkungswert von 1000 gewahlt. Die Bildda-
ten wurden danach ausgewertet. Intensitatsschwellenwerte wurde fur jeden Kanal
bei 0,001% Graustufen der gemittelten Negativkontrolle gesetzt. Anschlieflend wurde

die Anzahl der Pixel Uber alle Bilder in jeder RK gemittelt und danach die Mittelwerte
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der mittleren Pixelzahlen der Replikatwerte ermittelt und die Standardabweichung an-

gegeben.

Die Werte sind in Figur 4 gezeigt. Die Ergebnisse zeigen einen linearen Zusammen-
hang zwischen der Konzentration und dem Messsignal tber 6 Log Stufen. Mit dem
erfindungsgemaRen Verfahren kann die Probe bis zu einer Konzentration von we-

nigstens 1 fM bzw. 5*10""" mg/ml von der Negativkontrolle unterschieden werden.

Dieses Ausfiihrungsbeispiel zeigt, dass die Nachteile anderer Verfahren, wie bei-
spielsweise der geringe dynamische Messbereich und eine maximale Sensitivitat nur
bis in den picomolaren Bereich, mit dem erfindungsgemafen Verfahren Gberwunden
werden kann. Die Werte dieses Ausfiihrungsbeispiels zeigen einen dynamischen

Messbereich tber 6 Log Stufen und eine Sensitivitat im femtomolaren Bereich.

Figur 5 A und B zeigen einen Nachweis des monomeren Protein-Konstrukts
2ALFA2GFP in unterschiedlichen Konzentrationen und zwar in einer Verdinnungs-
reihe von 10 pM bzw. 6*10”7 mg/ml bis 100 fM bzw. 6*10-° mg/ml. Auf der Abszisse
(X-Achse) sind die unterschiedlichen Protein-Konzentrationen des 2ALFA2GFP auf-
getragen, angegeben sowohl als femtomolare (fM) bis picomolare (pM) Angabe
(obere Zahlenreihe) als auch in entsprechender mg/ml (untere Zahlenreihe) Angabe.
Auf der Ordinate (Y-Achse) sind die Zahlenwerte des Detektionssignals, und zwar
des TIRF Mikroskops angegeben. Die Zahlenwerte geben die Anzahl der detektierten

Pixel an.

Als Beispiel fur den Nachweis eines Bioindikators wurde in diesem Ausfiithrungsbei-
spiel das monomere Protein-Konstrukt 2ALFA2GFP verwendet, welches aus zwei
ALFA-Protein-Teilen [11] und zwei GFP-Proteinen (green fluorescent protein) be-
steht. Dieses Konstrukt wurde in einer Verdiinnungsreihe von 10 picomolar (pM) bis
100 femtomolar (fM) in salinem tris(hydroxymethyl)aminomethan (TBS) bei pH 7,4
verdinnt. Als Negativkontrolle (0) wurde der Verdinnungspuffer TBS verwendet. Als
Sonde wurde der Einzeldomanenantikérper anti-ALFA, fluoreszenz-konjugiert mit
AlexaFluor647, (FluoTag-X2 anti-ALFA, NanoTag) benutzt, der an den ALFA-Teil des
2ALFA2GFP Protein-Konstrukts bindet.

Fir dieses Protein-Konstrukt wurden der ALFA-Tag und das GFP-Protein ausge-
wahlt, weil diese an ihre jeweiligen Einzeldomanenantikérper mit einer Affinitat im pi-

comolaren Bereich binden.
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Konkrete Ausfiihrung

Fiur das Ausfilhrungsbeispiel wurden kommerzielle Mikrotiterplatten mit 384 Reakti-
onskammern (RK) und Glasboden (Thermo Scientific) verwendet.

Als Fangermolektl wurde der anti-GFP Einzeldomanenantikérper (GFP VHH,
recombinant binding protein, gt-250, chromotek) in einer Konzentartion von 5 ug/mi
eingesetzt, der in TBS verdiinnt wurde. 40 pl dieser Lésung wurden jeweils in die Re-
aktionskammern (RK) gegeben und Gber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach der Inkuba-
tion wurden die Reaktionskammern (RK) fiinfmal mit TBS-T und fiinfmal mit TBS ge-
waschen. AnschlieBend wurden die Reaktionskammern (RK) jeweils mit 80 pl 1%
BSA in TBS geblockt, fir 1 h bei Raumtemperatur (RT) inkubiert und danach wieder
funfmal mit TBS-T und funfmal mit TBS gewaschen. Die Probe (Protein-Konstrukt
2ALFA2GFP) wurde sequentiell in TBS verdiinnt und in vierfacher Ausfithrung je-
weils 20 pl Probe in die Reaktionskammern (RK) aufgetragen und (ber Nacht bei
4°C inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Reaktionskammern (RK) fiinfmal mit
TBS gewaschen. AnschlieRend erfolgte die Zugabe der Sonde anti-ALFA-CF647 (20
pl) und eine Inkubation bei RT fur 1 h. Danach wurden die Reaktionskammern (RK)
funfmal mit TBS gewaschen, mit jeweils 80 ul TBS mit 0,03% ProClin (SigmaAldrich)
versetzt, um bakterielles Wachstum zu verhindern, und mit einer Folie versiegelt.

Zum Nachweis der monomeren Proteine wurde eine ortsaufgeléste Mikroskopie
durchgefiihrt. Die Messung erfolgte im TIRF Mikroskop (Leica) mit einem 100-fach
Ol-Immersionsobjektiv. Hierfir wurde der Glasboden der Mikrotiterplatte reichlich mit
Immersions-Ol bestrichen und die Platte in die automatisierte Bihne des Mikroskops
eingebracht. Danach wurde je Reaktionskammer (RK) an 5 x 5 Positionen in zwei
Fluoreszenzkanalen (EXYEm=633/715 nm und 488/525 nm) je ein Bild (1000 x 100
pixel) konsekutiv aufgenommen, um so viele Datenpunkte zu erhaiten, dass die De-
tektion einzelner Proteinmolekile vor dem Hintergrundsignal méglich wurde. Es
wurde die maximale Laserleistung (100%), eine Belichtungszeit von 1000 ms und ein
Verstarkungswert von 1300 gewahit. Die Bilddaten wurden danach ausgewertet. in-
tensitatsschwellenwerte wurde fur jeden Kanal bei 0,001% Graustufen der gemittel-
ten negativ Kontrolle gesetzt. AnschlieRend wurde die Anzahl der Pixel Gber alle Bil-
der in jeder Reaktionskammer gemittelt und danach die Mittelwerte der Mittleren Pi-
xelzahlen der Replikatwerte ermittelt und die Standardabweichung angegeben.
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Die Werte sind in der Figur 5 gezeigt. In Figur 5 A wird das monomere Protein direkt
Gber die Fluoreszenz von GFP im Kanal 488 detektiert, in Figur 5 B wird das Protein
Uber die Sonde anti-ALFA-AF647 im Kanal 633 detektiert. Der Nachweis des Pro-
teins Uber die Sonde ist vergleichbar mit dem direkten Nachweis des Proteins iber
den fluoreszierenden GFP-Anteil in seiner monomeren Ausgestaltung. Dieser Ver-

gleich verdeutlicht die Sensitivitat des Verfahrens.

Die Ergebnisse zeigen einen linearen Zusammenhang zwischen der Konzentration
des eingesetzten Protein-Konstrukts und dem Messsignal. Mit diesem Ausfiihrungs-
beispiel kann gezeigt werden, dass das erfindungsgemafe Verfahren dazu geeignet
ist, das Protein-Konstrukt in seiner monomeren Ausgestaltung bis zu einer Konzent-
ration von 100 fM bzw. 6*10° mg/ml zu detektieren und von der Negativkontrolle zu
unterscheiden. Die Werte dieses Ausfiihrungsbeispiels zeigen einen dynamischen
Messbereich Uber 3 Log Stufen und eine Sensitivitat im femtomolaren Bereich.

Auch dieses Ausfuhrungsbeispiel zeigt, dass die Nachteile anderer Verfahren, wie
der geringe dynamische Messbereich und eine maximale Sensitivitat nur bis in den
picomolaren Bereich, mit dem erfindungsgemaflen Verfahren Gberwunden werden

kdnnen.
Literaturquelle:

[11] Gotzke H, et al. “The ALFA-tag is a highly versatile tool for nanobody-based bio-
science applications”. Nat Commun. 2019 Sep 27; 10(1):4403. doi: 10.1038/s41467-
019-12301-7. PMID: 31562305; PMCID: PMC6764986.
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Patentanspriche

1. Verfahren zur quantitativen und/oder qualitativen Bestimmung von Bioindikato-
ren, umfassend folgende Schritte:

a) Immobilisieren von Fangermolekilen fur die Bioindikatoren auf einem Substrat,
b) In-Kontaktbringen der Bioindikatoren einer Probe mit den Fangermolekilen,

c) Immobilisieren der Bioindikatoren auf dem Substrat durch Bindung an Féngermo-

lekile,

d) In-Kontaktbringen der Bioindikatoren mit Sonden, die mindestens ein Detektions-

molekil enthalten, und

e) Entfernen von nicht spezifisch gebundenen Molekilen und Partikein z. B. durch
Waschen,

f) Binden der Sonden an die Bioindikatoren,

wobei die Sonden in der Lage sind, ein spezifisches Detektionssignal zu emittieren
und die Schritte b) und d) gleichzeitig oder d) vor b) erfolgen kénnen und wobei Son-
den und Fangermolekule eingesetzt werden, die affine Molekiile oder Molekulteile
aufweisen, die an wenigstens eine spezifische Bindungsstelle der Bioindikatoren bin-
den und diese affinen Molekiile oder Moleklteile der Sonden und Fénger nicht un-

tereinander Giberlappen.

2. Verfahren nach dem vorherigen Anspruch,
dadurch gekennzeichnet, dass die affinen Molekule oder Molekillteile der Son-
den und/oder Fangermolekiile an wenigstens zwei spezifische Bindungsstellen
der Bioindikatoren binden.

3. Verfahren nach einem der vorherigen Anspriche,
dadurch gekennzeichnet, dass die affinen Molekiile oder Molekuiteile der Son-
den und/oder Fangermolekile an wenigstens zwei spezifische Bindungsstellen
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der Bioindikatoren binden, wobei diese Bindungsstellen der Sonden und/oder
Fangermolekiile an wenigstens zwei identische Bindungsstellen eines Bioindi-
kators binden und/oder an wenigstens zwei unterschiedliche Bindungsstellen
von wenigstens zwei unterschiedlichen Bioindikatoren binden.

Verfahren nach dem vorherigen Anspruch,
dadurch gekennzeichnet, dass

durch In-Kontaktbringen der Bioindikatoren mit den Fangermolekdlen, diese auf
dem Substrat durch Bindung an die Fangermolekule immobilisiert werden.

Verfahren nach einem der vorherigen Anspriiche,

dadurch gekennzeichnet, dass

nach dem In-Kontaktbringen der Bioindikatoren mit den Sonden, nicht spezi-
fisch gebundene Molekile und Partikel durch Waschen entfernt werden.

Verfahren nach einem der vorherigen Anspriiche,

dadurch gekennzeichnet, dass

Sonden gewihlt werden, welche an die Bioindikatoren binden, wobei die Son-
den in der Lage sind, ein spezifisches Signal zu emittieren.

Verfahren nach einem der vorherigen Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass
die Detektionsmolekiile der Sonden Fluorochome, und/ oder fluoreszierende

Proteine umfassen.

Verfahren nach einem der vorherigen Anspriiche,

dadurch gekennzeichnet, dass

das In-Kontaktbringen der Bioindikatoren mit den Fangermolekilen und den
Sonden gleichzeitig erfolgt.

Verfahren nach einem der vorherigen Anspriiche,

dadurch gekennzeichnet, dass

das In-Kontaktbringen der Bioindikatoren mit den Sonden vor dem In-Kontakt-
bringen mit den Féngermolekiilen erfolgt.
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Verfahren nach einem der vorherigen Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass
die Probe vor dem Binden der Sonden an die Bioindikatoren fixiert wird.

Verfahren nach einem der vorherigen Anspriiche,

dadurch gekennzeichnet, dass

an Stelle von Sonden Quantumdots eingesetzt werden, die mit Fangermolek-
len beschichtet sind, die affine Molekiile oder Molekilteile aufweisen, die an
wenigstens eine spezifische Bindungsstelle der Bioindikatoren binden.

Verfahren nach einem der vorherigen Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass
die Probe mit Detergenzien behandeit wird.

Verfahren nacheinem der vorherigen Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass
eine ortsaufgeloste Bestimmung des Sondensignals erfolgt.

Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche

dadurch gekennzeichnet, dass

das Substrat Kunststoff, Silizium oder Siliziumdioxid oder bevorzugt Glas um-
fasst.

Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche,

dadurch gekennzeichnet, dass

das Substrat vor dem Immobilisieren von Fangermolekilen auf dem Substrat
eine hydrophile Oberflache aufweist.

Verfahren nach vorherigem Anspruch,

dadurch gekennzeichnet, dass

die hydrophile Schicht ausgewahlt wird aus der Gruppe enthaltend oder beste-
hend aus PEG, Poly-Lysin und Dextran oder Derivate hiervon.

Verfahren nach einem der vorherigen Anspriiche,

dadurch gekennzeichnet, dass

eine Funktionalisierung mit Aminogruppen durch in Kontaktbringen des Sub-
strats mit APTES (3-Aminopropyltrietoxysilan) oder Ethanolamin erfolgt.
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Verfahren nach einem der vorherigen Anspriiche,

dadurch gekennzeichnet, dass

das In-Kontaktbringen des Substrats mit APTES (3-Aminopropyltrietoxysilan) in
der Gasphase erfolgt.

Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche

dadurch gekennzeichnet, dass

die Fangermolekiile kovalent an das Substrat oder an die Beschichtung gebun-
den sind.

Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche

dadurch gekennzeichnet, dass

die Bindungsstellen der Bioindikatoren mehrspezifische, vorzugsweise wenigs-
tens bi-spezifische Epitope sind und die affinen Molekile oder Molekiilteile der
Fangermolekiile und/oder Sonden mehrspezifische, vorzugsweise wenigstens
bi-spezifische, Antikdrper oder Teile derselben sind.

Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriche,
dadurch gekennzeichnet, dass
die Sonden mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind.

Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche
dadurch gekennzeichnet, dass
die Detektion mittels ortsauflésender Fluoreszenzmikroskopie erfolgt.

Verwendung des Verfahrens nach einem der vorangehenden Anspriiche zum
Nachweis einer Erkrankung.

Verwendung des Verfahrens nach einem der vorangehenden Anspriiche zur
Uberwachung von Therapien mit Bioindikatoren und/oder der Uberprifung der
Wirksamkeit von Wirkstoffen und /oder Heilverfahren oder zur Bestimmung, ob
eine Person in eine klinische Studie aufgenommen wird.

Kit zur Durchfihrung des Verfahrens nach einem der vorherigen Anspriiche,
enthaltend:

- Substrat,
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- Fangermolekiile;

- Sondenmolekiile

26. Kit nach vorhergehendem Anspruch, enthaltend Qdots an Stelle von Sonden,
wobei die Qdots mit Fangermolekiilen beschichtet sind, die affine Molek(le oder
Molekdilteile aufweisen, die an wenigstens eine spezifische Bindungsstelle der
Bioindikatoren binden.
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