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SENSOROBERFLACHE MIT VERBESSERTEM SIGNAL/RAUSCH-VERHALTNIS

Die Erfindung betrifft eine Sensoroberfldche mit verbessertem
Signal/Rausch-Verhdltnis auf der Basis von auf der Sensor-
oberfliche kovalent immobilisiertem Blockierungsreagenz sowie
derartige Oberflachen umfassende Vorrichtungen und Verfahren

unter Verwendung derselben.

Bei Sensoren, die nach dem Rezeptor/Liganden-Prinzip arbei-
ten, z.B. Antikérper/Antigen-Sensoren (Proteinsensoren), wird
zumeist keiner der Reaktionspartner oder aber nur der Rezep-
tor kovalent immobilisiert. Nach dem Immobilisieren (Aufbrin-
gen) des Rezeptors wird meist vor der eigentlichen Reaktion
ein Blockierungsreagenz oder -agens zugegeben, das verhindern
soll, dass Analytmolektile unspezifisch, d.h. nicht aus-
schlieBlich an den Rezeptor, an der Oberfldche des Sensors
gebunden werden. Dieses Blockierungsreagenz belegt nicht ge-
nutzte Bereiche auf dem Sensor und ist fir fast alle Messun-
gen zwingend notwendig, um ein ausreichend hohes Sig-

nal/Rausch-Verhdltnis zu bekommen.

FEin bei Sensoren des Standes der Technik bisher stets auftre-
tendes Problem ist, dass beil sp&teren Reaktions- und Wasch-
schritten das Blockierungsreagenz entfernt wird. Eine Entfer-
nung des Reagenzes fithrt zu einer (partiellen) Freilegung von
Oberfliachenbereichen auf dem Sensor, an denen dann wieder un-
spezifische Wechselwirkungen auftreten konnen. Eine solche
Wechselwirkung oder Reaktion wiirde ein unspezifisches Signal
bei der Detektion erzeugen, wodurch das Verhaltnis von spezi-
fischem Signal zu unspezifischem Signal deutlich verschlech-

tert wiirde.
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Aufgabe der Erfindung ist, diesen den Sensoren des Standes

der Technik anhaftenden Nachteil zu beseitigen.

ErfindungsgemdB wird diese Aufgabe geldst durch die Bereit-
stellung einer Sensoroberfldche mit darauf kovalent immobili-
sierten spezifischen Sondenmolektilen fur mindestens ein nach-
suweisendes Biomolekiil, bei der grundsdtzlich fir unspezifi-
sche Bindungen zur Verfiigung stehende Stellen oder Bereiche
der Sensoroberfliche durch mindestens ein kovalent daran im-

mobilisiertes Blockierungsreagenz inaktiviert sind.

Kurz zusammengefasst werden also erfindungsgemab Affinitats-
sensoren fiir Biomolekiile, die nach dem Rezeptor/Liganden-
Prinzip arbeiten, nach dem Aufbringen der Rezeptormolekiile
mit einem Reagenz behandelt, durch das unspezifische Interak-
tionen von Analytmolekiilen auBerhalb der fir die spezifische
Bindung an den bzw. die Rezeptor(en) vorgesehenen Bereiche
der Sensoroberfliche durch kovalentes Binden eines sog. Blo-
ckierungsreagenzes oder -agens unterbunden werden. Dadurch
wird das Signal/Rausch-Verhaltnis der Reaktion verbessert und
die Empfindlichkeit der Analyse erhoht. Kovalentes Immobili-
sieren bzw. Binden der Rezeptoren und der Blockierungsreagen-
zien auf der Sensoroberfldche erlaubt es, die Spezifitat der
Reaktion durch die Verwendung von z.B. hohen Tensidkonzentra-
tionen zu erhdhen, weil wdhrend diverser Waschschritte, die
stattfinden, um nicht gebundenen Analyt von dem Sensor zu
entfernen, das Auswaschen der Blockierungsreagenzien verhin-

dert wird.

Da das Signal/Rausch-Verhaltnis beziiglich der Rezeptoren ver-

pessert wird (d.h. nur das biologische Signal/Rausch-
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Verhiltnis nicht das elektronische Signal/Rausch-Verhaltnis),
wird auf diese Weiée die absolute Sensitivitat der Messungen
erhdht und dadurch sowohl die Sensitivitdt des Sensors ver-
bessert als auch die dynamische Breite der Messung deutlich
erhéht. Insbesondere ergibt sich durch die Verwendung von li-
pophilen Photovernetzern bzw. sPhotocrosslinkern« und amphi-
philen Blockierungssubstanzen die Moéglichkeit, Oberflachenei-
genschaften gezielt zu verandern, und zwar ohne das Risiko,
die wertvollen Rezeptorproteine zu beschadigen oder in sons-
tiger Weise zu beeintrachtigen. Auf diese Weise konnen z.B.
Antikorperchips gegebenenfalls wiederverwendet werden, da der
Aufbau und die Belegung des Chips im wesentlichen aufrecht

erhalten bleiben.

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft ein Verfahren zur
Verbesserung des Signal/Rausch-Verhaltnisses von Biosensoren,
bei dem eine erfindungsgemiBe Sensoroberflache verwendet
wird. Daher betrifft die vorliegende Erfindung grundsdtzlich
alle Verfahren zum Nachweis des Vorhandenseins von Analyten
in einer zu untersuchenden Probe unter Verwendung Oberfla-
chen-gebundener Rezeptormolekile, bei denen eine erfindungs-

gemiBe Sensoroberfldche verwendet wird.

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft eine Vorrichtung
zur Verwendung in einem erfindungsgemdlen Verfahren, die eine

erfindungsgemafe Sensoroberfldche aufweist.

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft einen Kit zur Ver-
wendung in einem erfindungsgemdaBen Verfahren, der eine erfin-
dungsgemdBe Sensoroberflédche und gegebenenfalls Puffer und

Nachweisreagenzien enthdlt.
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Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft ein Blockierungs-
reagenz, das mindestens eine photoreaktive Gruppe zur kova-

lenten Immobilisierung an einer Sondenoberfldche aufweist.

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft ein Verfahren zur
Herstellung eines erfindungsgemédfen Blockierungsreagenzes,
bei dem mindestens ein Blockierungsreagenz, wie oben defi-
niert, mit mindestens einem Vernetzer umgesetzt wird, der

mindestens eine photoreaktive Gruppe aufweist.

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft einen Kit zur Her-
stellung einer erfindungsgemdBen Sensoroberfldche, der min-
destens ein erfindungsgemiBes Blockierungsreagenz der zuvor
definierten Art und gegebenenfalls eine Sensoroberfldche so-

wie Puffer und Reagenzien enthdlt.

Weitere vorteilhafte und/oder bevorzugte Ausfilhrungsformen

der Erfindung sind Gegenstand der jeweiligen Unteranspriiche.

Bei einer Ausfihrungsform der erfindungsgeméRen Sensorober-
fliche bilden die Sonden- bzw. Rezeptormolekiile ein adres-
sierbares Muster auf der Oberflache. Derartige Muster sind
aus der Bioarray- oder Bibchip—Technik an sich bekannt und
kénnen mit beliebigen der dort angewendeten Techniken erzeugt
werden, beispielsweise durch Aufdrucken. Die Array-Technik
gestattet die parallele Untersuchung einer sehr grofien Anzahl

von Analyten.

7zur Immobilisierung von Sondenmolekiilen konnen beliebige
Techniken angewendet werden, beispielsweise die von G. T.

Hermanson in "Bioconjugate Techniques", Academic Press, 1996,
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beschriebenen. Beispielsweise eignen sich im Falle von amino-
terminierten Oligonukleotiden sogenannte reaktive Ester oder
Reaktivester wie N-Hydroxysuccinimide (NHS-Ester), Epoxide,
vorzugsweise Glycidyl-Derivate, Isothiocyanate, Isocyanate,
Azide, Carbonsiuregruppen oder Maleinimide. Selbstverstand-
lich koénnte auch mit den gleichen Photovernetzern immobili-
siert werden, die weiter unten zur Immobilisierung der Blo-

ckierungsreagenzien beschrieben werden.

Bei einer weiteren Ausfiihrungsform der erfindungsgemdfien Sen-
soroberfldche erfolgt die kovalente Immobilisierung des min-
destens einen Blockierungsreagenzes {iber mindestens einen
photoreaktiven Vernetzer oder »Crosslinker«. Es ist moglich, -
mehrere unterschiedliche Blockierungsreagenzien parallel zu
verwenden. Grundsdtzlich ist jedes im Stand der Technik ver-
wendete Blockierungsreagenz erfindungsgemédh geeignet. Jedes
Blockierungsreagenz kann gegebenenfalls mit mehreren, auch
unterschiedlichen, photoreaktiven Vernetzern immobilisiert

werden.

Bei einer weiteren'Ausfﬁhrungsform der erfindungsgemdflen Sen-
soroberfliche weist der mindestens eine photoreaktive Vernet-
zer mindestens eine unter Benzophenon oder Derivaten davon,
Anthrachinon oder Derivaten davon, Thymidin oder Derivaten
davon und 4-Azidobenzoesdure oder Derivaten davon ausgewdhlte
photoreaktive Gruppe auf. Grundsdtzlich ist jeder photoreak-
tive Vernetzer des Standes der Technik erfindungsgemdb geeig-

net.

Bei einer weiteren Ausfiihrungsform der erfindungsgemdBien Sen-

soroberfliache ist die Sensoroberfliche unter Metall-, Halbme-
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tall-, Halbmetalloxid-, Glas- oder Polymeroberfldchen ausge-
wahlt. '

Bei einer weiteren Ausfiihrungsform der erfindungsgemdfen Sen-
soroberfliche ist die Metalloberflidche unter Gold- und Alumi-

niumoberfldchen ausgewdhlt.

Bei einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform der erfin-
dungsgemiben Sensoroberflache ist die Halbmetalloberflache

eine Siliciumoberflache.

Bei einer weiteren Ausfiihrungsform der erfindungsgemdfien Sen-
soroberfldche ist die Halbmetalloxidoberflache eine Silicium-

oxid oder Aluminiumoxidoberflache.

Bei einer weiteren Ausfithrungsform der erfindungsgemifien Sen-
soroberfliache ist die Glasoberflidche eine Quarzglasoberfld-
che. Grundsdtzlich ist jede bekannte Glasoberfldche erfin-

dungsgemah geeignet.

Grundsidtzlich sind alle Oberflachenformen erfindungsgemdlb ge-
eignet. Obgleich die Oberflache bei Biochip-Anwendungen zu-
meist im wesentlichen eben ist, liegt es fir den Fachmann auf
der Hand, dass auch Oberflachen mit Vertiefungen sowie sol-
che, die nicht flach sondern rund bzw. spharisch ausgestaltet

sind, erfindungsgemdB gleichermafen geeignet sind.

Bei einer weiteren Ausfithrungsform der erfindungsgemédfien Sen-
soroberfldche ist die Polymeroberfldche unter Oberfldchen aus
Cycloolefincopolymer oder Derivaten davon, Polystyrol oder

Derivaten davon, Polyethylen oder Derivaten davon, Polypropy-
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len oder Derivaten‘davon, Polyimid oder Derivaten davon und
Polymethylmethacrylat oder Derivaten ausgewdhlt. Grundsatz-
lich ist jede bekannte Polymeroberflache erfindungsgem&l ge-
eignet. Hiervon umfasst sind auch Oberfldchen, die quellbare
oder wasserpermeable polymére oder copolymere Strukturen auf-
weisen und mono-, bi- oder polyfunktionalisierte Kopplungs-

gruppen umfassen konnen.

Ferner sind die im Stand der Technik fiir analytische oder
diagnostische Zwecke bekannten Membranen wie insbesondere

solche aus Nylon und Nitrocellulose geeignet.

Bei einer weiteren Ausfiihrungsform der erfindungsgemdben Sen-
soroberfliche ist das Sondenmolekiil (Rezeptor) ein Partner
eines spezifisch wechselwirkenden Systems von komplementédren

Bindungspartnern (Rezeptor/Ligand).

Bei einer weiteren Ausfithrungsform der erfindungsgemdfien Sen-
soroberfliche beruht das spezifisch wechselwirkende System
von komplementdren Bindungspartnern auf der Wechselwirkung
einer Nukleinsiure mit einer komplementdren Nukleinsdure, der
Wechselwirkung einer Peptidnukleinsdure mit einer Nukleinsdu-
re, der Enzym/Substrat-, Rezeptor/Effektor-, Lectin/Zucker-,
Antikdrper/Antigen-, Avidin/Biotin-, oder Streptavidin/Bio-

tin-Wechselwirkung.

Bei einer weiteren Ausfithrungsform der erfindungsgemdfen Sen-
soroberfliche ist die Nukleinsdure eine DNA oder RNA oder ein

Analogon davon.
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Bei einer weiteren Ausfiihrungsform der erfindungsgemdfien Sen-

soroberfliache ist die DNA oder RNA ein Oligonukleotid.

Bei einer weiteren Ausfilhrungsform der erfindungsgemdfien Sen-
soroberfliache ist der Antikérper ein polyklonaler, monoklona-
ler, chimidrer oder »Single-chain«-Antikdrper oder ein funkti-
onelles Fragment oder Derivat eines derartigen Antikorpers.
Unter einem funktionellen Fragment oder Derivat eines Anti-
kdrpers wird hier jedes Fragment oder Derivat eines Antikor-
pers mit spezifischer Antigenbindungsféhigkeit verstanden.
Diese kann sich in der Starke von der des nativen Antikérpers
unterscheiden, das Fragmeﬁt oder Derivat muss dabei aber
nicht notwendigerweise gleichzeitig auch immunisierende Wir-

kung im Korper haben.

Bei einer weiteren Ausfiihrungsform der erfindungsgemdfben Sen-
soroberfldache ist das Biockierungsreagenz unter Casein,
hydrolysiertem Casein, einem Tensid, Rinderserumalbumin, £&-
talem Kalberserum, Serum neugeborener Kdlber, und Mischungen
davon ausgewdhlt. Diese Blockierungsreagenzien sind im Handel
erhiltlich und beispielsweise tber die Firma Sigma-Aldrich

Chemie GmbH zu beziehen.

Bei einer weiteren Ausfiihrungsform der erfindungsgemdfen Sen-
soroberflache ist das Tensid unter Natriumpalmitat, Brij® 35,
Brij® 58, Cetylpyridiniumchlorid-Monohydrat, Cetyltrimethy-
lammoniumbromid, 3-(3-Cholamidopropyl)-dimethylammonio-l-pro-
pansulfonat, 3- (3-Cholamidopropyl)-dimethyl-ammonio-2-hydro-
xy-1l-propansulfonat, Decan-1-sulfonsiure-Natriumsalz, N, N~
Bis-[3- (D-gluconamido) -propyl] -deoxycholamid, Dodecan-l-sul-

fonsiure-Natriumsalz, Dodecyl-B-D-maltosid, 6-O-(N-Heptyl-
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carbamoyl) -methyl-a-D-glucopyranosid, Heptan-l-sulfonsdure-

Natriumsalz, N-Lauroylsarcosin-Natriumsalz, Octanoyl-N-me-
thylglucamid, N-Nonaoyl-N-methylglucamid, Natriumcholat, Na-
triumdeoxycholat, Nonan-l-sulfonsidure-Natriumsalz, Nonidet
P40, Octan-l-sulfonsdure-Natriumsalz, n-Octyl-R-D-glucopyran-
osid, Pentan-l-sulfonsdure-Natriumsalz, n-Octyl-B-D-thioglu-
copyranosid, Pluronic® F-68, Saccharosemonolaurat, Natriumdo-
decylsulfat, N-Dodecyl-dimethyl-3-ammonio-l-propansulfonat,
N-Tetradecyl-dimethyl-3-ammonio-l-propansulfonat, Triton® X-
100, und Mischungen davon ausgewdhlt. Diese Tenside sind im
Handel erhiltlich und beispielsweise ilber die Firma Sigma-
Aldrich Chemie GmbH zu beziehen. Grundsdtzlich sind alle be-

kannten Tenside erfindungsgemah geeignet.

In der folgenden Tabelle werden weitere Details der obigen

Tenside angegeben.

Bezeichnung Summenformel Typ

Brij® 35 CsgH118024 nichtionisch
Brij® 58 Cs6H114021 nichtionisch
Cetylpyridiniumchlorid- | CpHssCIN x H:0 kationisch
Monohydrat

Cetyltrimethylammonium~- |CioHg2BrN kationisch
bromid

CHAPS C32HssN2048 zwitterionisch
CHAPSO C3,HssN20gS zwitterionisch
Decan-1-sulfonsdure- C10Hp1Na035

Natriumsalz
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Deoxy—BIGCHAP C42H75N30156 nichtionisch
Dodecan-l-sulfonsaure- Cy,H35Na03S
Natriumsalz
Dodecyl-f-D-maltosid C12H35Na05S nichtionisch
HECAMEG Cy5H29NO4 nichtionisch
Heptan-l-sulfonsaure- C7H35Na0sS x H,0
Natriumsalz
N-Lauroylsarcosin- C15H25NNaO; anionisch
Natriumsalz
MEGA-8 C15H3,NOq nichtionisch
MEGA-9 C16H33NOg nichtionisch
Natriumcholat Co4H3gNaOs anionisch
Natriumdeoxycholat C24H39NaOy anionisch
Nonan-1l-sulfonsdure- CgH,9Na03S
Natriumsalz
Nonidet P40 Mischung aus 15

Homologen
Octan-1l-sulfonsdure- CgH17Na058
Natriumsalz
n-Octyl-p-D-glucopyra— |Ci4Hzg06 nichtionisch
nosid
Pentan-1l-sulfonsaure- CsH11Na03S
Natriumsalz
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11
n-Octyl-p-D-thiogluco- |Ci4Hz60s8
pyranosid
Pluronic® F-68 n.a. nichtionisch
Saccharosemonolaurat C24Hy4012 nichtionisch
SDS (Natriumdodecylsul= |Cz4Hs4012 anionisch
fat ‘
Sulfobetain SB 12 C17H37NO38 zwitterionisch
Sulfobetain SB 14 C19H41NO3S zwitterionisch
Triton® X-100 4 nichtionisch
Triton® X-114 C30H5400 nichtionisch
Tween® 20 nichtionisch
Tween® 80 nichtionisch

Abkiirzungen: CHAPS (3- (3-Cholamidopropyl)-dimethylammonio-1-propansulfo-
nat); CHAPSO (3-(3-Cholamidopropyl)-dimethyl-ammonio-2-hydroxy-1-propan-
sulfonat); Deoxy-BIGCHAP (N, N-Bis-{3-(D-gluconamido)-propyl]-deoxychol-
amid); HECAMEG (6—0—(N—Heptylcarbamoyl)—methyl—a~D—glucopyranosid); MEGA-
8 (Octanoyl-N-methylglucamid); MEGA-9 (N-Nonanoyl-N-methylglucamid); SDS
(Natriumdodecylsulfat); Sulfobetain SB 12 (N-Dodecyl-dimethyl-3-ammonio-
l-propansulfonat); Sulfobetain SB 14 (N—Tetradecyl—dimethyl—3—ammoﬁio—1—

propansulfonat) .

Bei einer weiteren Ausfiihrungsform des erfindungsgemdfen Blo-
ckierungsreagenzes ist die mindestens eine photoreaktive

Gruppe unter Benzophenon oder Derivaten davon, Anthrachinon
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oder Derivaten davon, Thymidin oder Derivaten davon und 4-

Azidobenzoesiaure oder Derivaten davon ausgewdhlt.

Bei einer Ausfihrungsform des erfindungsgemédfien Verfahrens
zur Herstellung des erfindungsgemafien Blockierungsreagenzes
wird die mindestens eine photoreaktive Gruppe)unter Benzophe-
non oder Derivaten davon, Anthrachinon oder Derivaten davon,
Thymidin oder Derivaten davon, und 4-Azidobenzoesaure oder

Derivaten davon ausgewdhlt.
Die Erfindung wird im folgenden beispielhaft erldutert.

Eine geeignete Blockierungssubstanz, z.B. Casein fir Polysty-
roloberflachen, wird mittels eines Vernetzers bzw. »Crosslin-
kers« mit einer photoreaktiven Gruppe versehen, z.B. 4-
Azidobenzoesdure-N-hydroxy-succinimidester. Diese chemischen
Gruppen erlauben es, nach der eigentlichen Blockierungsreak-
tion die Blockierungsreagenzien an den fiir sie zugdnglichen
stellen kovalent zu immobilisieren. Wahlweise kann auch die
Oberfliche mit photoreaktiven Gruppen versehen sein, z.B.
Glas, das mit einem Benzophenonsilan beschichtet wurde. In
diesem Falle kann mit dem nativen Blockierungsreagenz gear-
pbeitet werden, und die Immobilisierung der Rezeptoren und des
Blockierungsreagenzes finden durch Belichten bei geeigneten

Wellenldngen statt.

Weitere erfindungsgemdB geeignete Blockierungsreagenzien sind
die oben erwahnten Tenside mit einer photoreaktiven Gruppe am
hydrophoben Terminus, beispielsweise Benzophenon-4~ (Natrium-
palmitat). Derivate auch anderer Tenside sind von einem Fach-

mann ohne weiteres schnell herstellbar. Diese Substanzen blo-
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ckieren Bereiche, auf denen hydrophobe Wechselwirkungen
stattfinden. Auch nichtionische/anionische Tenside mit photo-
reaktiven Gruppen sind geeignet. Ein Vorteil wdre, dass man

auBerdem damit stabile Lipidvesikel herstellen konnte.

Beispiele

Herstellung von photoreaktiven Caseinfragmenten

Vorzugsweise wird relativ niedermolekulares Casein mit einem
Molekiilgewicht von < 10 kD verwendet. Dieses wird in Natrium-
phosphatpuffer (pH-Wert 7,5) aufgeldst und mit der 20fachen
molareﬁ Menge an Crosslinker (5-Azido-2-nitrobenzoesdaure-N-
hydroxysuccinimidester als Stammldsung in Dimethylformamid
bzw. DMF) im Dunkeln umgesetzt (Raumtemperatur, 2 Std.). An-
schliefend wird das Protein durch Auftrennen iiber eine Sepha-
dex-Saule gereinigt und auf eine Konzentration von 1 %
(Gew./Vol.) eingestellt (z.B. durch Verdunnen). Der pH-Wert

der fertigen Losung wird auf 7,0 eingestellt.

Aufbringen auf eine Oberfldéche

Das kovalente Blocken des ggf. zuvor mit Rezeptormolekiilen
versehenen Biosensors wird folgendermaBen durchgefdhrt. Die
Sensoroberfliache wird 2 Std. mit dem Blockierungspuffer bei
4°C inkubiert und anschlieBend griindlich mit PBS-Puffer (PBS-
puffer ist phosphatgepufferte Kochsalzlosung) gewaschen.
SchlieRlich wird mit UV-Licht (Wellenldnge ca. 300 nm) ca. 5
Minuten belichtet. Fakultativ kann die Sensoroberfldche zu-
satzlich noch mit einer 0,1 %$igen Gelatineldsung zur besseren
Stabilisierung der vorhandenen Proteine benetzt bzw. bespriiht

werden.
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Patentanspriiche

Sensoroberfliche mit  darauf kovalent immobilisierten
spezifischen Sondenmolekiilen fir mindestens ein nachzu-
weisendes Biomolekiil, dadurch gekennzeichnet, dass
grundsatzlich filir unspezifische Bindungen zur Verfigung
stehende Stellen oder Bereiche der Sensoroberflédche
durch mindestens ein kovalent daran immobilisiertes

Blockierungsreagenz inaktiviert sind.

gensoroberflache nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich-

net, dass die Sondenmolekiile ein adressierbares Muster

bilden.

Sensoroberfliche nach einem der vorstehenden Ansprliche,
dadurch gekennzeichnet, dass das mindestens eine Blo-
ckierungsreagenz iber mindestens einen photoreaktiven

Vernetzer kovalent an der Oberfldche immobilisiert ist.

sensoroberflache nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich-
net, dass der mindestens eine photoreaktive Vernetzer
mindestens eine unter Benzophenon oder Derivaten davon,
Anthrachinon oder Derivaten davon, Thymidin oder Deriva-
ten davon, und 4-Azidobenzoesdure oder Derivaten davon

ausgewahlte photoreaktive Gruppe aufweist.

Sensoroberfliache nach einem der vorstehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass die gensoroberfldache unter
Metall-, Halbmetall-, Halbmetalloxid-, Glas- und Poly-

meroberfldchen ausgewdhlt ist.
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10.

11.

12,

15

Sensoroberfliache nach Anspruch 5, dadurch gekennzeich-
net, dass die Metalloberfldche unter Gold- und Alumini-

umoberflichen ausgewdhlt ist.

Sensoroberfliache nach Anspruch 5, dadurch gekennzeich-
net, dass die Halbmetalloberfl&che eine Siliciumoberfl&-

che ist.

Sensoroberfliche nach Anspruch 5, dadurch gekennzeich-
net, dass die Halbmetalloxidoberfldche eine Silicium-

oxid- oder Aluminiumoxidoberfldche ist.

Sensoroberfliche nach Anspruch 5, dadurch gekennzeich-
net, dass die Glasoberflidche eine Quarzglasoberfldche

ist.

Sensoroberfliche nach Anspruch 5, dadurch gekennzeich-
net, dass die Polymeroberfldche unter Oberfldchen aus
Cycloolefincopolymer oder Derivaten davon, Polystyrol
oder Derivaten davon, Polyethylen oder Derivaten davon,
Polypropylen oder Derivaten davon, Polyimid oder Deriva-
ten davon, und Polymethylmethacrylat oder Derivaten da-

von ausgewdhlt ist.

Sensoroberfldche nach einem der vorstehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass das Sondenmolekil ein Part-
ner eines spezifisch wechselwirkenden Systems von kom-

piementaren Bindungspartnern (Rezeptor/Ligand) ist.

Sensoroberfliache nach Anspruch 11, dadurch gekennzeich-

net, dass das spezifisch wechselwirkende System von kom-
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13.

14.

15.

16.

17.

16

plementdren Bindungspartnern auf der Wechselwirkung ei-
ner Nukleinsiure mit einer komplementdren Nukleinsdure,
der Wechselwirkung einer Peptidnukleinsdure mit einer
Nukleinsdure, -der Enzym/Substrat-, Rezeptor/Effektor-,
Lectin/Zucker-, Antikérper/Antigen-, Avidin/Biotin- oder

Streptavidin/Biotin-Wechselwirkung beruht.

Sensoroberfliache nach Anspruch 12, dadurch gekennzeich-
net, dass die Nukleinsdure eine DNA oder RNA oder ein

Analogon davon ist.

Sensoroberfliache nach Anspruch 13, dadurch gekennzeich-

net, dass die DNA oder RNA ein Oligonukleotid ist.

Sensoroberflache nach Anspruch 12, dadurch gekennzeich-
net, dass der Antikorper ein polyklonaler, monoklonaler,
chimirer oder »Single-chain«-Antikorper oder ein funkti-
onelles Fragment oder Derivat eines derartigen Antikor-

pers ist.

sensoroberfliache nach einem der vorstehenden Anspriliche,
dadurch gekennzeichnet, dass das Blockierungsreagenz un-
ter Casein, hydrolysiertem Casein, einem Tensid, Rinder-
serumalbumin, fotalem Ké&lberserum, Serum neugeborener

Kalber, und Mischungen davon ausgew&hlt ist.

sensoroberfliache nach Anspruch 16, dadurch gekennzeich-
net, dass das Tensid unter Natriumpalmitat, Brij® 35,
Brij® 58, Cetylpyridiniumchlorid-Monohydrat, Cetyltri-
methylammoniumbromid, 3- (3-Cholamidopropyl)-dimethylam-
monio-l-propansulfonat, 3- (3-Cholamidopropyl)-dimethyl-
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18.

19.

20.
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ammonio-2-hydroxy-l-propansulfonat, Decan-l-sulfonsdure-
Natriumsalz, N,N-Bis-[3-(D-gluconamido) -propyl] ~deoxy-
cholamid, Dodecan-l-sulfonsdure-Natriumsalz, Dodecyl-f-
D-maltosid, 6-0-(N-Heptylcarbamoyl)-methyl-o-D-glucopy-
ranosid, Heptan—1—sulfonséure—Natriumsalz, N-Lauroyl-
sércosin—Natriumsalz, Octanoyl-N-methylglucamid, N-Nona-
oyl-N-methylglucamid, Natriumcholat, Natriumdeoxycholat,
Nonan-1-sul fonsidure-Natriumsalz, Nonidet P40, Octan-1-
sulfonsiure-Natriumsalz, n-Octyl-B-D-glucopyranosid,
Pentan-l-sulfonsdure-Natriumsalz, n-Octyl-B-D-thioglu-
copyranosid, Pluronic® F-68, Saccharosemonolaurat, Nat-
riumdodecylsulfat, N-Dodecyl-dimethyl-3-ammonio-1l-pro-
pansulfonat, N-Tetradecyl-dimethyl-3-ammonio-l-propan-
sulfonat, Triton® X-100, und Mischungen davon ausgewahlt

ist.

Verfahren zum Nachweis des Vorhandenseins von Analyten
in einer zu untersuchenden Probe unter Verwendung Ober-
flichen-gebundener Rezeptormolekile, dadurch gekenn-
zeichnet, dass eine Sensoroberfldche gemaf einem der An-

spriiche 1 bis 17 verwendet wird.

Vorrichtung zur Verwendung in einem Verfahren gemah An-
spruch 18, dadurch gekennzeichnet, dass sie eine Sensor-

oberfliache gemih einem der Anspriiche 1 bis 17 aufweist.

Kit zur Verwendung in einem Verfahren gemaf Anspruch 18,
dadurch gekennzeichnet, dass er eine Sensoroberfldche
gemdB einem der Anspriiche 1 bis 17 und gegebenenfalls

puffer und Nachweisreagenzien enthdlt.
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23.
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Blockierungsreagenz, dadurch gekennzeichnet, dass es
mindestens eine photoreaktive Gruppe zur kovalenten Im-

mobilisierung an einer Sensoroberfldche aufweist.

Blockierungsreagenz nach Anspruch 21, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Blockierungsreagenz unter Casein,
hydrolysiertem Casein, einem Tensid, Rinderserumalbumin,
fotalem Kilberserum, Serum neugeborener Kélber, und Mi-

schungen davon ausgewdhlt ist.

Blockierungsreagenz nach Anspruch 22, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Tensid unter Natriumpalmitat, Brij®
35, Brij® 58, Cetylpyridiniumchlorid-Monohydrat, Cetyl-
trimethylammoniumbromid, 3-(3-Cholamidopropyl)-dimethyl-
ammonio-l-propansulfonat, 3-(3-Cholamidopropyl)-dime-
thyl-ammonio-2-hydroxy-l-propansulfonat, Decan-l-sulfon-
sdure-Natriumsalz, N,N-Bis-[3- (D-gluconamido)-propyl]-
deoxycholamid, Dodecan-1-sulfonsdure-Natriumsalz, Dode-
cyl-p-D-maltosid, 6-0- (N-Heptylcarbamoyl) -methyl-a-D-
glucopyranosid, Heptan-l-sulfons&ure-Natriumsalz, N-Lau-
roylsarcosin-Natriumsalz, Octanoyl-N-methylglucamid, N-
Nonaoyl-N-methylglucamid, Natriumcholat, Natriumdeoxy-
cholat, Nonan-l-sulfonsdure-Natriumsalz, Nonidet P40,
Octan-1-sulfonsiure-Natriumsalz, n-Octyl-R-D-glucopyran-
osid, Pentan-l-sulfonsdure-Natriumsalz, n-Octyl-B-D-
thioglucopyranosid, Pluronic® F-68, Saccharosemonolau-
rat, Natriumdodecylsulfat, N-Dodecyl-dimethyl-3-ammonio-
l-propansulfonat, N—Tetradecyl—dimethyl—3—ammonio—1—pro—
pansulfonat, Triton® X-100, und Mischungen davon ausge-

wahlt ist.
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Blockierungsreagenz nach einem der Anspriche 21 bis 23,
dadurch gekennzeichnet, dass die mindestens eine photo-
reaktive Gruppe unter Benzophenon oder Derivaten davon,
Anthrachinon oder Derivaten davon, Thymidin oder Deriva-
ten davon, und 4-Azidobenzoesdure oder Derivaten davon

ausgewdhlt ist.

Verfahren zur Herstellung eines Blockierungsreagenzes
gemdB einem der Anspriche 21 bis 24, dadurch gekenn-
zeichnet, dass mindestens ein Blockierungsreagenz gemal
Anspruch 22 oder 23 mit mindestens einem Vernetzer umge-
setzt wird, der mindestens eine photoreaktive Gruppe

aufweist.

Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass
die mindestens eine photoreaktive Gruppe unter Benzophe-
non oder Derivaten davon, Anthrachinon oder Derivaten
davon, Thymidin oder Derivaten davon, und 4-Azido-

benzoesiure oder Derivaten davon ausgewdahlt wird.

Kit zur Herstellung einer Sensoroberfldche gemdl einem
der Anspriiche 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dass er
mindestens ein Blockierungsreagenz gemdf einem der An-
spriiche 21 bis 24 und gegebenenfalls eine Sensoroberfla-

che sowie Puffer und Reagenzien enthdlt.
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