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Verfahren zur Bestimmung von Peptiden/Proteinen, Massenspektrometrie fiir Metalle
und Leitfahigkeitsfeststellung

Beschreibung

Die Erfindung befafit sich allgemein mit der Bestimmung von Peptiden/Proteinen. Insbeson-
dere in diesem Zusammenhang, aber auch allgemein, befalit sich die Erfindung auch mit Mas-
senspektrometrie fiir Metalle und Leitfdhigkeitsfeststellern. Soweit in den vorliegenden Unter-
lagen und im Rahmen der Erfindung Massenspektrometrie fiir Metalle und Leitfihigkeitsfest-
steller offenbart sind, handelt es sich dabei zusétlich auch um jeweils eigenstéindige Erfindun-
gen mit unter Umstédnden unabhéngigen Schutzbediirfnissen und Schutzméglichkeiten.

Insbesondere betrifft die Erfindung gem&l einem Aspekt die Messung von bestimmten Pepti-
den/Proteinen, die als Nachweis fiir Allergien dienen kénnen. Speziell geht es gemil diesem
Aspekt der vorliegenden Erfindung um die Vermessung von Gamma-Interferon. Zu klaren ist
dabei, wieviel aktives Gamma-Interferon sich noch im Blut befindet, um die von au3en zuzu-
gebende Menge von Gamma-Interferon fiir einen Patienten bestimmen zu kénnen.

Bekannt ist die Vermessung von undifferenziertem (aktiven plus inaktiven abgebauten) yIFN
(Peptiden, Proteinen) in Zellkulturen, Zelllinien aus Sekretionsassays mit stimulierten isolier-
ten Zellen. Bekannt ist auch, daf die fiir Patienten/Personen (Spezies) relevanten aktiven yIFN
(Peptide, Proteine) -Molekiile in deren Korperfliissigkeiten, wie z.B. Blut, sehr schnell ver-
stoffwechselt werden, abgebaut werden und somit eine genaue Zuordnung der relevanten akti-

ven YIFN (Peptid, Protein) Mengen mit den herkémmlichen Assays nicht méglich ist.

GemiB dem ersten Aspekt der vorliegenden Erfindung hat diese zum Ziel, die vorstehenden
Nachteile zu beseitigen. Insbesondere strebt die Erfindung insoweit an, eine genaue Zuord-

nung der relevanten aktiven yIFN (Peptid, Protein) Mengen zu ermdglichen.
Dies wird mit einem Verfahren gemé8 dem Anspruch 1 erreicht.

ErfindungsgemiB wird somit geschaffen, ein Verfahren zur Bestimmung von Peptiden/Protei-
nen, dadurch gekennzeichnet, dass Peptide/Proteine an deren C-Ende, N-Ende und/oder deren
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modifizierten Stellen sowie in ihrer Gesamtheit mit spezifischen Antikérpern vermessen wer-

den, die derart markiert sind, dass eine spétere Vermessung méglich ist.

Die grundsitzliche Idee der Erfindung basiert auf der Vermessung von Peptiden/Proteinen an
deren C-Ende, N-Ende, deren modifizierten Stellen, und in ihrer Gesamtheit (Vergleich mit
gingigen YIFN-Assays) mit spezifischen Antik6rpern, die derart markiert sind, daB3 eine spéte-
re Vermessung moglich ist.

Die Erfindung fiihrt zu neuen Verfahren zur Bestimmung von Peptiden/Proteinen, zum Nach-
weis von aktivem yIFN (Interleukinen, Cytokinen) und dessen Abbauprodukien/Metaboliten
im Blut, in Plasma, in Serum-(K6rper)fliissigkeiten, in Geweben, sowie zur Abtrennung von
aktivem YIFN (Interleukinen, Cytokinen) und dessen Abbauprodukten/Metaboliten aus diesen
Medien. Mit den Ergebnissen dieser Verfahren kénnen in vorteilhafter Weise Therapien von
Krankheitsbildern/Stoffwechselerkrankungen (Urtikaria, Allergien, Leuk&mien, Thrombosen,
Artheriosklerosen, Rheuma, Rheumatoide Arthritis, u.a.m.) sowie Therapien von Krankheits-
bildern/Stoffwechselerkrankungen, die mit der Anwesenheit von aktivem yIFN (Interleukinen,
Cytokinen) und dessen Abbauprodukten/Metaboliten verbunden sind, entwickelt, ausgewéhlt,

erleichtert oder verbessert werden.

Weiterhin ermdglicht die vorliegende Erfindung eine Bestimmung von Peptiden/Proteinen,
zum Ersatz von aktivem yIFN (Interleukinen, Cytokinen) und dessen Abbauprodukten/Meta-
boliten bei fehlender Menge zum Normalwert. Auch insofern liefert die vorliegende Erfin-
dung positive Beitrige flir die Entwicklung, Auswahl, Erleichterung und Verbesserung von
Therapien von Krankheitsbildern/Stoffwechselerkrankungen, die mit dem Fehlen von aktivem
yIFN (Interleukinen, Cytokinen) und dessen Abbauprodukten/Metaboliten verbunden sind,
und gleichzeitige (verhiltnismiBige) Nachweise der verschiedenen yIFN/Interleukine, Cytoki-
ne (Peptide/Proteine) zueinander sowie Riickschluf} auf die Wirkung dieses speziellen Mole-

kiils am Stoffwechselgeschehen sowie an der Auslésung oder Therapie von Entgleisungen.

Die Erfindung liefert ferner Beitrdge zur Erklarung der Wirkung von yIFN (Il-4, I1's, Cytoki-
nen)-Peptiden/Proteinen auf die Therapie verschiedener Antitumor Drugs/Antagonisten-Ago-
nisten (Cyt P 450 System u.a.) zur Erklidrung der Anderung des Redoxpotentials u.a.m.

GemdB einer bevorzugten und vorteilhaften Weiterbildung der Erfindung ist bei dem Verfah-
ren ferner vorgesehen, dass an den Antikdrpern eine Nachweismoglichkeit (defection device)

angekoppelt wird, die es erlaubt, iber deren Konzentration die Menge der Antikérpermolekii-
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le und damit die der unbekannten zu bestimmenden Molekiilmenge qualitativ und/oder quan-

titativ zu bestimmen.

Eine andere bevorzugte Ausgestaltung der Erfindung, wie vorstehend erldutert, sieht vor, dass
die Nachweisméglichkeit oder Defection Device ausgelegt ist, die zu messende Konzentration
so zu vervielfiltigen oder amplifizieren. Die kann dadurch weitergebildet werden, dass entwe-
der die Nachweismoglichkeit oder Defection Device selbst sehr groB ausgelegt wird und ins-

besondere in kleinere vorzugsweise gleiche Teile so zerlegt werden kann, dass deren Konzen-
tration als bekannt vorausgesetzt und/oder leicht gemessen werden kann, oder dass die Nach-

weismoglichkeit oder Defection Device selbst so vervielfiltigt oder amplifiziert werden kann,

dass eine Vermessung leicht mit bekannten Methoden méglich ist.

Im Rahmen eines weiteren Aspektes der vorliegenden Erfindung betrifft diese auch Massen-
spektrometrie fiir Metalle oder allgemein Metallbestimmung, und zwar im Form eines Mas-
senspektrometers und eines Verfahrens zur Metallbestimmung mit einem

Massenspekirometer.

Ausgangspunkt fiir diesen Aspekt der Erfindung ist die herk6mmliche Massenspektrometrie,
bei der eine organische Probe in der Kammer des Massenspektrometers mit Elektronen oder
einem LASER beschossen wird. Die dadurch entstehenden positiv geladenen Kationen wer-
den iiber ein Magnetfeld nach Masse und Ladung getrennt und mit einem Detektor aufgenom-
men. Diese herkémmliche Massenspetrometrie ist auf leicht fliichtige Substanzen angewiesen.

Das Problem dieses herkémmlichen Massenspektrometers besteht deshalb darin, dafl Metalle
oder Metallsalze mit dieser Methode bisher nicht untersucht werden kénnen. Entsprechend
dem diesbeziiglichen Aspekt der vorliegenden Erfindung ist es deren Ziel, Massenspektrome-
trie auch fiir Metalle oder Metallsalze zu ermo6glichen.

Dazu schafft die vorliegende Erfindung ein Massenspektrometer, das dadurch gekennzeichnet
ist, dass eine Trigergasquelle, insbesondere eine CO-Quelle, vorgesehen ist, um eine Probe
mit Trigergas, entsprechend insbesondere CO, zu beschieBen, oder dass ein Enzymldsungsbe-

hilter mit/fiir eine Enzymldsung zur Reaktion mit wenigstens einem Metall vorgesehen ist.

Das erfindungsgeméiBe Ziel wird somit dadurch erreicht, dass die beispielsweise herkémmlich
iibliche Elektronenquelle durch eine CO-Quelle oder allgemein Tréigergasquelle ersetzt wird,

wobei insbesondere metallhaltige Fluide in eine Probenkammer eingebracht werden. Die Tré-
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gergasquelle oder insbesondere CO-Quelle bewirkt, daB3 die in den Fluiden enthaltenen Metal-

le in Karbonyle verfliichtigt und damit vom Detektor aufgenommen werden kénnen.

Weiterhin schafft die Erfindung im Rahmen dieses Aspektes ein
Metallbestimmungsverfahren, das dadurch gekennzeichnet ist, dass eine Probe mit Trégergas,
insbesondere CO, von einer Trigergasquelle, entsprechend insbesondere einer CO-Quelle, be-

schossen wird, oder dass eine Enzymldsung mit wenigstens einem Probenmetall reagiert.

Vorzugsweise werden im Rahmen dieses Verfahrens metallhaltige Fluide in eine Probenkam-
mer eingebracht. Die Trigergas- oder insbesondere CO-Bestrahlung oder der Trégergas- oder
insbesondereCO-Beschuss bewirkt, dafl die in den Fluiden enthaltenen Metalle in Karbonyle
verfliichtigt und damit vom Detektor aufgenommen werden kénnen.

Gemessen werden sollen vor allem anorganische Kationen, Pt (2+), Pd (2+), Ni (2+), inkl.
Diese Metalle kénnen in niederer Konzentration mit den zur Zeit gingigen Methoden (AAS,
usw.) nicht oder nur unzureichend vermessen werden. Interessant ist die Vermessung dieser
Metalle vor allem im Hinblick auf verschiedene Umwelterkrankungen, wie Kontaktdermatitis,
Asthma oder BSE, sowie das Ozonloch und den Treibhauseffekt.

Diese Metalle weisen normalerweise einen kleinen Dampfdruck auf. Es wird die Tendenz die-
ser Metalle zur Bildung fliichtiger Carbonyle ausgenutzt, womit diese Metalle im Massen-
spektrometer detektierbar werden. Autoabgase kénnen damit dann ebenfalls direkt vermessen
werden, womit die Vorrichtung und Methode fiir technische Uberpriifungen von Kraftfahrzeu-
gen, wie in Deutschland den TUV, geeignet sind, ebenso athmosphirische Metalle und Ver-

bindungen (Komplexe) sowie auch Organika u.a. mehr.

Insbesondere sind das erfindungsgeméife Massenspektrometer und Massenbestimmungsver-
fahren dafiir ausgelegt, die Konzentration der Metalle durch die Bestimmung von enthaltenen
und/oder entstehenden Peptide, Aminoséuren, etc., zu ermitteln. Vorzugsweise, jedoch nicht
beschrinkt darauf erfolgt dies mittels z.B. PCR-Reaktion oder den Methoden, die vorstehend
gemif dem ersten Aspekt der vorliegenden erfindung beschrieben sind.

Bei einer anderen Variante der Erfindung im Zusammenhang mit der Massensprktrometrie
konnen die Metalle auch mittels enzymatischer Reaktion bestimmt werden. Dazu werden die-
se Metalle in entsprechende Enzymlgsungen eingetragen, welche spezifisch mit diesen Metal-
len reagieren, d.h. aktiviert werden (z.B. Nickel aktivierte Horse radish Peroxidase, Me-Pro-

teasen, Superoxiddismutase, Glutathione-Peroxidase, usw.).
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Im Rahmen noch eines weiteren Aspektes der vorliegenden Erfindung betrifft diese auch Leit-

fahigkeitsmessung und Leitfahigkeitsfeststeller.

Bekannt ist ein Biosensor mit zwei Elektroden, an denen eine konstante Spannung anliegt.
Auf die Eletroden werden beispielsweise Blutzellen gegeben, wobei die Widerstandsénderung
bei Zugabe der Zellen auf die Elekiroden gemessen wird. Zusitzlich kann auch die Zellaktivi-
tit gemessen werden, wenn die Blutzellen sich bereits auf den Elektroden befinden und zu-
sitzliche Stoffe zugegeben werden. Mit dieser Methode kann allerdings keine Messung von
noch lebenden Zellen durchgefiihrt werden. Hierbei muB beachtet werden, dafl Zellen nach
Blutentnahme noch ca. eine halbe Stunde unter In-vivo-Bedingungen meBbar sind. Der dritte
Aspekt dxer vorliegenden Erfindung hat und erreicht das Ziel, bei diesem Nachteil Abhilfe zu

schaffen.

Eine erfindungsgeméiBe Leitfihigkeitsmessung ist dadurch gekennzeichnet, dass eine Blutpro-
be in einen MeBtubus eingefiihrt wird, der von einer Vielzahl von Elektroden umgeben ist,
und dass die Elektroden nach einem vorgegebenen Schema kreuzweise mit einem Frequenz-
generator angesteuert werden. Bei einem Leitfahigkeitsfeststeller nach der Erfindung ist vor-
gesehen, dass fiir die Einfiihrung einer Blutprobe ein MeBtubus vorgesehen, der von einer
Vielzahl von Elektroden umgeben ist, die nach einem vorgebbaren Schema kreuzweise mit ei-

nem Frequenzgenerator ansteuerbar sind.

Die Erfindung im Rahmen des hier behandelten Aspektes somit besteht darin, die Blutprobe
in einen MeBtubus einzufiihren, der von einer Vielzahl von Elektroden umgeben ist. Die Elek-
troden werden nach einem bestimmten Schema kreuzweise mit einem Frequenzgenerator an-
gesteuert. Mit dieser Methode ist es beispielsweise méglich, bestimmte Redox-Zustéinde zu
messen, insgesamt ist es mdglich, die individuelle Reaktion des Patienten auf bestimmte Zu-

gabestoffe zu messen.

Weitere vorzugsweise und/oder vorteilhafte Ausgestaltungen der Erfindung ergeben sich aus
den abhingigen Anspriichen und deren Kombinationen sowie insbesondere auch aus den ge-
samten vorliegenden Unterlagen, in denen weitere kombiniert oder alleine schutzfihige und

schutzwiirdige Ausgestaltungen offenbart sind.

Anhand der nachfolgend beschriebenen und in den Zeichnungen dargestellten Ausfiithrungs-
und Anwendungsbeispiele wird die Erfindung niher erléutert. In der Zeichnung zeigen:
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Fig. 1

Fig. 2

Fig. 3

Fig. 4

Fig. 5

Fig. 6

Fig. 7

Fig. 8

Fig. 8a

Fig. 9

Fig. 10

Fig. 11

ein Molekiil mit Modifikationsstellen am Besipiel von yIFN im Rahmen des erfin-
dungsgemiBen Verfahrens zur Bestimmung von Peptiden/Proteinen,

ein Molekiil, dem der N-terminus fehlt, am Besipiel von yIFN im Rahmen des er-
findungsgemiBen Verfahrens zur Bestimmung von Peptiden/Proteinen,

ein Ausfiihrungsbeispiel eines Proteins, Peptids oder yIFN mit Antikorper mit einer
Defection Device als Nachweismittel, im Rahmen des erfindungsgeméifen Verfah-

rens zur Bestimmung von Peptiden/Proteinen,

ein weiteres Ausfiihrungsbeispiel eines YIFN mit Antikérper mit einer Defection
Device als Nachweismittel in Verbindung mit einem Biochip, im Rahmen des erfin-
dungsgeméiBen Verfahrens zur Bestimmung von Peptiden/Proteinen,

eine diagrammartige Darstellung der Abtrennung der Defection Device als Nach-
weismittel, im Rahmen des erfindungsgemifen Verfahrens zur Bestimmung von

Peptiden/Proteinen,

ein Ausfiihrungsbeispiel eines Umwandlungsschrittes im Rahmen des erfindungs-
gemiBen Verfahrens zur Bestimmung von Peptiden/Proteinen,

ein Ausfithrungsbeispiel eines Nachweisschrittes im Rahmen des erfindungsgeméi-

Ben Verfahrens zur Bestimmung von Peptiden/Proteinen,

ein Ausfiihrungsbeispiel eines Berechnungsschrittes im Rahmen des erfindungsge-
méifien Verfahrens zur Bestimmung von Peptiden/Proteinen,

eine Ausfithrungsvariante gemif Fig. 8, jedoch speziell fiir ein fehlendes N-Ende,

ein Ausfiihrungsbeispiel eines Auswertungsschrittes im Rahmen des erfindungsge-

méBen Verfahrens zur Bestimmung von Peptiden/Proteinen,

zwel weitere Ausfiihrungsbeispiele von Verfahrensvarianten im Rahmen des erfin-
dungsgemiien Verfahrens zur Bestimmung von Peptiden/Proteinen,

noch Ausfiihrungsbeispiele von Verfahrensvarianten im Rahmen des erfindungsge-

miBen Verfahrens zur Bestimmung von Peptiden/Proteinen,
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Fig. 12 noch ein Ausfithrungsbeispiel von Verfahrensvarianten im Rahmen des erfindungs-
geméBen Verfahrens zur Bestimmung von Peptiden/Proteinen,

Fig. 13  schematisch den Aufbau eines herkdmmlichen Massenspektrometers,

Fig. 14  schematisch den Aufbau eines Massenspektrometers mit den erfindungsgeméBen
Ausgestaltungen und Anordnungen,

Fig. 15  ein Massenspektrogramm von Athanol,

Fig. 16  einen angenommenen Massenpeak von Pt 2+,

Fig. 17  schematisch zwei Ausfiihrungsbeispiele einer LeitfdhigkeitsmeBzelle, und
Fig. 18  schematisch ein Ausfiihrungsbeispiel eines Frequenzgenerators.

Gleiche Bezugszeichen in den einzelnen Figuren und Abbildungen der Zeichnungen bezeich-
nen gleiche oder #hnliche oder gleich oder dhnlich wirkende Komponenten. Anhand der Dar-
stellungen in der Zeichnung werden auch solche Merkmale deutlich, die nicht mit Bezugszei-
chen versehen sind, unabhiingig davon, ob solche Merkmale nachfolgend beschrieben sind
oder nicht. Andererseits sind auch Merkmale, die in der vorliegenden Beschreibung enthalten,
aber nicht in der Zeichnung sichtbar oder dargestellt sind, ohne weiteres fiir einen Fachmann

verstindlich.

Einzelne Merkmale, die im Zusammenhang mit konkreten Ausfiihrungsbeispielen angeben

und/oder dargestellt sind, sind nicht auf diese Ausfithrungsbeispiele oder die Kombination mit
den iibrigen Merkmalen dieser Ausfithrungsbeispiele beschrénkt, sondern kénnen im Rahmen
des technisch Méglichen, mit jeglichen anderen Varianten, auch wenn sie in den vorliegenden

Unterlagen nicht gesondert behandelt sind, kombiniert werden.

In den Fig. 1 bis 12 wird ein erster Aspekt der Erfindung zur Bestimmung von Peptiden/Pro-
teinen anhand von Ausfiihrungsbeispielen niher erldutert.

Die Fig. 1 zeigt ein Molekiil, wie yIFN (identisch mit der Schreibweise gIFN), mit verschiede-
nen Modifikationsstellen, wobei 0. dem ganzen aktiven Molekiil, 1. bis 3. den Abbauproduk-
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ten und 4. bis 6. den Modifikationsstellen entspricht. Die Fig. 2 zeigt ein Molekiil, wie gIFN,
dem der N-terminus fehlt.

Nachfolgend wird der Aspekt der Erfindung betreffend die Bestimmung von Peptiden/Protei-
nen anhand eines Ausfithrungsbeispiels fiir die Vermessung in Blut, Plasma, Serum, Fliissig-
keiten unter Darstellung mehrerer Losungsmaéglichkeiten fiir die Erreichung des Zieles néher

erliutert.

Unter Bezugnahme auf die Fig. 3 wird ein monoklonaler Antikérper AK spezifisch fiir das C-
Ende zu der Probe addiert. Daraufhin wird fiir einige Minuten geschiittelt. Diesem Antikérper
AK ist eine Nachweismdoglichkeit DD (= Defection Device) angekoppelt, die es erlaubt, liber
deren Konzentration die Menge der Antikérper-Molekiile AK und damit die der unbekannten
zu bestimmenden Molekiilmenge (Protein, Peptide etc.) qualitativ und quantitativ zu bestim-

men.

Antikérper AK sind vorzugsweise kduflich zu erwerben oder neu herzustellen. Das Prinzip
gilt insbesondere fiir jedes zu messende Protein (Molekiil), modifiziert oder veréndert. Insbe-

sondere ist bei dem gezeigten Beispiel in der Fig. 3 der Normalwert von yIFN (identisch mit
der Schreibweise glFN) = 50 - 500 U/ml Blut = 2,5 - 25 ng/ml Blut.

Da die unbekannte zu messende Konzentration der Verbindung, die modifiziert, abgebaut,
usw. ist und der z.B. ein N-terminales Ende oder ein C-terminales Ende fehlt, hier fiir yYIFN
(identisch mit der Schreibweise gIFN), im femto- oder nanogramm Bereich (fg oder ng-Be-
reich) oder kleiner erwartet wird, ist die entsprechende Nachweismdoglichkeit oder Defection
Device DD vorzugsweise in der Lage, die zu messende Konzentration so zu vervielfiltigen
oder amplifizieren, dass die Messung der unbekannten Konzentration leicht beispielsweise
auch in normalen Blutproben mdglich ist. Dazu kann bei dem Bestimmungsverfahren fiir
Peptide/Proteine vorgesehen sein, dass die Nachweisméglichkeit oder Defection Device DD
selbst sehr grof ausgelegt wird und insbesondere in kleinere vorzugsweise gleiche Teile so
zerlegt werden kann, dass deren Konzentration als bekannt vorausgesetzt und/oder leicht ge-
messen werden kann. Bei einer anderen Variante kann vorgesehen sein, dass diese Nachweis-
moglichkeit oder Defection Device DD selbst so vervielfiltigt oder amplifiziert werden kann,
dass eine Vermessung leicht mit bekannten Methoden méglich wird z.B. durch eine nachge-
schaltete PCR-Reaktion. Die Nachweismdglichkeit oder Defection Device DD kann dann ein
Magnetpartikel, eine RNA, eine DNA, ein Polylysin, ein Polysaccharid, ein Polypeptid, etc.,
sein, welches iiber PCR, magnetisch, elektrisch, elektrophoretisch (Blotting), gekoppelte
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Farbstoffe (UV, IR, Lumineszenz, Fluoreszenz, usw.) leicht qualtitativ und quantitativ ver-

messen werden kann.

Fine gekoppelte DNA oder RNA ist z.B. leicht in die Bestandteile zu zerlegen. Lediglich ex-
emplarisch, aber mit Vorteil ist beispielsweise fiir die Vermessung einer unbekannten Menge
an modifizierten yIFN (identisch mit der Schreibweise gIFN), sind z.B. kdufliche Poly-(Ad)
oder Poly-(G; T; C)-Ketten (-Knéuel) geeignet, die mit einer beliebigen Kopplungsmethode
an einen Antikérper AK im Rahmen der Erfindung zu koppeln wiren. Diese Kopplungsme-
thoden werden z.B. in der DNA-Chip-Technologie routinem#Big benutzt zur Kopplung dieser
Verbindungen an den Biochip (siehe Fig. 4). Dieser Komplex kann in der Probe (Blut etc.)
nun direkt und/oder nach entsprechendem Abtrennen oder Waschen (Zentrifugation, DC-Plat-
te, Sdule- mittels u.a. polyklonaler AK's gegen das Gesamtmolekiil sowie Verdauung des Ge-

samtmolekiils durch Proteasen, Peptidasen) nachgewiesen werden.

Hierzu ist in der Fig. 5 ein Beispiel angegeben. DD., = Poly(Ad)., ist iiber eine Chip- oder ei-
ne Mikrotiterplatte (oder andere Moglichkeiten) durch z.B. Hybidisierung tiber (T)
bedeckte/belegte Oberfldchen leicht aus der Probe zu isolieren oder abtrennen.

Der Nachweis wird mittels markierter Nukleotide, 125J-Antikorper, etc. radioaktiv durchge-
fithrt. Oder aber der Nachweis wird mittels gekoppelter PCR-Reaktion oder aber nach Ver-

dauung der DNA-, RNA-, Poly(A)- (Ketten) mittels Sduren-Basen, DNAasen, RNAasen, En-
donukleasen etc., mit anschliefendem Enzym. Nachweis der freigesetzten Nukleotide durch-

geflihrt (1. Verdauung mit gingigen Methoden zu Monophosphaten).

Weiterhin liegt im Rahmen des erfindungsgeméBen Peptid/Protein-Bestimmungsverfahrens
eine Umwandlung mit Pi-Transferasen zu Di- und Triphosphaten, z.B.

- mit Phosphorséuren, Polyphosphaten zu Diphosphaten, mit Kinasen zu Triphosphaten; oder
- mit Adeylatkinasen zu Diphosphaten, e.g. mit Myokinasen zu Diphosphaten (vgl. Fig. 6).

Der Nachweis der entstandenen Triphosphate/ATP erfolgt nun beispielsweise mittels nachge-
schalteter enzym. (ATPase-) Messung mittels Biolumineszens (Luciferase/Luminometer).
Ebenfalls ist eine Messung iiber die Kinasen-Aktivitdt méglich. Die sensitivste Methode ist
aber die Vermessung mittels gekoppelter Luciferase tiber Lumineszenz. Der Nachweis ist
auch méglich liber mit Fluoreszenz-Farbstoff-markierter RNA-F, DNA-F, polyNu-F (polyly-
sin-F, polysaccharid-F, etc.) (vgl. Fig. 7).
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Die Konzentrationsberechnung erfolgt z.B. gemil der Ausfiihrung entsprechend der Darstel-
lung in der Fig. 8 als Verfahrensbestandteil I. Weiterhin gilt als Verfahrensbestandteil II. fiir
C-Terminus fehlend: analog I., aber mit einem Antikérper AK speziell fiir das N-Ende geméf
Fig. 8a. Fiir fehlendes X, Y, (S) Z = Zucker gilt ein Verfahrensbestandteil III. analog I. mit
Antikorpern AK speziell fiir diese modifizierten Molekiile, usw. Ein Verfahrensbestandteil
IV. gilt fiir das modifizierte Molekiil (YIFN (identisch mit der Schreibweise gIFN)) mit po-
liklonalen Antikdrpern AK gegen das modifiziere Molekiil. Ein Verfahrensbestandteil V. er-
gibt fiir das ganze Molekiil als Kontrolle = 0.

Resultat: Qualitit und Quantitét -

0. = unveréindertes ganzes Molekiil

1. - 3. Abbau-Produkte/Molekiile

4. - 6. modifizierte Produkte/Molekiile

z.B.: 0./1. Und 3. yIFN (identisch mit der Schreibweise gIFN) (Konz.)

Die Auswertung erfolgt analog Fig. 9 unter Anwendung entsprechender Mathematik und
(Computer)-Berechnung anhand der erhaltenen Kurven, Werte und/oder auch mittels Kompe-

titivem Assay!

Wenn bekannt ist, daf z.B. bei yIFN (identisch mit der Schreibweise gIFN) nur ein Ende fehlt
=> I+ II ergibt:
abgebaut + abgebaut plus (gesamtes) ganzes yIFN => Diff. = Intaktes yIFN

Fiir die verschiedenen nachzuweisenden Molekiile, wie yIFNC, yIENY, yIFNX, yIFNY, yIFN*
konnen verschiedene Nachweisméglichkeiten oder Defection Devices DD, oder anders aus-
gedriickt insbesondere Amplifier benutzt werden, was eine weitere Vereinfachung bringt:
Fiir YIFNC = gIFN = (Ad)poly,

YIFNY = gIFN. = (T)poly,

YIFN* = gIFN = (G)poly,

YIFNY = glFN = (C)poly,

YIEN?=gI]FN = usw.
Die Oberfldchen werden mit den entsprechenden Gegennukleotiden gekoppelt, so daf3 die Hy-
bridisierung stattfinden kann. Dann erfolgt ebenso der Nachweis, wie aufgezeigt (Fig. 10).
Damit kann insbesondere realisiert werden vom einfachen ELISA zur Platte zum Chip = Pro-
teinchip. Die Variante a) in der Fig. 10 betrifft eine Mikrotiterplatte, etc. zur Trennung oder
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zum Nachweis. Die Variante b) in der Fig. 10 betrifft einen Chip, einen Schlauch (vorteilhaft
z.B. bei der Dialyse) oder eine Saule, etc. zur Trennung oder zum Nachweis.

Nachweise der Polypeptide erfolgen nach Verdauung iiber gingige Assays, wie z.B. mit Nin-
hydrin (Edman-Abbau, usw.). Nachweise der Polyzucker, wie z.B. Chitisan, erfolgen durch
Koppeln mit z.B. Farbstoffen, Abbau mit Chitobiose-Chitobiase, Nachweis wie beschrieben
(Chelate, Flockungsmittel fiir Metalle).

Eine weitere Moglichkeit der Bestimmung des Komplexes, wie z.B. die weiter oben erlauterte
Version mit DNA oder RNA wird mittels Atomic Force Mikroskopie (AFM)-Titration er-
reicht (vgl. Fig. 11). Hier werden die isolierten markierten Komplexe (eine Abtrennung ist
auch iiber eine Immunfillung méglich) direkt aus den Trennsdulen, mittels Nanopipetten,
usw. auf einen geeigneten Probentriager (Glas, Papier, Nylon, etc.) aufgebracht und zwar so,
daB eine Reihe von Spots mit aufsteigender Konzentration entsteht, die nach Antrocknung
(+-Fixierung mit z.B. Formalin, Kopplung mit Isothiocyanaten, Epoxy (-D3), NHS, usw.) mit-
tels CCD-Kamera, Scintilationszihler, usw. und/oder mittels einer AFM-Nadel orthogra-
phisch vermessen und integriert werden kénnen. Mit entsprechenden Standards kann dann ei-
ne direkte Konzentrationszugehorigkeit zur unbekannten Probe vorgenommen werden. Es ist
damit moglich einige wenige Komplexe (Molekiile) direkt nachzuweisen und auf deren Kon-

zentration in der urspriinglichen Probe (Blut, Serum, Plasma, etc.) zurtickzurechnen.

Nachfolgend wird noch ein Ausfiihrungsbeispiel betreffend Collagenase, Gelatinase-Aktivi-
tiAtsnachweis im Blut, Serum, etc. erldutert. Addiere die Proteasen (u.a. MMP-1=Collagenase,
MMP-2=GelatinaseA, MMP-3 (Stromelysin 1) und MMP-9 (Gelatinase B)

1. zur Probe und Kontrolle, inkubiere fiir bestimmte Zeitintervalle und messe anschlieBend
mit den beschriebenen Methoden die Konzentration der Cytokine, Interferone, etc. (YIFN,
Interleukin-1(B), IGF BPs, IGFI usw.)

2. zur Probe oder Kontrolle mit Inhibitor oder Aktivator der Protenasen zur Vermessung der
Wirkung der Inhibitoren oder Aktivatoren = zum Screenen von neuen Inhibitoren oder
Aktivatoren = Therapie Kontrolle fiir diese Wirkstoffe zur Testung der Aktivitdt der Pro-
teasen selbst und/oder zum Nachweis der Proteasen-Wirkung zum Nachweis der Cytokin-
Wirkung, Nachweis der Wirkung auf die Zell-Oberfliche und deren Rezeptoren (Befrei-
ung von z.B. TNF-o und FasL (MMP-7)).

Es ist auch eine Kombination der verschiedenen Assays auf einer Mikrotiterplatte oder auf ei-

nem Biochip moglich.
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Weiterhin besteht die Moglichkeit der Bestimmung der verschiedenen Proteine, Peptide mit-
tels monoklonalen Antikérpern gegen diese verschiedenen Molekiile, die an Glas, -Chip, Ny-
lon, Gold, also irgendeinen geeigneten Triger gekoppelt sind. Diese Molekiile werden so aus
den Proben (Blut, Seren, Plasmen, etc.) herausgefiltert. Zugabe von polyklonalen Antikdrpern
mit den Nachweisméglichkeiten oder Defection Devices DD, Waschen und Zugabe von Pep-
tidasen, Proteasen, fiihrt wiederum, wie beschrieben, zur Bestimmung der unbekannten Mole-
kiile (vgl. Fig. 12).

Das Abtrennen und Zihlen der Partikel-Nachweismoglichkeiten oder -Defection Devices DD
ist auch iiber die Flow-Cytometrie moglich. Dies gilt allgemein fiir die bis hierher beschriebe-

nen Methoden.

Die direkte Abtrennung von "defekten" Molekiilen, ein Zuviel an Molekiilen in den beschrie-
benen biologischen Systemen (Personen, Tieren, etc.), ist liber angeschlossene Dialyse-Syste-
me oder entsprechende Bypass-Systeme (die z.B. direkt in den Blutkreislauf implantiert wer-

den ) mit den beschriebenen Methoden méglich.

Nachfolgend werden Ausfithrungsbeispiele zum zweiten Aspekt der vorliegenden Erfindung

betreffend Massenspektrometrie unter Bezugnahme auf die Zeichnung niher erldutert.

Die Fig. 13 zeigt den Aufbau eines herkémmlichen Massenspektrometers 1 mit einer Elekiro-
nenquelle 2, einem Beschleuniger 3, insbesondere mit negativem Potential, einem Magneten
4, einem Spalt 5 sowie einem Auffanggefill 6. Weiterhin sind gezeigt eine Leitung 14 zu einer
Vakuumpumpe (nicht gezeigt) und eine Zufithrung 15 flir eine Probe (nicht gezeigt).

Die Fig. 14 zeigt die Darstellung eines Massenspektrometers analog Figur 1 mit den erfin-
dungsgemiifien Ausgestaltungen und Anordnungen: Ventil/Schalter 7, heizbarer Probenraum
mit Ofen 8, (Luft, Gas-)CO-Quelle/Reservoir 9, Ventil 10 sowie Ventil 11 (Drei-Wege-Venti-
le).

Von besonderem Vorteil ist bei der vorliegenden Erfindung, dass ein herkémmliches Mas-
senspektrometer mit den erfindungsgemifBen Merkmalen erweitert werden kann und damit ei-
nen optimalen Funktions- und Wirkungsumfang zum Einsatz fiir jegliche Messungen bietet.
Bei einer solchen Ausfithrung ist die Elektronenquelle 2 entsprechend der schematischen
Darstellung in der Fig. 14 mittels des Ventils/Schalters 7 abschaltbar und der beheizbare Pro-
benraum mit Probe 8 und CO (Luft, Gas, Trigergas) -Quelle 9 mittels Ventilen (insbesondere
Dreiwegeventilen) 10 und 11 an das Massenspektrometer 1 anschliefbar. Ebenso sind Abgase
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(Luft, Atmosphire, Autoabgase) iiber das Ventil 11 zufiihrbar. Der beheizbare Probenraum 8
ist mittels eines Verschlusses 12 zu 6ffnen und mit einem Probentréger/einer Probe 13 belad-
bar.

Alternativ oder zusitzlich kann vorgesehen sein, dass der Probenraum 8 mit der Probe, wie
z.B. Blut oder anderen metallhaltigen Fluiden unter Zuhilfenahme des Verschlusses 12 bela-
den werden kann. Weiter kann vorgesehen sein, dass die CO-Quelle 9 sowie der Probenraum
8 mit der Probe 13 iiber die Ventile 10 und 11 mit dem Massenspektrometer 1 verbunden wer-
den. Die Probe wird im beheizbaren Probenraum aufgeheizt (z.B. auf 300°C), wobei sich
fliichtige Metallcarbonyle bilden, die mittels Vakuumpumpe und Beschleuniger 3 durch den
Magneten 4 sowie den Spalt 5 in das Auffanggefil 6 gelangen, nachdem sie detektiert
wurden. Abgase, wie z.B. Autoabgase, Luft, Atmosphére, usw. werden {iber Ventil 11 direkt

in das System eingeleitet und vermessen/detektiert.

Zur Eichung wird eine bekannte Menge an Me-Carbonyl, oder Me plus CO unter identischen
Bedingungen eingegeben und vermessen, und zwar mit oder ohne die unbekannte Probe:
Eichung: I) bekannte Menge Me-Carbonyl

1) bekannte Menge Me plus CO

IIT) unbekannte Probe

IV) unbekannte Probe plus bekannte Menge an Me

Die Detektionsgrenze liegt vorzugsweise in der Nihe von 0,1 pmol/ul Probe.

Die Fig. 15 zeigt als Beispiel das Massenspektrogramm von Athanol. Die Fig. 16 zeigt als

Beispiel den angenommenen Massenpeak von Pt 2+

Analog zur Bildung und Vermessung von fliichtigen Metallcarbonylen kénnen auch andere
fliichtige Metallverbindungen in diesem beschriebenen System, nach Austausch der CO-Quel-
le gegen andere Gase/Trigergase, gebildet und vermessen/detektiert werden. So sind damit
auch atmosphirische Gase, Metallverbindungen, -komplexe leicht detektierbar. Das heif3t,
kompakte Leichtbaugerite kénnen mittels meteorologischen Wettersonden (Radiosonden) und
deren Auswertegeriten (Bodenstationen) flir Zustandsgréfen der Luft in Héhen bis z.B. 45
km eingesetzt werden und ein Zustandsbild der Atmosphére liefern. Zusammen mit den Bo-
denmessungen ergibt sich so ein Gesamtzustand unserer Lufthiille mit Austausch. Der Einflul3
der Metalle auf die Entstehung des O3-Loches, sowie der Entstehung des Treibhauseffektes
kann damit exakt vermessen und bestimmt werden. Schuld an diesen Effekten haben u.a. die-
se in die Atmosphire geblasenen Metalle, was hiermit leicht und kostensparend nachgewiesen
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werden kann. Der Einsatz von ICP-MS-Geriten, welche sehr kostenintensiv und aufwendig

sind, wird damit tiberfliissig.

Die Metalle kénnen auch mittels enzymatischer Reaktion bestimmt werden. Dazu werden die-
se Metalle in entsprechende Enzymldsungen eingetragen, welche spezifisch mit diesen Metal-
len reagieren, d.h. aktiviert werden (z.B. Nickel aktivierte Horse radish Peroxidase, Me-Pro-
teasen, Superoxiddismutase, Glutathione-Peroxidase, usw.). Die Bestimmung der entstehen-
den Peptide, Aminosiuren, etc., mittels z.B. PCR-Reaktion oder den Methoden die weiter
oben beschrieben wurden, ergibt die Konzentration der Metalle. Auch die spezifische Inakti-
vierung verschiedener Enzyme, durch diese Metalle kann zur Bestimmung der Metalle be-

nutzt werden (und umgekehrt), es sind dies Proteasen, Peptidasen, Transferasen, usw.

Durch Mutation und Rekombination kénnen fiir einzelne Metalle spezifische Enzyme kombi-
niert und hergestellt werden, welche nur mit einem bestimmten Metall reagieren und damit zu
deren Bestimmung geeignet sind. Sofern diese Enzyme einen Chromophor tragen, welcher
sich dabei in seinen Eigenschaften #ndert, kann die Konzentration des Molekiils hiermit direkt

vermessen werden:

Eine Mikrotiterplatte (z.B. ein Chip, etc.), die mit Glutathion, Metallothionin, Transferrin,
Ferritin, Dextrin (oder einem anderen Chelatbildner, Fusionsprotein, etc.) bedeckt ist, bindet
z.B. Nickel aus einer Probe (FliiBigkeit, Luft, u.a.) (1), eine rekombinante Horse radish Pero-
xidase wird aktiviert (2), und kann mittels Substraten, wie z.B. Polyhistidin und PCR
(u.a.)-Detektion die Konzentration von Nickel in der Probe ergeben.

Aeroallergene, wie Metallionen, kénnen iiber BSA-Filter/Séulen angereichert werden und
in/aus diesen Filtern/Saulen dann mit den beschriebenen Methoden detektiert werden.

Zur Bestimmung dieser Ionen kann dann auch ein Leitfahigkeitsfeststeller dienen, wie er
nachfolgend im Zusammenhang mit noch einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung
erldutert wird. Insbesondere werden dabei durch Me-Ionen definiert Redoxpotentiale in
biol.Systemen, u.a., vermessen.

Nachfolgend werden Ausfithrungsbeispiele zum dritten Aspekt der vorliegenden Erfindung
betreffend Leitfidhigkeitsmessung und Leitfihigkeitsfeststeller unter Bezugnahme auf die
Zeichnung néher erldutert.
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Die Erfindung im Rahmen dieses Aspektes besteht darin, eine Blutprobe in einem Meftubus
einzufithren, der von einer Vielzahl von Elektroden umgeben ist. Die Elektroden werden nach
einem bestimmten Schema kreuzweise mit einem Frequenzgenerator angesteuert. Mit dieser
Methode ist es beispielsweise moglich, bestimmte Redox-Zustinde zu messen, insgesamt ist

es moglich, die individuelle Reaktion des Patienten auf bestimmte Zugabestoffe zu messen.

Die Entwicklung dieser Redox-Mefzelle/-LeitfihigkeitsmeBzelle ermdglicht die dex vivo" (in
vivo)-Vermessung des Potentials iiber einer (biol.) Probe, Blutprobe (Zelle(n), liber Zellbe-
standteilen, Membranen - Mitochondrien, Bakterien (etc.), Zellkernen-Cytosol, Losungen;
Blut und dessen Bestandteilen/Serum, Plasma; etc., mit und ohne verschiedene

Verbindungen, unter verschiedenen Behandlungen, Bedingungen.

Die Fig. 17 zeigt ein Bespiel fiir den Aufbau einer Leitfihigkeitsmefizelle 100 mit Elektroden
102, einer Offnung 103, sowie Zuleitungen 104 fiir einen Frequenzgenerator 105 (Fig. 18).

Die LeitfidhigkeitsmefBzelle 100 wird in Kugelform (Fig. 17, Beispiel a)) ausgelegt, wobei eine
Seite fiir die Addition verschiedener Substanzen, Zusatzstoffe, etc., offen ist. Das innere Ge-
samtvolumen der Leitfihigkeitsmefzelle 100 betréigt vorzugsweise ca. 0,5 ml betragen. Ge-
eignetes Elektrodenmaterial wire z.B. Gold. Ein elektromagnetisches Drehfeld, insbesondere
konstant zirkulierend und/oder oszilierend, wird mittels des Frequenzgenerators 105 (Fig. 18)

erzeugt.

Alternativ ist die LeitfdhigkeitsmeBzelle 100 in Durchlaufform (Fig. 17, Beispiel b))
ausgelegt, wobei die LeitfihigkeitsmeBzelle 100 fiir den Durchlauf von Fliissigkeiten (wie
z.B: Blut) oben und unten offen ist. Offnungen 103 und 107 sind mit einem Netz 106 und 108
versehen. Die Leitfdhigkeitsmefizelle 100 kann als Perfussionszelle benutzt werden.

Es werden vorzugsweise mindestens 2 LeitfdhigkeitsmefBzellen 100 in Serie geschaltet, wobei
mindestens eine LeitfahigkeitsmeBzelle 100 als Kontrolle fungiert. Ein Computer (PC) kon-
trolliert Spannung/Strom sowie den Widerstand und sorgt gleichzeitig flir den Wechsel zwi-
schen den Mefzellen innerhalb eines Experiments.

Die Fig. 18 zeigt in einem groben Mefaufbau die Kopplung der LeitféhigkeitsmeBzelle 100 an
den Frequenzgenerator 105 iiber die einzelnen Elektroden 102. Wobei die jeweils gegentiber-
liegenden Elektroden als Elektrodenpaare (plus und minus) an den Generator 105 angekoppelt
sind. Insgesamt sind 4 solcher Elektrodenpaare vorhanden, die so an den Generator ange-
schlossen sind ( 1, bis L). Die Strom-/Spannungsermittlung erfolgt per PC 110, und aus diesen
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Ergebnissen wird die Impedanz R = Uy/1; (Gleichstromwiderstand) ermittelt. Der Strom wird
durch die Stromquelle (105) konstant gehalten (z.B. bei 1mA), so daB3 nur die Spannung vom
PC aufgezeichnet werden muf. Es wird ein reprisentativer Kanal in die Messung aufgenom-
men (U,). Der Frequenzgenerator 105 arbeitet als Stromquelle mit 4 Ausgangskanilen (I; bis
L) dessen Strom- bzw. Spannungs-Phasen jeweils um 90° verschoben sind (i; bis is, mit O, bis
O,, 11) was zu einem Drehfeld fiihrt, das zur Stabilisierung der Probe dient. Zur Verstirkung
der Signale/der Spannung U, wird vor den Computer 110 ein Verstdrker 109 zum Abgriff der
Spannung U, am Frequenzgenerator 105 zwischengeschaltet. Mit bekannter Zell-/Partikelzahl
in der LeitfihigkeitsmeBzelle 100 kann das Verhalten (Redox, usw.) einer einzelnen Spezies

in der Mefzelle ausgemessen werden.

Es kann die Vermessung verschiedener Redoxpotentiale (wie Fe?*/Fe**; Ascorbat; Glutathion,
Aminosiuren, etc.) erfolgen und damit standartisiert werden fiir die Ausmessung der einzel-
nen (Zellen)Biosysteme u.a. auch von Prionen-Proteinen, in Abhéngigkeit verschiedener Be-
dingungen (Bezug zu BSE, Kreutzfeld-Jakob), von Allergien, Asthma in Bezug zur
Addition/Wirkung von Metallen, ROS.

Die Erfindung ist anhand der Ausfithrungsbeispiele in der Beschreibung und in den Zeichnun-
gen lediglich exemplarisch dargestellt und nicht darauf beschrinkt, sondern umfaft alle Varia-
tionen, Modifikationen, Substitutionen und Kombinationen, die der Fachmann den vorliegen-
den Unterlagen insbesondere im Rahmen der Anspriiche und der allgemeinen Darstellungen
in der Einleitung dieser Beschreibung sowie der Beschreibung der Ausfithrungsbeispiele und
deren Darstellungen in der Zeichnung entnehmen und mit seinem fachménnischen Wissen so-
wie dem Stand der Technik insbesondere unter Einbeziehung der vollstéindigen Offenbarungs-
gehalte der am Anfang dieser Beschreibung angegebenen élteren Anmeldungen kombinieren
kann. Insbesondere sind alle einzelnen Merkmale und Ausgestaltungsméglichkeiten der Erfin-
dung und ihrer Ausfithrungsbeispiele kombinierbar.
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Verfahren zur Bestimmung von Peptiden/Proteinen, Massenspektrometrie fiir Metalle
und Leitfihigkeitsfeststellung

Anspriiche

Verfahren zur Bestimmung von Peptiden/Proteinen, dadurch gekennzeichnet, dass Pepti-
de/Proteine an deren C-Ende, N-Ende und/oder deren modifizierten Stellen sowie in ihrer
Gesamtheit mit spezifischen Antikérpern vermessen werden, die derart markiert sind,

dass eine spitere Vermessung moglich ist.

Verfahren nach Anspruch 1, dadruch gekennzeichnet, dass an den Antikérpern eine
Nachweismoéglichkeit (Defection Device) angekoppelt wird, die es erlaubt, tiber deren
Konzentration die Menge der Antikérpermolekiile und damit die der unbekannten zu be-

stimmenden Molekiilmenge qualitativ und/oder quantitativ zu bestimmen.

Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Nachweismdéglichkeit (De-
fection Device) ausgelegt ist, die zu messende Konzentration so zu vervielfiltigen oder

amplifizieren.

Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass die Nachweisméglichkeit (De-
fection Device) selbst sehr grof ausgelegt wird und insbesondere in kleinere vorzugswei-
se gleiche Teile so zerlegt werden kann, dass deren Konzentration als bekannt vorausge-

setzt und/oder leicht gemessen werden kann.

Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass die Nachweismdglichkeit (De-
fection Device) selbst so vervielfiltigt oder amplifiziert werden kann, dass eine Vermes-
sung leicht mit bekannten Methoden méglich ist.

Massenspektrometer, dadurch gekennzeichnet, dass eine Trigergasquelle, insbesondere
eine CO-Quelle, vorgesehen ist, um eine Probe mit Trégergas, entsprechend insbesondere
CO, zu beschieBen, oder dass ein Enzymlosungsbehélter mit/fiir eine Enzymlésung zur
Reaktion mit wenigstens einem Metall vorgesehen ist.
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7. Metallbestimmungsverfahren, dadurch gekennzeichnet, dass eine Probe mit Trigergas,
insbesondere CO, von einer Trigergasquelle, entsprechend insbesondere einer
CO-Quelle, beschossen wird, oder dass eine Enzymlésung mit wenigstens einem Proben-
metall reagiert.

Leitfihigkeitsmessung, dadurch gekennzeichnet, dass eine Blutprobe in einen Meftubus
eingefiihrt wird, der von einer Vielzahl von Elektroden umgeben ist, und dass die Elek-
troden nach einem vorgegebenen Schema kreuzweise mit einem Frequenzgenerator ange-

steuert werden.

Leitfdhigkeitsfeststeller, dadurch gekennzeichnet, dass fiir die Einfiihrung einer Blutprobe
ein MeBtubus vorgesehen, der von einer Vielzahl von Elektroden umgeben ist, die nach

einem vorgebbaren Schema kreuzweise mit einem Frequenzgenerator ansteuerbar sind.
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Figur 1 1 3 4. 2. Kontrolle:
S(Zucker) 0.ganzes Molekiil
é (aktives Molekiil)
1.-3. Abbauprodukte

N fv{\/\ 2 /\/\l/\/ a 4-6 Modifikationen

Figur 2:
1.N-Terminus fehlt: Z
g X Y
Figur 3:
g ? Z C AK
c
% | gIFN |
X Y

’— Proteine, Peptide, gIFN, etc

Normalwert von gIFN = 50 — 500 U/ml Blut = 2,5 — 25 ng/ml Blut
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Figur 4:
RNA N
= P Poly(Ad)wo, Magnetbead, Polyzucker (Clathrate)
DNA o
NH, 00C C

Eo (X o @H3N: ‘
HO O \-/

z.B DCCD Reinigung (Siule, etc)
N-CO C C
P—-N = DDwo — AK —-<
O —_ N \_\/__/ \ Vs /
- poly(Ad)o Unbekannte Menge
-- poly-Zucker o oder
-- polypeptide x) mal} unbekannte Menge
-- Magnetbeads, usw.
C
= DDw — AK —< Komplex
AN

7 e N\
C é C
DDoo—AK—-<+ C ] — = C>——AK—-—DDoo
Y
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Figur S5:
C
A-A-A-A- - - - - -AK— C-gIFN
T\-T\-T\—T\—T\-T\-T\ c ¢ A-A-A-A
> (gIFN ")+ AK—DD T-T-T-T
L, TTowo schiitteln fiir einige Minuten,
waschen
= identisch iiber entsprechende Saulen zur Trennung
oder praparierte Schliuche (Nylon; Blut, Dialyse)
Figur 6:
Aus dem Gleichgewicht

(d)AMP ADP ATP /' entziehen!
(d)GTP 454 (NTP) —4——» (NTP)
(d)CTP Kinase a)Myokinase
(d)TMP Phosphorsiduren (Adenylatkinase); Pyruvatkinase, PEP,
(d)UMP etc

b) Nukleosiddiphosphat-Kina57
Polynukleotidkinase

——» Nukleosidmonophosphate —s= Triphosphate

(— Hexokinase/Glucose)

¢ Succinyl-CoA + P, + GDP == Succinat + GTP + CoA-Kinase )

GTP + ADP == GDP +
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Figur 7:
JF
(d) ATP poly A /F /F }? F /F
(d) GTP poly G/F oder(A—p-T-p-G-p)o = (Nu 3 )oo
(d)CTP | polyC /F
(d) TTP poly T und Detektion der Fluoreszenz iiber die in 2 beschriebenen
Methoden.
Figur 8:
2.B. [(gIFNC )-AK ~ DDoo] x x = Anzahl der gTFN"-Molekiile
\U/Verdauung und Umwandlung in Triphosphate:
1 gIFN® = 1 “AK ~DDoo “, x+ glFN® = x “AK — DDw
z.B. x:'0 ATP 1.+ 3.
Vervielfaltigungsfaktor/Amplifizierung 2.+3.
Figur 8a:

Fur C-Terminus fehlend: analog I, aber mit einem Antikdrper N
Spez. fiir das N-Ende  —»




WO 02/097440
5/13

Figur 9:

0.
T‘JTC ’ gTLr - NTir%
Mischung: (X) + 1. a + 1 f

+ 3.
O 0.+ 1L
a o.+3. + Kontrollen: O./ 1./ 3.
100,100,100 %

Figur 10:

I;Obe\\
TTTTFL.AAAHGGGJ—\CCCCF

nUSW,

-

Probe

)
}
I
e
i
P TTTT AAAA GGGG-LCCC-

l wi ISW,

b)

PCT/DE02/01966
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Figur 11: ?
1. l k ) 2
/
- o ) R 5
@ O
»Spotting* Triger »trocknen® Triger
(gefriertrocknen, lufttrocknen, etc. +/-
Kopplung mittels Isothiocyanate, Epoxy,
NHS, etc.)
a.
Integral
AFM-NADEL
W * Standardkurve
O o P ER -
Trager
/
/ Konzentr.

*unbekannte Probe

. Markierung: DD’s
DR (Fluoresc., Luminesc., etc.)
Glas (u.a.)

Detektion: Licht, Radioakt. (Laser, CCD-Kamera, Scintillationsz.)
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7102
- iy = I-sin(wt+d4) = konst
iz = I-sin{wt+d;) = konst
is = I-sin(wt+®;) = Kanst
is = I-sin{wt+®4) = Konst
wobei:
m1:®4+900 @
R S e CD2=CD1+90°
. l) ®3=(D2+900
f ®=0;+80°
|
{
! w = 2xf (f = 4kHz)
|
Jo)
{
{
— J) :
i
|
i
1
|
!
I
|
l

A0 AN



	Biblio.	(p. 1)
	Desc.	(p. 2)
	Claims	(p. 18)
	Drawings	(p. 20)

