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Beschreibung

[0001] Nach der Entschlüsselung des humanen Ge-
noms besteht die nächste Herausforderung darin, die 
Protein-Netzwerke einer Zelle zu entschlüsseln, und 
damit die exakte zelluläre (vs. molekulare) Funktion 
jedes einzelnen Proteins als Funktion des Kontextes 
und der Interaktion mit anderen Proteinen zu verste-
hen. Dazu müssen völlig neue Werkzeuge entwickelt 
werden. Im Zentrum der zu lösenden technischen 
Probleme steht die Notwendigkeit Vorrichtungen und 
Verfahren zu entwickeln, die es ermöglichen eine 
praktisch beliebige Anzahl verschiedener Proteine 
oder andere Zielstrukturen in ein und derselben Zelle 
in nur einem einzigen Experiment zu lokalisieren. Da-
durch erst werden die Regeln der räumlichen Assozi-
ationen der Moleküle, Molekülgruppen und insbeson-
dere der Proteine bezogen auf Strukturen erkennbar, 
so dass in Kombination mit Experimenten (z.B. „Pro-
tein Knock Out") oder durch Vergleich verschiedener 
zellulärer Zustände, wie z.B. in Krankheit und Ge-
sundheit, die exakten zellulären Funktionen dieser 
Assoziationen entschlüsselt werden können.

[0002] Das Problem der Kartierung einer sehr gro-
ßen Zahl von Molekülen, Molekülgruppen oder insbe-
sondere Proteinen in ein und derselben Zelle ist 
durch die Entwicklung eines Verfahrens und einer 
Vorrichtung, wie sie in der EP 0 810 428 B1 beschrie-
ben sind („Multi-Epitop-Ligand Kartographie”
(MELK)) vom Grundsatz her gelöst.

[0003] Die Anwendung dieses Verfahrens hat darü-
ber hinaus zu wichtigen neuen Erkenntnissen über 
die funktionelle Architektur von zellulären Prote-
in-Netzwerken sowie zur Identifikation kombinatori-
scher Proteinmuster bei Krankheiten geführt (vgl. US 
6,638,506, US 6,649,165, US 6,638,515 sowie Schu-
bert W.: „Topological Proteomics, Toponomics, MELK 
Technology", In: Adv. Biochem. Eng. Biotechnol. 83: 
189–209 (2003)).

[0004] In der Praxis der Anwendung dieses Verfah-
rens bestehen allerdings noch zahlreiche technische 
Limitierungen, die den Eintritt dieser Technologie in 
eine Routineanwendung im Labor, sei es in einem 
Forschungslabor oder einem Diagnoselabor, er-
schweren. Dazu zählen folgende Einschränkungen: 

1. Durch den in EP 0 810 428 B1 beschriebenen 
Wechsel von Pipettenspitzen wird relativ viel Zeit 
auf einen technischen Vorgang verwendet, so 
dass Zeit für die Markierung von Molekülen, Mole-
külgruppen oder Proteinen verloren geht. Außer-
dem ist der Vorgang fortgesetzter Pipettenspit-
zenwechsel anfällig bezüglich möglicher Ausfälle 
(Störungen des Pipettenspitzenabwurfs, Störun-
gen der Pipettenspitzenaufnahme etc; nicht kor-
rekt sitzende Pipettenspitze an der Saugeinrich-
tung des Pipettenspitzen-Aufnahmegerätes mit 
der Folge des Ansaugens von Luft etc).

2. Die Vorgänge der Markierung von Proteinen 
und Visualisierung des Markierungsresultates, so 
wie sie in EP 0 810 428 B1 beschrieben, erfordern 
pro Einzelmarkierung – bevor ein weiteres Protein 
markiert werden kann – relativ viel Zeit, so dass 
derzeit in der Praxis nicht mehr als zwei Proteine 
pro Zell- oder Gewebeprobe pro Stunde markiert 
werden können. Diese Tatsachen stehen einer 
Übersetzung dieser Technologie in einen den 
Hochdurchsatzverfahren ähnlichen Durchsatzbe-
reich derzeit noch entgegen.
3. Die Bestimmung von Schwellenwerten für die 
einzelnen markierten Moleküle, Molekülgruppen 
oder Proteine, ist nicht automatisiert, da es an ob-
jektiven Kriterien für eine Diskriminierung von Hin-
tergrund und Vordergrund fehlt. Daraus resultiert 
insbesondere im unteren Grauwertbereich eines 
digitalisierten Molekül-, Molekülgruppen- oder 
Proteinsignals eine große Unsicherheit bezüglich 
der Entscheidung, ob ein Molekül, eine Molekül-
gruppe oder ein Protein vorhanden ist oder nicht. 
Im Ergebnis können auf diese Weise noch keine 
automatisierten Datensätze mit hinreichenden, bi-
ologisch basierten Kriterien der Kombinatorik der 
Moleküle, Molekülgruppen oder insbesondere der 
Proteine erstellt werden. Diese Tatsache steht 
vorerst einer klinischen Anwendung, die eine 
hohe Robustheit und Automatisierung erfordert, 
entgegen.

[0005] Die im Folgenden beschriebenen erfin-
dungsgemäßen Vorrichtungen und Verfahren stellen 
eine Überwindung der genannten Einschränkungen 
dar. 

1. Automatisiertes Verfahren gemäß EP 0 810 
428 B1 zur Durchführung der oben als Stand der 
Technik angegebenen repetitiven Inkubati-
ons-Imaging-Bleaching Zyklen (RIIBZ), mit dem 
Unterschied, dass in dem automatisierten Pro-
zess kein Pipettenwechsel mehr stattfindet: also 
alle technischen Parameter in dem Kapitel 0027 
des o.g. Patentes sollen beibehalten werden, le-
diglich Punkt 2 wird dahingehend geändert, dass 
ein Pipettier-Roboter (3D-Handhabesystem oder 
ähnlicher Roboter) mit ein- und derselben Pipet-
tenspitze arbeitet, also kein automatisierter Pipet-
tenwechsel mehr stattfindet. Zwischen den einzel-
nen RIIBZ wird die Pipettenspitze mehrfach in ei-
ner Waschlösung gespült, um ggf. vorhandene 
Reste vorheriger Lösungen zu entfernen.

Variante A:

[0006] An dem Gerät befindet sich eine fest instal-
lierte Aufnahme Spitze für das „Andocken" (Aufset-
zen) einer Pipettenspitze für die Pipettierung. Diese 
Pipettenspitze wird manuell vor dem Start des „Topo-
nome Mapping System" bzw. „Toponome Mapping 
Verfahrens" (TMS) auf die fest installierte Aufnahme-
spitze aufgesetzt und anschließend wieder manuell 
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entnommen. Zwischendurch wird kein Pipetten-Spit-
zen-Wechsel durchgeführt. Die Pipettenspitze wird je 
Einzelzyklus oder auch erst nach mehreren Zyklen 
des TMS Verfahrens von dem Geräte in Puffer ge-
spült, um dann die nächsten Schritte des TMS Ver-
fahrens durchzuführen.

Variante B:

[0007] An dem Gerät befindet sich eine fest instal-
lierte Aufnahme Spitze für das „Andocken" (Aufset-
zen) einer Pipettenspitze für die Pipettierung. Diese 
Pipettenspitze wird automatisch vor dem Start des 
TMS von dem Pipettiergerät aus einem Container 
aufgenommen, dann für den gesamten TMS Prozess 
verwendet und anschließend wieder automatisch, 
d.h. ohne manuelle Hilfe, wieder abgesetzt. Zwi-
schendurch wird kein Pipetten-Spitzen-Wechsel 
durchgeführt. Die Pipettenspitze wird je Einzelzyklus 
oder auch erst nach mehreren Zyklen von dem Gerät 
in Puffer gespült, um dann die nächsten Schritte des 
TMS-Verfahrens durchzuführen.

Variante C:

[0008] An dem TMS Gerät befindet sich ein fest in-
stalliertes Pipettiergerät, das eine fest installierte Pi-
pettenspitze enthält, welche die verschiedenen Flüs-
sigkeiten automatisch pipettiert. Zwischendurch wird 
kein Pipetten-Spitzen-Wechsel durchgeführt. Spü-
lungen der Pipettenspitze erfolgen je nach Ablaufpro-
tokoll während und/oder vor bzw. nach den Zyklen 
des TMS Prozesses.

Variante D „Pipettiermodus Shear Flow":

[0009] Alle unter A bis C geschilderten Varianten 
können im Unterschied zu dem Verfahren in EP 0810 
428 B1 im sog. Shear Flow Pipettiermodus einge-
setzt werden. Dieser besteht darin, dass ohne jeden 
Pipettenspitzenwechsel mit ein und derselben Pipet-
tenspitze die Inkubation eines jeden einzelnen Tags 
(Antikörper, Aptamer, Lectin etc.) rasch wiederholt 
wird, und zwar in der folgenden Weise: Die von der 
Pipettenspitze aufgenommene Inkubationsflüssig-
keit, die ein bestimmtes Tag enthält, wird auf die bio-
logische Probe (auf dem Inkubationstisch des TMS) 
schräg aufgespritzt. Es entsteht auf der Probe ein 
Shear Flow der entsprechenden Inkubationslösung. 
Dieser führt zu einer verbesserten Tag Reaktion mit 
dem zu markierenden korrespondierenden Molekül 
in der Probe (Protein etc). Nach einer variabel pro-
grammierbaren, dann folgenden Inkubationszeit (z.B. 
1 min) wird dieselbe Inkubationslösung rasch von 
derselben Pipettenspitze wieder abgesaugt, und an-
schließend in der beschriebenen schrägen Weise 
wieder auf dieselbe Probe gespritzt, usw. Dadurch 
entstehen N Zyklen der Inkubation mit ein und dem-
selben Tag. Nach einer variabel zu bestimmenden 
Zeit wird dann mit einer Waschlösung gespült, gefolgt 

von dem Imaging-Vorgang, der die Lokalisation der 
Tag Reaktion in der Probe registriert.

[0010] Vorteil: Im Unterschied zu der klassischen 
„ruhenden" Dauerinkubation im Tropfen gemäß EP 
0810 428 B1 wird die Effizienz der Markierungskine-
tik gesteigert, so dass der gesamte Inkubationsvor-
gang zeitlich stark verkürzt wird.

Variation E:

[0011] Alle Verfahren 1A bis 1D werden entweder 
direkt auf dem Objekttisch im Strahlengang des Mi-
kroskops oder extern (d.h. außerhalb des Strahlen-
gangs des Mikroskops) durchgeführt (entweder auf 
dem Objekttisch des Mikroskops oder einem geson-
derten Inkubationstisch des TMS Gerätes). Im Falle 
dieser sog. externen Inkubationsprozesse erfolgen 
die Imaging-Vorgänge immer erst nach positionsge-
nauer Rückführung des bzw. der zu untersuchenden 
Gesichtsfelder in den Strahlengang des Mikroskops. 
Im Falle der Verwendung von Fluorochromen, die an 
die jeweiligen Tags gekoppelt sind, nun im Falle der 
Verwendung von Bleichungsvorgängen, erfolgen die 
Bleichungsvorgänge entweder direkt im Strahlen-
gang des Mikroskops oder extern in einer speziell in-
stallierten Bleichungsstation.

[0012] Alle Verfahrensvariationen 1A bis 1E können 
in Kombination mit den anderen Verfahren, die in den 
Punkten 3 bis 7 (siehe unten) beschrieben werden, 
erfolgen. 

2. Automatisiertes Verfahren gemäß EP 0 810 
428 B1 zur Durchführung der oben als Stand der 
Technik angegebenen repetitiven Inkubati-
ons-Imaging-Bleaching Zyklen (RIIBZ), mit dem 
einzigen Unterschied, dass gar kein Pipettierrobo-
ter, sondern ein kontinuierliches Schlauchsystem 
benutzt wird, um die RIIBZ durchzuführen. Dabei 
hat das Schlauchsystem folgende Merkmale:
a) Die zu messende(n) biologische(n) Probe(n) 
befindet(n) sich in einem gekammerten Bereich, 
der an ein zuführendes und ein abführendes 
Schlauchsystem angeschlossen ist.
b) Das Schlauchsystem ist an der zuführenden 
Seite an ein Druck-Pump-Gerät angeschlossen, 
das der Reihe nach Lösungen und Reagenzien in 
der in EP 0 810 428 B1 angegebenen Reihenfolge 
auf die gekammerte biologische Probe leitet. Ein 
jeweiliges Reagenz wird durch Druck über das zu-
führende Schlauchsystem auf die Probe gepumpt. 
Wenn das so zugeführte Reagenz die gekammer-
te Probe erreicht hat, wird der Pumpvorgang be-
endet, solange bis die Reaktion des Reagenz mit 
der gekammerten Probe abgeschlossen ist. Da-
nach pumpt die Druckpumpe eine nächste Lö-
sung (Waschlösung oder Reagenz) auf die Probe, 
dabei wird die vorherige Lösung in das abführen-
de Schlauchsystem abgepumpt. Alternativ kann 
diese letztere Lösung durch eine Saugeinrichtung 
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auf der abführenden Schlauchseite abgesaugt 
werden. Die abgeführte Flüssigkeit wird in einem 
gesonderten Gefäß aufgefangen. Auf diese Wei-
se können beliebig viele Lösungen auf die Probe 
aufgebracht werden.
3. Semiautomatisiertes Verfahren, in dem alle 
Schritte der Datenerhebung wie in EP 0 810 428 
B1 automatisiert durchgeführt werden, aber mir 
dem entscheidenden Unterschied, dass die ein-
zelnen Bilder der einzelnen Markierungsschritte 
aus den Markierungszyklen nicht in derselben 
Vorrichtung überlagert werden, sondern manuell 
in ein zweites Gerät überführt werden. In diesem 
zweiten Gerät erfolgt dann die semiautomatische 
Überlagerung der Bilder.
4. Automatisiertes Verfahren gemäß EP 0 810 
428 B1, jedoch mit dem entscheidenden Unter-
schied, dass keine Bleichungszyklen mehr erfol-
gen.

Verfahren:

a) Alle Schritte werden so durchgeführt, wie in EP 
0 810 428 B1 beschrieben. Es werden auch Fluo-
reszenzmarkierte Tags (Moleküle, die eine oder 
mehrere Bindungsstellen in der biologischen Pro-
be erkennen) verwendet. Jedoch:
b) Nachdem ein erstes Bild von einem ersten Flu-
oreszenzverteilungsmuster eines ersten Markers 
registriert wurde, wird kein Bleichungsvorgang 
durchgeführt, sondern es werden sofort ein oder 
mehrere Waschschritte durchgeführt, und es wird 
dann sofort ein zweites Fluoreszenzmarkiertes 
Tag zu Inkubation gebracht. Das dann registrierte 
Bild enthält sowohl das nicht gebleichte Fluores-
zenzsignal des ersten als auch des zweiten Fluo-
reszenz Tags. Auf diese Weise entsteht ein neues 
additives Fluozeszenzbild. Dieser Vorgang wird 
für n weitere Tags durchgeführt, so dass n Additiv-
bilder entstehen. Der zunehmenden Fluoreszen-
zintensität wird durch das Signalaufnehmende 
System (CCD-Kamera o.ä.) dadurch entspro-
chen, indem der Dynamikbereich dieses Systems 
an die steigende Fluoreszenzintensität angepasst 
wird.

[0013] Um die spezifischen Markierungsmuster der 
einzelnen Tags aus den Additivbildern zu ermitteln, 
wird immer das einem einzelnen Tag-Bild jeweils vo-
rausgehende Additivbild von dem jeweils letzten Ad-
ditivbild subtrahiert. Dadurch bleibt das jeweils spezi-
fische Tag-Bild „stehen". Es entspricht genau demje-
nigen Signal, das auch durch eine selektive Bildge-
bung nach einem jeweils einzelnen durchgeführten 
Bleichungsvorgang resultieren würde. Vorteil gegen-
über EP 0 810 428 B1: Der gesamte Vorgang wird er-
heblich beschleunigt, da der Bleichungsvorgang 
wegfällt. 

5. Automatisiertes Verfahren gemäß EP 0 810 
428 B1, jedoch mit dem entscheidenden Unter-

schied, dass weder fluoreszierende Stoffe noch 
Bleichungszyklen Verwendung finden.

Verfahren:

a) Es werden nur noch Inkubations-Imaging Zy-
klen durchgeführt gemäß EP 0 810 428 B1, je-
doch werden nur Tags ohne Konjugation an ir-
gendwelche optischen Signalgeber verwendet 
(„Label free” MELK).
b) In einem ersten Schritt wird ein Grauwertdurch-
licht-Bild (Phasenkontrast und/oder Interferenz-
kontrast) der Probe registriert. Danach wird das-
selbe Objekt mit einer Fluoreszenzquelle ange-
regt, und das „unspezifische", in der Regel sehr 
schwache Fluoreszenzhintergrundbild wird regist-
riert. Danach wird die Probe mit einem ersten „la-
bel free" Tag inkubiert. Es wird dann mit Waschlö-
sungen gespült, und es wird ein zweites Durch-
lichtgrauwertbild erstellt, sowie danach ein ent-
sprechendes Fluoreszenzanregungsbild von 
demselben Objekt registriert. Da das in der Probe 
gebundene Tag sowohl eine leichte Dichteände-
rung in der Probe erzeugt hat, als auch zu einem 
etwas anderen Fluoreszenzreflektionsverhalten 
geführt hat, entstehen zwei Bilddatensätze, die 
sich von den ersten beiden Bilddatensätzen unter-
scheiden.

[0014] Durch Verrechnen dieser vier Datensätze, 
werden die Orte der spezifischen Tag-Bindung des 
ersten Tags in der Probe ermittelt. Es erfolgt dann die 
zweite Inkubation mit einem zweiten Label free Tag, 
usw..

[0015] Vorteil gegenüber EP 0 810 428 B1: Der ge-
samte Vorgang wird erheblich beschleunigt, da meh-
rere Arbeitsschritte wegfallen. Er wird außerdem kos-
tengünstiger, da Tags nicht mehr konjugiert werden 
müssen. 

6. Automatisiertes Verfahren gemäß EP 0 810 
428 B1, jedoch mit dem entscheidenden Unter-
schied, dass keine Bleichungszyklen mehr durch-
geführt werden, sondern dass die an die einzel-
nen Tags konjugierten fluoreszierenden Farbstof-
fe, die sich nach Inkubation in der Probe in Bin-
dung befinden, mit Hilfe eines chemischen Agens 
aus dieser Bindung entfernt und dann weggewa-
schen werden, so dass keine Fluoreszenz mehr 
übrig bleibt.

Verfahren

a) Es wird ein erstes fluoreszenzmarkiertes Tag 
inkubiert. Nach einem oder mehreren Wasch-
schritten wird eine Lösung aufgebracht, die ein 
Agens (z.B. Enzym) enthält, welches die Bin-
dungsstelle des Fluoreszenzmoleküls an das Tag 
exakt spaltet, so dass das Fluoreszenzmolekül in 
Lösung geht, während das Tag in Bindung ver-
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bleibt.
b) Nach (a) folgen ein oder mehrere Waschschrit-
te, um das in Lösung gegangene Fluoreszenzmo-
lekül zu entfernen. Es erfolgt dann die Inkubation 
mit dem nächsten fluoreszenzmarkierten Tag usw. 
Vorteil: der Bleichungsvorgang fällt weg.
7. Automatisiertes Verfahren zur Detektion des 
spezifischen Grauwertbereichs und der spezifi-
schen Markierungsmuster einer einzelnen oder 
mehrerer Molekülspezies durch objektive Bestim-
mung des Bildhintergrunds.

[0016] Dieses Verfahren trägt der Tatsache Rech-
nung, dass jedwedes Tag in der Regel nicht nur aus 
spezifischen Bindungsstellen für ein bestimmtes Mo-
lekül in der zu markierenden biologischen Probe be-
steht, sondern neben einer oder mehreren  solchen 
„gewünschten" Eindungs-„Domänen" auch noch an-
dere, in der Regel schwächere Bindungsstellen ent-
hält, die an andere als die gewünschten in der biolo-
gischen Probe binden. Diese letzteren Bindungsei-
genschaften beinhalten in der Regel sehr schwache 
Bindungskräfte, die meistens mehrere Größenord-
nungen kleiner sind als die „gewünschten". Dennoch 
stören diese Bindungsstellen das spezifische Bin-
dungsverhalten der jeweiligen Tags dadurch, dass 
neben den stärkeren gewünschten auch die schwä-
cheren nicht gewünschten schwachen Bindungen bei 
der Inkubation eintreten, so dass ein „Hinter-
grund-Rauschen" entsteht, das es quasi unmöglich 
macht, die spezifischen Bindungsstellen mit geringen 
Grauwerten (Stellen mit wenigen spezifischen Bin-
dungsstellen in der Probe) von denjenigen geringen 
Grauwerten der schwachen ungewünschten Bindun-
gen zu unterscheiden. Während also die starken 
Grauwertsignale keine Probleme der Entdeckung der 
gewünschten spezifischen Bindungen machen, ist 
eine sichere Trennung der spezifischen Bindungen 
von den unspezifischen (ungewünschten) im schwa-
chen Grauwertbereich bisher nicht sicher möglich.

[0017] Durch folgendes Verfahren können diese 
Unterscheidungen erstmals getroffen werden: 

a) Es wird ein fluoreszenzmarkiertes erstes („blin-
des") Tag auf der biologischen Probe inkubiert, 
das dadurch gekennzeichnet ist, dass die spezifi-
schen Bindungsdomänen fehlen, so dass es nur 
noch die anderen unspezifischen schwachen Bin-
dungsdomänen enthält (z.B. nicht-immunes Anti-
körpermolekül, in dem die hypervariablen, also 
spezifisch bindenden Domänen entweder ganz 
fehlen, oder in der biologischen Probe nichts er-
kennen). Das nach einer bestimmten Inkubations-
zeit resultierende Fluoreszenzsignal wird regist-
riert. Dann wird einmal oder mehrfach gespült, 
und das Signal wird solange gebleicht, bis kein 
weiteres Abfallen des Signals mehr registriert 
werden kann. Dann wird derselbe Vorgang mit 
demselben Tag in derselben Konzentration wie-
derholt. Es wird nach Spülvorgängen wiederum 

das resultierende Bild registriert. Dieser Vorgang 
wird solange wiederholt bis kein weiterer Sig-
nalanstieg mehr registriert wird. Dann wird dieses 
letzte Signal solange gebleicht bis keine weitere 
Signalreduktion mehr auftritt. Erst danach wird 
das nächste Tag derselben Molekülklasse, aller-
dings diesmal mit der voll bindungsfähigen spezi-
fischen Bindungsstelle inkubiert. Als Resultat er-
gibt sich dann ein Summenbild, das einerseits aus 
Grauwertsignalen sowohl der ungewünschten un-
spezifischen Bindungsstellen (soweit diese nach 
den vorausgegangenen Zyklen nach Absättigung 
überhaupt noch in der Probe vorhanden sind) als 
auch der spezifischen Signalmuster besteht. 
Dann erfolgt eine Fortsetzung weiterer Markierun-
gen durch Tags derselben Molekülklasse gemäß
EP 0 810 428 B1. Das Verfahren kann beliebig da-
durch modifiziert werden, indem zu jedem beliebi-
gen Zeitpunkt während dieses Gesamtvorgangs 
wiederum ein „blindes" Tag inkubiert werden 
kann, um das Hintergrundbindungsverhalten zu 
überprüfen. Auf diese Weise sind zahlreiche, an 
den jeweiligen biologischen Fragestellungen ori-
entierten Variationen dieses Verfahrens möglich. 
Eine besondere Variation besteht darin, dass die 
„blinden" Tags nicht vor den Zyklen der spezifi-
schen Tags, sondern erst nach der Beendigung 
dieser „spezifischen" Zyklen angeschlossen wer-
den. Durch Vergleich von Zyklen mit vorausge-
schalteten „blinden" Tags mit Zyklen, in denen die 
„blinden" Tags nachgeschaltet werden, kann er-
mittelt werden, ob die vorausgehenden Bindungs-
stellen der „blinden" Tags ggf., die spezifischen 
Bindungsstellen der spezifischen Tags teilweise 
oder vollständig maskieren.
b) Das spezifische Bindungsmuster für jedwedes 
Tag derselben Molekülklasse kann dann dadurch 
ermittelt werden, indem die Grauwertbilder der 
unspezifischen „blinden" Tags mit den Grauwert-
bildern der spezifischen Tags verrechnet werden, 
so dass nur die eindeutig spezifischen Bindungs-
muster übrig bleiben. Andererseits können auch 
Grauwertbereiche der spezifischen Tags, die mit 
den „blinden" Tags überlagern, im Wege der Bild-
verarbeitung von dem visualisierten Grauwertbe-
reich der spezifischen Tags ausgeschlossen wer-
den.

[0018] Vorteil: Es können auf diese Weise sehr ge-
naue Aussagen über das spezifische Bindungsver-
halten eines jedweden Tags über einen weiten Grau-
wertbereich getroffen werden, so dass es erstmals 
ohne weiteres möglich ist, spezifische Schwel-
len-Grauwerte für jedes einzelne Tag zu ermitteln, 
oder sogar den gesamten Grauwertbereich jedes 
Tags als multidimensionalen Vektor zu ermitteln, um 
durch Datenpunkt-genaue Überlagerung dann die 
kombinatorischen multidimensionalen Vektoren aller 
spezifischen Bindungsstellen zu ermitteln. Es ent-
steht ein quantitatives Abbild der tatsächlichen relati-
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ven Konzentrationsbeziehungen der gemessenen 
verschiedenen Moleküle zueinander in jedem einzel-
nen Datenpunkt der biologischen Probe, als eine ge-
naue Abbildung der realen biologischen Situation.

Schlussfolgerung

[0019] Die dargelegten Verfahren können einzeln 
oder kombiniert als Gesamtprozess eingesetzt wer-
den, der hier als „Toponome Mapping System" (TMS) 
bezeichnet wird. Dadurch erfährt der bisherige Stand 
der Technik, repräsentiert durch die MELK Technolo-
gie (EP) eine entscheidende Erweiterung und Ver-
besserung in folgender Hinsicht:  
1. Effizienzsteigerung: es können bis zu 10 Proteine 
pro Stunde gemessen werden. Das erhöht die Effizi-
enz des bisherigen MELK Verfahrens um Faktor 5 
(von 2 Proteinen pro Stunde auf ca. 10 Proteine pro 
Stunde); 2. Modularität: Die verschiedenen Verfah-
rensteile können beliebig kombiniert werden: Da-
durch wird das TMS sehr anpassungsfähig an die je-
weilige biologische Fragestellung oder die Art der zu 
lokalisierenden Proteine oder anderen Gewebe- und 
Zellbestandteile. 3. Objektive molekulare Kartierung: 
Ein solches TMS erhält durch die Möglichkeit, inner-
halb des Meßprozesses biologisch-molekulare Para-
meter des objektiven Hintergrunds „einzubauen"
(molekular-basierte Bild-Hintergrund-Dissektion) die 
Fähigkeit, Grauwertbereiche für jedes einzelne Pro-
tein pro Meßdatenpunkt (Pixel oder Voxel) genau zu 
charakterisieren, d.h. es können – quasi aufgesetzt 
auf derartige TMS Datensätze – andere Verfahren 
der mathematischen/informationstechnischen Analy-
se (z.B. Verfahren der Kombinatorik und Geometrie) 
eingesetzt werden, die dann sicher sein können, 
nicht im Rauschen zu analysieren. Das verbessert 
die Auswertung von TMS Datensätzen 4. Einsatzfä-
higkeit für die klinische Routine: das Verfahren erhält 
durch die automatisierbare Auswertung von Protein-
signalen (objektive Trennung von Vordergrund und 
Hintergrund) zusammen mit der Durchsatzsteigerung 
um mindestens Faktor 5 die für einen klinischen Ein-
satz, z.B. in der Diagnostik, erforderliche Robustheit, 
Reproduzierbarkeit, und Geschwindigkeit.

Schutzansprüche

1.  Automatisierte Vorrichtung zur Bestimmung 
und Messung einer beliebigen Anzahl Xn (n = 1, 2, 3 
... N) von Zielstrukturen bestehend aus Molekülklas-
sen, Molekülgruppen und Molekülteilen auf einem 
flüssigen oder festen Objekt bzw. in einem flüssigen 
oder festen Objekt, wobei die Vorrichtung eine Kom-
bination aus einem Pipettiersystem, einem 3D-Hand-
habesystem und einem optischen Messsystem um-
fasst, wobei das Pipettiersystem, das 3D-Handhabe-
system und das optische Messsystem durch einen 
Computer gesteuert und kontrolliert werden und das 
Pipettiersystem eine automatische Pipettierung für 
die Aufnahme und Abgabe von Flüssigkeiten und 

eine angemessene Wiederholpositioniergenauigkeit, 
bevorzugt von mindestens +/–0,1 mm, aufweist, da-
durch gekennzeichnet, dass das Pipettiersystem 
eine manuell oder automatisch vor und nach dem 
Einsatz des Vorrichtung aufsetzbare und abnehmba-
re oder fest installierte Pipettenspitze aufweist, der-
art, dass während des Einsatzes der Vorrichtung kein 
Pipettenwechsel erfolgt.

2.  Automatisierte Vorrichtung zur Bestimmung 
und Messung einer beliebigen Anzahl Xn (n = 1, 2, 3 
... N) von Zielstrukturen bestehend aus Molekülklas-
sen, Molekülgruppen und Molekülteilen auf einem 
flüssigen oder festen Objekt bzw. in einem flüssigen 
oder festen Objekt, wobei die Vorrichtung eine Kom-
bination aus mindestens einem Flüssigkeitsauftrag-
system, einem 3D-Handhabesystem und einem opti-
schen Messsystem umfasst, wobei das Flüssigkeits-
auftragsystem, das 3D-Handhabesystem und das 
optische Messsystem durch einen Computer gesteu-
ert und kontrolliert, dadurch gekennzeichnet, dass 
das Flüssigkeitsauftragsystem aus mindestens ei-
nem Schlauchsystem zum Auftrag von einer mindes-
tens ein Tag enthaltenden Flüssigkeit auf das Objekt 
besteht.

3.  Vorrichtung nach Anspruch 2, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das Flüssigkeitsauftragsystem 
mindestens eine Pumpenvorrichtung und/oder Ab-
saugvorrichtung umfasst.

4.  Vorrichtung nach Anspruch 2 oder 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Objekt in einer kammer- 
oder schalenartigen Vorrichtung angeordnet ist.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen
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