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Verfahren zur Herstellung einer Vielzahl identischer

Kopien einer planaren Testanordnung von Sondenmolekiilen

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung einer
Vielzahl identischer Kopien einer planaren Testanordnung
von Sondenmolekiilen zum Nachweis von Ziel-Molekiilen auf
der Grundlage von Faserbiindeln, die in gewilinschten

Abst&nden geschnitten werden.

Sammlungen von groRen Zahlen unterschiedlicher Sonden bzw.
Sondenmolekiilen bzw. Testverbindungen, die auf einer
ebenen Fl&che geordnet abgelegt/gebunden/immobilisiert
werden, werden im wissenschaftlichen Sprachgebrauch als
Arrays bezeichnet. Solche Arrays erlauben einen schnellen
simultanen Test/Assay aller
Sonden/Sondenmolekiile/Verbindungen durch Inter-
aktionsanalyse mit einem oder einer Mischung von Analyten
z. B. in biologischen Proben, d.h. Ziel~Biomolekﬁlen. Dex
Vorteil eines Arrays gegeniiber dem simultanen Test/Assay
mit immobilisierten Sonden bzw. Sondenmoleklilen bzw.

Testverbindungen auf beweglichen Elementen, wie z.B. auf

BESTATIGUNGSKOPIE



10

15

20

25

30

WO 02/082080 PCT/EP02/03824

Perlen (Beads), besteht darin, dass in einem Array die Art
(chemische Struktur und/oder Identitédt) der
immobilisierten Sonden bzw. Sondenmolekiile bzw.
Testmoleklile genau durch den Ort in der Arrayflé&che
bekannt ist und ein értliches Testsignal (dieses kann
durch Wechselwirkung mit dem Zielmolekiil entstehen, z.B.
durch Bindung, oder z.B. durch enzymatische Umsetzung der
Sonde durch das Zielmolekiil verschwinden und somit in-
direkt zum Nachweis dienen) somit sofort einer Molekililart
zugeordnet werden kann. Insbesondere in miniaturisierter
Form werden Arrays mit biologischen Sonden bzw.

Sondenmolekiilen bzw. Testmolekiilen auch Biochips genannt.
Wichtige Belspiele fir solche Arrays sind:

Nukleinsdure-Arrays aus DNA-Fragmenten, c¢DNAs, RNAs, PCR-
Produkten, Plasmiden, Bakteriophagen, synthetischen Oligo-
nukleotiden oder auch synthetischen PNA~Oligomeren, welche
mittels Hybridisierung (Bildung eines Doppelstrang- |
molekiils) zu komplementdren Nukleinsdureanalyten ausge-

lesen werden;

Protein-Arrays aus Antikdrpern, in Zellen exprimierten

Proteinen, Phagen-Fusionsproteinen (»Phage Display«) und

Verbindungs~Arrays aus synthetischen Peptiden, deren
Analoga wie Peptoide, Oligo-Carbamate usw. oder allgemein
organisch chemischen Verbindungen, welche beigpielsweise
mittels Bindung zu affinen Protein- oder anderen Analyten
oder beispielsweise mittels enzymatischer Umsetzung

ausgelesen wexrden.
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Anwendungen finden solche Arrays sowle die hierfiir ent-
wickelten Methoden und Gerdte in der biologischen Grundla-
genforschung, aber insbesondere auch in der medizinischen
Diagnostik und pharmazeutischen Wirkstoffentwicklung. Auch
andere naturwissenschaftliche Forschungsrichtungen, wie
z.B. die Katalysatorentwicklung und Materialwissen-
schaften, beginnen, solche Konzepte erfolgreich zu
libernehmen. Vorraussetzung filir den vorteilhaften
routinéméﬁigen Einsatz solcher Arrays ist deren
kostenglinstige, schnelle und vollautomatische Herstellung
mit einer hohen Dichte und Diversitdt an Teststrukturen

(Informationsgehalt).

Solche Arrays werden zur Zeit nach zwel verschiedenen
Prinzipien durch Ablegen der Sonden bzw. Sondenmolekiile
bzw. Testmolekiile auf bereits vorbereitete
Materialoberfldchen hergestellt (eine aktuelle Ubersicht

gibt §. W6lfl in: transcript Laborwelt 2000, 3, 12-20):

a) durch einmaliges Verteilen der Ldsungen vorgefertigter
Sonden bzw. Sondenmolekiile bzw. Testverbindungen auf der

Oberflé&che

b) durch wiederholte serielle Verteilung der Lésungen von
Bausteinen fiir die chemische Synthese der Sonden bzw.
Sondenmoleklile bzw. Testverbindungen in situ auf der

Oberfléache.

Bisher bekannte Chip-Konfigurationen nutzen entweder eine

rechtwinklige x/y Anordnung der Array-Elemente, die durch
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Dosierung mittels entsprechender x/y—Pipettierstationen

oder entsprechend gefertigter Photolithographie- bzw.
Druckmasken erzeugt werden, oder eine kreisfdrmige r@-

Anordnung, welche durch eine Rotationsbewegung der

Chipoberflédche (r@-Arrays) und einer schnell getakteten
Dosiervorrichtung erzeugt werden. Damit k&nnen Dichten von
bis zu 1 Million Sonden bzw. Sondenmolekiilen bzw. Test-
Verbindungen je cm’? oder von wenigen Quadratmikrometern je

Einzelfl&dche erreicht werden.

Flir den Einsatz in der medizinischen Routine-Diagnostik
sind jedoch sehr strenge Vorgaben beziiglich der
Reproduzierbarkeit der Analyseergebnisse iliber sehr grofe
Anzahlen (mehrere Millionen) von Tests gegeben. Dies
fordert eine nahezu identische Qualitdt der Chips (Arrays)
aus einer und auch aus verschiedenen Produktionschargen.
Alle oben erw&dhnten Herstellungsverfahren haben aber einen
wesentlichen prinzipiellen Nachteil, daR n&mlich jeder so
produzierte Array nur eingeschrénkt vergleichbar ist mit
einem zweiten »gleich« hergestellten, weil jedes Array-

Element in einem Einzelprozess entsteht.

Dies gilt auch, wenn ein und dieselbe Ld&sung einer Sonde
bzw. eines Sondemmolekiils bzw. einer Verbindung auf die
gleichen Orte einer Serie verschiedener Arrays verteilt
wird. Fehler oder Abweichungen entstehen durch
Dosierungenauigkeiten, Inhomogenitdten der Oberfléchen-
eigenschaften und ~funktionalit&t sowlie variable
Reaktionsausbeuten der Immobilisierung bzw.

Syntheseschritte.
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Solche Fehlerabweichungen werden um so grdfer, je kleiner
die rdumlichen Dimensionen der Array-Elemente werden und
potenzieren sich mit der Zahl der Arbeitsschritte, die fix
die Herstellung jedes einzelnen Array~Elementes nétig

sind.

Wegen der unterschiedlichen chemischen Struktur und Eigen-
schaften der verschiedenen Sonden bzw. Sondenmolekiile bzw.
Testmolekiile in den Array-Elementen sind auch Referenzele-
mente nur bedingt in der Lage, solche Variabilitdten zu
korrigieren. Ein Qualitdtstest jedes einzelnen Arrays
schlieRt sich aus, weil dies zu aufwendig ist und viele
Tests nicht reversibel gefihrt werden kénnen, d.h. der
Array wirde durch die Qualitdtskontrolle irreversibel ver-

andert.

Fislage und Teterin haben in DE 198 03 077 Cl ein
"Yerfahren zur Herstellung von strukturie:ten TestkOSrpern
zum spezifischen Nachweis einzelner Reaktanden von
Rezeptorsubstanz-Ligandensubstanz-Komplexen" beschrieben,
bei dem Schichten von Materialien, an die die
Reaktandensubstanzen gebunden werden, zu einem
dreidimensionalen KOrper aufgeschichtet und verklebt
werden, und diesen dreidimensionalen K&rper nachher in
einem Winkel zur Ebene der Schichten mit einem Mikrotom
wiederum in diinne Schichten zerschnitten. Die so
entstehenden Schichten sind aus dinnen aneinander
liegenden Streifen aufgebaut, wobei jeder Streifen eine
andere Reaktandensubstanz enthdlt, so daf in einem
biologischen Test viele verschiedene Reaktandensubstanzen

parallel in einem Testkdrper gleichzeitig untersucht



10

15

20

25

30

WO 02/082080 PCT/EP02/03824

werden kénnen. Damit haben sie einen Prozess des
mikrotomfeinen Abschneidens dinner Scheiben von einem
Kdrper vorgeschlagen, der aus mit verschiedenen Substanzen
belegten Segmenten aufgebaut ist. Die nach diesem
Verfahren hergestellten streifenartigen Testkdrper nutzen
aber nur eine Dimension, um eine Vielzahl an Reaktanden-
substanzen flir einen parallelen Test anzuordnen. Diese in
DE 198 03 077 beschriebenen Reaktandensubstanzen kénnen

auch als Sondenmolekiile verstanden werden.

Anderson, Anderson und Braatz (WO 01/09607 Al) haben
diesen Nachteil tberwunden, indem sie den zu
zerschneidenden dreidimensionalen K&rper aus
Fadensegmenten zusammensetzen, die zunichst mit den
verschiedenen Reaktandensubstanzen belegt und dann in
einer rechteckig-gitterférmigen Anordnung parallel
nebeneinander gelegt werden. Dieser HerstellungsprozeR ist
fiir relativ dicke Fasern, wie in den Beispielen
beschrieben, sicherlich anwendbar. Aber wenn die Dicke der
Fasern im Mikrometerbereich liegt und mehrere
Hunderttausende davon parallel angeordnet werden sollen,

dann wire eine hochprézise Maschinerie zu konzipieren.

Aufgabe der Erfindung ist daher, die dem oben genannten
Stand der Technik anhaftenden Nachteile oder Probleme zu

beseitigen.

Die Erxrfindung betrifft somit ein Verfahren zur Herstellung
einer Vielzahl identischer Kopien einer planaren
Testanordnung von Sondenmolekiilen zum Nachweis von Ziel-

Molekiilen, bei dem man
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(a) von einer Vielzahl von Fasern ausgeht, wobei jede
Faser nur einen Typ Sondenmolekiil zum Nachweis eines Typs
Ziel-Moleklil aufweist und die Anzahl der Fasern mindestens
der 2nzahl der nachzuweisenden unterschiedlichen Typen von

Ziel-Molekiilen entspricht,

{(b) die Vielzahl von Fasern in paralleler Ausrichtung

anordnet,

(c) die so angeordneten Fasern zu einem Faserbindel
blindelt und zur dichtesten Packung bringt (gesehen

senkrecht zum Faserquerschnitt),

(d) die Anordnung der einzelnen Fasern zueinander in dem
Faserbiindel unverdnderlich fixiert wird, so daR jede Faser
eine geometrisch definierte Position einnimmt und ein ver-

festigtes Faserblindel entsteht, und

(e) das verfestigte Faserbilindel quer zur Faserlédnge in
gewlinschten Abstédnden unter Erhalt einer Vielzahl
identischer Kopien einer planaren Testanordnung mit einem
Muster von Sondenmolekiilen zum Nachweis von Ziel-Molekiilen
in geometrisch definierten Positionen auf den

Schnittflédchen geschnitten wird.

Erfindungsgemdf wird der Stand der Technik von WO 01/09607
dahingehend verbessert, daR der Prozess des
Aneinanderlegens zu einem einfachen, sich selbst
organisierenden Prozess gestaltet wird. Die Fasern werden

erst im Abstand voneinander etwa parallel angeordnet und
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kdnnen so in die gewiinschte Reihenfolge gebracht oder
lagenweise wdhrend des Anordnens erst mit den

Sondenmolekiilen belegt werden. Das Anordnen erfordert
keine hohe Prézision, sondern es muR nur die richtige

Anordnung gewdhrleistet werden.

Weitere vorteilhafte und/oder bevorzugte Ausfiithrungsformen

der Erfindung sind Gegenstand der Unteranspriiche.

Nach einer Ausfiihrungsform betrifft die Erfindung ein
Verfahren, bei dem auf den jeweiligen Oberflidchen einer
Vielzahl von Fasern eine Vielzahl von Sondenmolekiilen
immobilisiert wird oder auf diesen Oberfldchen

synthetisiert wird.

Nach einer weiteren Ausfiihrungsform betrifft die Erfindung
ein Verfahren, bei dem eine Vielzahl von Fasern durch
Extrusion einer Vielzahl von Fasergrundmaterialien mit
jeweils einer Vielzahl von daran immobilisierten

Sondenmoleklilen hergestellt wird.

Nach einer Ausfiihrungsform der Erfindung kénnen die Fasern
beispielsweise aus pordsem Kunststoff, insbesondere
Polyester, Polyurethan oder Nylon, Zellulose, _
Zelluloseacetat, Baumwolle oder Seide bestehen. Die Fasern
missen allerdings nicht unbedingt pords sein. Es wdre auch
mdglich, Faserxrn aus z.B. Glas, Metall, Metall- oder
Halbmetalloxiden zu verwenden. Jedoch wilirde sich beim
Nachweis nur ein Signal im Bereich der »Beschichtung« auf
der Faser bilden, d.h. eine Art ringfdrmiges Signal um die

Faser herum, was natilirlich nicht so intensiv wire wie ein
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Signal, das sich iiber den gesamten Querschnitt der Faser

erstreckt.

Sofern Fasergrundmaterialien mit daran immobilisierten
Sondermolekiilen flir eine Eitrusion eingesetzt werden
gollen, kann sich der Fachmann vom Stand der Technik
leiten lassen, der fiir eine schonende Extrusion von
funktionalisierten Fasergrundmaterialien relevant ist;
vgl. belspielsweise Science, 295 (2002) 472 und
Schnegelsberg, Handbuch der Faser, Theorie und Systematik
der Faser, 1999, ISBN 3 871 506 249.

Nach einer weiteren Ausfiihrungsform der Erfindung erfolgt
die Zusammenfassung der Fasern zu einem Faserbilndel
beispielsweise durch gleichsinniges Verdrillen oder

Verflechten.

Das Verdrillen des Bilindels bringt die Fasern automatisch
auf die grofRte mdgliche Ndhe dicht aneinander. Dabeil
ergibt sich eine etwas andere Anordnung der Fasern nach
dem Prinzip der dichtesten Packung. Aber die r&umliche
Lage zueinander wird dadurch nicht verindert. Ein weiterer

Vorteil ist die hdhere Dichte der Testanordnung.

Nach einer weiteren Ausfiihrungsform der Erfindung erfolgt
die unverinderliche Fixierung der Anordnung der Fasern
zueinander und die Verfestigung des Faserbiindels
beispielsweise durch Einbettung oder Einpolymerisation in
ein verfestigbares Material und sich anschliefendes
Aushirten oder Auspolymerisieren oder Einfrieren

desselben.



10

15

20

25

30

WO 02/082080 PCT/EP02/03824

10

Nach einer weiteren Ausfiihrungsform der Erfindung ist das
verfestigbare Material beispielsweise Paraffin, Gelatine,
Polyacrylamid, Epoxidharz, Polyethylenglykol (PEG), eine
wéRrige Polyvinylalkohol-Lésung oder eine w&Rrige
Polyvinylalkohol/PEG-L&sung. Grundsdtzlich eignet sich
jedes flir die Mikrotomie oder Kryotomie geeignete
Material. Der Fachmann ist mit der Abstimmung der Hérten
von verfestigbarem Material und Faser aufeinander

vertraut.

Nach einer weiteren Ausfiihrungsform der Erfindung wird das
verfestigte Faserbiindel beispielsweise mit einem Mikrotom,
z.B. mit einem Ultra-Mikrotom, oder einem Kryotom
geschnitten; die Schnitte kdnnen senkrecht oder in einem

Winkel zur Achse des Faserbiindels gefiihrt werden.

Die Erfindung betrifft ferner eine planare Testanordnung
von Sondenmolekiilen zum Nachwelis von Ziel-Molekiilen, wobei
die Testanordnung durch eine dichteste 2-dimensionale
Anordnung bzw. dichteste Packung von planaren, fldchigen,
und zwar gleichflidchigen Elementen in ein und derselben
Ebene gebildet wird, wobel jedes Element nur einen Typ
Sondenmolekil zum Nachwels eines Typs Ziel-Molekil
aufweist und wobei die Anzahl der Fasern mindestens der
Anzahl der nachzuweisenden unterschiedlichen Typen von

Ziel-Molekililen entspricht.

Die Erfindung betrifft ferner eine planare Testanordnung
von Sondenmolekiilen zum Nachwels von Ziel-Molekiilen,

erhdltlich nach einem Verfahren gemdf der Erfindung.
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Bei der erfindungsgemdffen planaren Testanordnung kénnen

die Ziel-Molekiile Ziel-Biomolekiile darstellen.

Bel der erfindungsgemifien planare Testanordnung kénnen die
gleichfldchigen Elemente Scheibenfofm aufweisen,
insbesondere eine Kreisscheibenform, elliptische
Scheibenform oder hexagonale Scheibenform, und in.
dichtester Packung in ein und der selben Ebene vorliegen,
insbesondere in hexagonal dichtester Packung (gesehen

senkrecht zur Scheibenebene) .

Die Erfindung betrifft ferner eine medizinische oder
diagnostische Vorrichtung, die eine oder mehrere, gleiche
oder verschiedene planare Testanordnung(en) von
Sondenmolekiilen zum Nachweis von Ziei—Molekﬁlen géméﬁ der

Erfindung enthilt.

Die Erfindung betrifft ferner einen Kit, der mehrere
gleiche oder verschiedene planare Testanordnungen von
Sondenmolekiilen zum Nachweis von Zielmoleklilen gemdf der

Erfindung enth&lt.

Die Erfindung betrifft ferner einen Kit, der eine oder
mehrere gleiche oder verschiedene planare Testanordnungen
von Sondenmolekiilen zum Nachwelis von Ziel-Molekiilen gem&fd
der Erfindung sowie ein oder mehrere Reagenzien flir den
Nachweis von Ziel-Molekiilen enth&lt, die an Sondenmolekiile

binden.
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AuRerdem gibt die Erfindung die Verwendung einer
erfindungsgeméRen planaren Testanordnung, einer
erfindungsgeméffen medizinischen oder diagnostischen
Vorrichtung oder eines erfindungsgeméfen Kits zum Nachwels

von Ziel-Molekiilen an.

Die erfindungsgemdf: verwendeten Sondenmolekiile konnen bei-
spielsweise jeweils Partner eines spezifisch
wechselwirkenden Systems komplementdrer Bindungspartner

sein.

Durch die Bindung der komplementdren Bindungspartner kann
ein nachweisbares Signal entstehen, und zwar z.B. direkt
durch die Bindung an sich, oder indirekt, well ein
welteres markiertes Molekiil spezifisch an das Konjugat
Sonde/zZiel-Biomolekil bindet (»Sandwich«-Assay). Ferner
kann ein vor der Bindung vorhandenes Signal verschwinden,
beispielsweise weil ein an einer Sonde angebrachter Marker
abgespalten oder auf andere Weise deaktiviert wird (wenn

z.B. das Ziel-Biomolekiil ein Enzym 1ist).

Das spezifisch wechselwirkende System komplementdrer
Bindungspartner kann beispielsweise auf der Wechselwirkung
Nukleinsdure/komplementdre Nukleinsédure, Peptidnukleinsdu-
re/Nukleinsdure, Enzym/Substrat, Rezeptor/Effektor, Lek-
tin/Zucker, Antikérper/Antigen, Avidin/Biotin, Streptavi-~

din/Biotin beruhen.

Bel dem oben erwdhnten Antikodrper kann es sich
beispielsweise um einen polyklonalen, monoklonalen,

chimé&ren oder »Single-chain«-Antikdrper oder ein
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funktionelles Fragment oder Derivat eines solchen

Antikdrpers handeln.

Im folgenden wird die Erfindung ohne Beschrénkung anhand
von Ausflihrungsbeispielen und unter Bezugnahme auf die

Figur detaillierter beschrieben.
Es zeigen:

Figur 1A eine schematische Darstellung einzelner Schritte
einer Ausfithrungsform des erfindungsgeméflen Verfahrens und
aufferdem eine Ausfithrungsform eines nach dem erfindungs-

gemdfen Verfahren erhaltenen Produkts;

Figur 1B eine weitere schematische Darstellung einzelner
Schritte einer Ausfithrungsform des erfindungsgemiRen

Verfahrens;

Figuren 2 und 2A bis 2C eine weitere schematische
Darstellung einzelner Schritte einer Ausfithrungsform der

Erfindung;

Figur 3 ein erfindungsgemdf verdichtetes Faserbiindel sowie

mit Hilfe des Faserbiindels gewonnene Testanordnungen; und

Figur 4 Frontalansichten von erfindungsgemdf verdichteten

Faserblindeln bzw. von erfindungsgeméRen Testanordnungen.

Nach Figur 1 kann man von einem Fasergrundmaterial mit
einer Vielzahl von daran immobilisierten Sondenmolekiilen

ausgehen und das Material mit Hilfe von Diisen eines
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Biindels von oder einer Batterie von Diisen Fasern etwa
parallel zueinander erspinnen, die an einer Platte oder
Lochplatte fixiert sind, die den Diisen gegeniiber
angeordnet ist. Der Einfachheit halber ist nur eine Diise
dargestellt. Alternativ kdénnen bereits ersponnene Fiden

durch eine Lochplatte durchgefadelt werden.

Wahrend die in Figur 1A gezeigte Platte rechteckig bzw.
quadratisch und mit in einem gquadratischen Raster
angeordneten LOchern versehen ist, ist die in Figur 1B
dargestellte Platte etwa kreisfdérmig und die Anordnung der

Locher etwa hexagonal.

Figur 2 zeigt eine Draufsicht auf eine Vorrichtung zur
parallelen Anordnung von Fasern und Figuren 2A bis 2C
Schnittansichten. Die Vorrichtung ist mit Fiithrungsstiften
2 versehen, die dazu dienen, einen endlosen Faden
(beginnend bei 1 und endend bei 8) meandernd abzulegen.
Nach Figur 1B ist der etwa rechtwinkelige Sockel der
Vorrichtung mit kanalartigen Rillen 7, Kan&len bzw. Rinnen
versehen, die die einzelnen parallelen Strecken des Fadens

aufnehmen. In diesen Rillen 7 kdnnen die Fasern

imprégniert bzw. mit einer Funktionalisierung versehen

werden. Plastikstreifen 5 dienen als Unterlage und/oder
zur Abdeckung der Endabschnitte der parallelen Strecken
und kénnen mit den Endabschnitten verschweiRft und/oder
verklebt werden. Eine Vielzahl von Paaren von Streifen 5
mit ihrem meandernd eingeschweifften oder eingeklebten
Faden koénnen mit Hilfe von Dornen tiibereinander gestapelt
werden, die durch Fihrungsl&cher 6 gefiihrt werden, die in

den Streifen 5 vorgesehen sind.
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Figur 3 zeigt ein verdrilltes Faserblindel, von dem mit
Hilfe einer Mikrotomklinge erfindungsgeméfe
Testanordnungen abgeschnitten sind. Diese Testanordnungen
sind mit 4 Markierungen versehen, um sie analog ausrichten

zu kbGnnen.

Figur 4 zeigt Testanordnungen mit verschiedenen

Querschnitten der miteinander verbundenen Fasern.

Erfindungsgemif’ wird insbesondere zur Herstellung von

Arrays flir die medizinische Routinediagnostik folgendes
Verfahren vorgeschlagen, bei dem jedes Array-Element einer
groflen Serie gleicher Arrays aus einem identischen

Material entsteht:

Es werden beispielsweisge zundchst die Sonden bzw. Sonden-
molekiile an »eindimensionalen« Faden-, Draht-, oder
Stébchen-Elementen (»1D-Elementen«) immobilisiert. Dies
kann beispielsweise erfolgen, indem entsprechende
Sondenmolekiile direkt oder iiber geeignete Linker an
reaktive Gruppen auf der Oberfliche der »1D-Elemente«
gebunden werden. Beispielsweise kann eine Lésung der
Sondenmolekiile an einem senkrecht befestigten Faden
herunterlaufen gelassen werden, oder der Faden wird durch
ein Bad einer Lésung der Sondenmolekiile gezogen oder in
das Bad eingelegt. Besondere Beschré&nkungen hinsichtlich
der Aufbringung bestehen nicht. Vorzugsweise wird der
Faden z.B. mit einer Losung der Sondenmolekiile
gesdttigt/imprégniert, was z.B. bei por&sen Fasern wie

Cellulose oder Baumwollf&den schon durch die Dochtwirkung
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(Einsaugen) automatisch eintritt und eine homogene
Verteilung der L&sung der Sondenmolekiile in der

betreffenden Faser bewirkt.

Dann kénnen die »eindimensionalen« Faden-, Draht-, oder
Stédbchen-Elemente (»1D-Elemente«) ihrer L&nge nach
parallel angeordnet und dann z.B. wie bei der Herstellung
eines Seils zu einem »dreidimensionalen« Array-Kérper
(»3D-Kbrper«) fest und optimal dicht gepackt miteinander
verbunden (z.B. verflochten). Dies ist am einfachsten
beispielsweise durch gleichsinniges Verdrillen der
Faseranordnung oder auch durch eine andere Art des
Verflechtens erreichbar. Dieser 3D-Kdrper wird dann mit
einem sich verfestigenden Material getrinkt, das an sich
keinen besonderen Beschrénkungen unterliegt. Danach wird
quer oder schrdg zur Achse der zusammengefiigten »eindi-
mensionalen« Array-Elemente an einem Ende des 3D-Kbrpers
geschnitten, was auf beliebige Weise erfolgen kann. Die
Schnittfléche entspricht dann einer zweidimensionalen
Anordnung der Array-Elemente wie in einem konventionellen
Array (2D-Array). Eine Vielzahl an diinnen Scheiben kann
dann nacheinander abgeschnitten werden und jede Scheibe
besteht aus einem gleichen 2D-Array. Diese Arrays k&nnen
dann auf eine stabile Unterlage aufgebracht werden und
sind so wie andere konventionelle Arrays weiter zu

behandeln.

Dieses neue Herstellungsverfahren hat die folgenden

vorteilhaften Merkmale:
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a) Die »1D-Elemente<« kdénnen aus bereits vorgefertigten Ma-
terialien (St&be, Dréhte oder Féden) bestehen, die in
einem vorgeschalteten Gesamtprozess mit jeweils einer
Sonde bzw. Sondenmolekiil bzw. Verbindung belegt werden.
Das Belegen ist einem Vorgang gleich, mit dem Sonden
bzw. Sondenmolekiile bzw. Verbindungen auf einer
Oberfl&che immobilisiert werden oder dort nach
Prinzipien der Festphasensynthese in situ chemisch
synthetisiert werden. Einfache Beispiele sind Zellulose,
Zelluloseacetat oder Baumwollf&dden, an deren
Hydroxylfunktionen chemisch die Verbindungen verknlpft
werden. Ahnlich kann mit Seidenfiden oder Kunststoff-
faden, insbesondere Féden auf Basis von Polyestern,
Polyurethan oder Nylon, vorgegangen werden. Beispiele
fir die Immobilisierungs von Molekiilen an Oberflichen,
die flir Kombinationen von Sonden/Ziel-Biomolekiilen bzw.
allgemein flir Biokonjugationssysteme geeignet sind,
finden sich in groRer Zahl in dem Buch »Bioconjugate
Techniques« von G. T. Hermanson, Academic Press, 1996.
Beigpiele filir Systeme zur Festphasensynthese finden sich
in grofer Anzahl in dem Buch »Organic Synthesis on Solid

Phase« von F. Z. Ddrwald, Wiley-VCH, 2000.

Alternativ kénnen die »1D-Elemente« auch direkt aus bei-
spielsweise einer Ldsung von einem geeigneten
Grundstoffwihergestellt werden, wobei die Sonden bzw.
Sondenmolekilile bzw. Testverbindungen bereits kovalent,
ionisch oder mechanisch an Molekiile des Grundstoffs
gebunden sind; vgl. z.B. WO 99/54 729. Die Herstellung
kann beispielsweise durch ein Extrusionsverfahren wie

bei der Produktion von Kunstfasern oder von Viskose-,
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Zelluloseacetat~ oder Seidenfasern erfolgen. In diesem
Fall ist auch eine rechteckige, hexagonale oder andere
Form der F&den/Dréhte durch entsprechende Offnungen der

Extrusionsdiisen realisierbar.

Durch diese Vorgehensweise wird sichergestellt, daR jedes

Array-Element, das spidter als kleinster Teil entsteht, aus

dem gleichen Material besteht, welches im vorgeschalteten

Herstellungsprozess in grofen Mengen hergestellt wurde.

b)

c)

Die Anordnung und Verbindung der »1D-Elemente« kann bei
einer Ausfiihrungsform der Erfindung mit einem Seil-
flechtvorgang verglichen werden. Die Enden der Fasern
werden in gegenseitigem Abstand in die Anordnung fir das
angestrebte Array gebracht und die Fidden dann leicht
verdreht. Die Verdrillung fiihrt zu einem festen
Zusammenhalt bzw. einer Verdichtung des Bindels. Diese
Verdichtung ist selbstorganisierend und reproduzierbar.
Zur exakten Bestimmung der finalen Ausrichtung eines 2D-
Arrayschnittes kénnen Referenzfasern mit beispielsweise
einer Farb- oder Fluoreszenz- oder einer anderen
geeigneten Markierung mit eingeflochten werden. Es ist
nur ein Sortiervorgang fiir alle Arrays einer Serie

notwendig.

Der Schneidvorgang entspricht der konventionellen Mikro-
tom-Technologie, mit der extrem diinne Schnitte von bio-
logischem Material, das in ein geeignetes Milieu
eingebettet wird, hergestellt werden kénnen. Ultra-
Mikrotome fertigen Schnitte von bis zuAnur 0.1

Mikrometern Dicke an. Aus einem 1 m langen 3D-Kdrper
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kénnten so problemlos 10 Millionen Array-Scheiben von

0.1 um Dicke gefertigt werden.

Der 3D-Kérper wird dafiir mit einem Material, das fir die
Mikrotomie geeignet ist (z.B. Paraffin, Gelatine, Poly-
acrylamid, Epoxidharz, Polyethylenglykol (PEG), wéRrige
Polyvinylalkohol-Lésung oder waRrige
Polyvinylalkohol/PEG~Lésung), getraénkt und die Fasern so
mit eingebettet oder einpolymerisiert oder eingefroren
wie sonst das biologische Material. Es gibt eine
Vielzahl einschlégiger Vorschriften der Hersteller von
Mikrotomen und Ultra-Mikrotomen, die erfindungsgemif

geeignet sind.

Die Mikrotom-Schnitte koénnen auf eine stabile Unterlage
wie Glas gelegt, gebondet und dann beliebig weiter be-
handelt werden, wie es in den Vorschriften zur
Verwendung konventioneller Arrays angegeben ist. Die
Mafle der Array-Unterlagen kénnen an die konventioneller:
Arrays angepasst werden (z.B. Mikroskopietrdger mit
Abmessungen von 2,5 x 7,5 cm), so daR auch kommerzielle
Gerate zur Array-Behandlung und -Auslesung eingesetzt

werden kdnnen.

Es kdnnen sowohl ein Schnitt je Unterlage oder aber auch
eine Anordnung von mehreren Schnitten auf eine
gemeinsame Unterlage (»Array aus Arrays<) angeordnet
werden. Bei der letzteren Anordnung kodnnen gleiche
Arrays mehrfach oder auch verschiedene Arrays angeordnet
werden. Zwischen die/den Schnitte(n) solcher »Arrays aus

Arrays« konnen kleine Stege gelegt/gefertigt werden, so
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dafl getrennte Kammern entstehen und jeder einzelne
Schnitt simultan mit einer anderen biologischen Probe

untersucht werden kann.

Der Gesamtprozess ist leicht vollautomatisierbar.
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Bezugszeichenliste:

rechtes Endstiick zur Faserfihrung
Mittelstiick flir Imprédgnierungskanidle

linkes Endstiick zur Faserfiihrung

Faden (Anfang)

Flihrungsstift

Pipette zur Befiillung der Imprignierkandle 7
Linie zum Abschneiden der Faserebene
Plastikstreifen zum Verschweiffen der Faserenden
Flihrungsloch zur Stapelung von Faserebenen
Kanal flur Imprégnierlésuné

Faden (Ende)
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Patentanspriche

1. Verfahren zur Herstellung einer Vielzahl identischer
Kopien einer planaren Testanordnung von Sondenmolekiilen

zum Nachwelis von Ziel-Molekiilen, bei dem man

(a) von einer Vielzahl von Fasern ausgeht, wobei jede
Faser nur einen Typ Sondenmolekiil zum Nachweis eines Typs
Ziel-Molekll aufweist und die Anzahl der Fasern mindestens
der Anzahl der nachzuweisenden unterschiedlichen Typen von

Ziel-Molekiilen entspricht,

(b) die Vielzahl von Fasern in paralleler Ausrichtung

anordnet,

(c) die einzelnen Fasern zu einem Faserbiindel biindelt und
zur dichtesten Packung bringt (gesehen senkrecht zum

Faserquerschnitt),

(d) die Anordnung der einzelnen Fasern zueinander in dem
Faserblindel unver@nderlich fixiert wird, so daR jede Faser
eine geometrisch definierte Position einnimmt und ein ver-

festigtes Faserblindel entsteht, und

(e) das verfestigte Faserbiindel quer zur Faserldnge in
gewlingschten Absté&nden unter Erhalt einer Vielzahl,
identischer Kopien einer planaren Testanordnung mit einem
Muster von Sondenmolekiilen zum Nachweis von Ziel-Molekiilen
in geometrisch definierten Positionen auf den

Schnittflédchen geschnitten wixd.



10

15

20

25

30

WO 02/082080 PCT/EP02/03824

23

2. fVerfahren nach Anspruch 1, bei dem man die einzelnen
Fasern zu einem Faserbiindel (Subfaserbiindel) und mehrere
derartige Blindel zu einem gemeinsamen Biindel biindelt

(Superbiindel) .

3. Verfahren nach Anspruch 1 und/oder 2, wobei man bei
Stufen (a) und (b)
(1) die Vielzahl von Fasern aus einem Bindel von Diisen

erspinnt oder

(ii) eine Endlosfaser meandernd in mehreren Ebenen
anordnet und durch die parallelen Abschnitte der

Meander die Vielzahl von Fasern bilden 1&fRt oder

(iii)mehrere Endlosfasern meandernd in jeweils einer Ebene
paralleler Ebenen anordnet und durch die parallelen
Abschnitte der Meander die Vielzahl von Fasern bilden
1&Rt.

4. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden
Anspriiche, wobel auf den jeweiligen Oberflichen einer
Vielzahl von Fasern jeweils eine Vielzahl von
Sondenmolekiilen immobilisiert wird oder auf diesen
Oberflédchen synthetisiert wird, wobei jede Oberfléche
durch die zugéngliche innere und &duRere Oberfliche

gebildet werden kann.

5. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis
3, wobei eine Vielzahl von Fasern durch Extrusion einer

Vielzahl von Fasergrundmaterialien mit jeweils einer
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Vielzahl von daran immobilisierten Sondenmolekiilen

hergestellt wird.

6. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden
Anspriichen, wobel die Fasern aus pordsem Kunststoff,
insbesondere Polyester, Polyurethan oder Nylon, Zellulose,
Zelluloseacetat, Baumwolle oder Seide, insbesondere

Naturseide, bestehen.

7. Verfahren nach mindestens einem der vorstehenden

Anspriche, wobeili die Zusammenfassung der Fasern zu einem

Faserblindel durch gleichsinniges Verdrillen oder

Verflechten erfolgt.

8. Verfahren nach mindestens einem der vorstehenden
Anspriiche, wobei die unver&nderliche Fixierung der
Anordnung der Fasern zueinander und die Verfestigung aes
Faserbindels durch Einbettung oder Einpolymerisation in
ein verfestigbares Material und sich anschlieRende
Aushérten, Auspolymerisieren oder Einfrieren desselben

erfolgt.

9. Verfahren nach Anspruch 7, wobei das verfestigbare
Material Paraffin, Gelatine, Polyacrylamid, Epoxidharz,
Polyethylenglykol (PEG), eine waRrige Polyvinylalkohol-~
Lésung oder Polyvinylalkohol/PEG-LOsung ist.

10. Verfahren nach mindestens einem der vorstehenden
Anspriiche, wobei das verfestigte Faserbiindel mit einem

Mikrotom oder Kryotom geschnitten wird.
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11. Planare Testanordnung von Sondenmolekiilen zum
Nachweis von Ziel-Molekiilen, wobei die Testanordnung durch
eine dichteste 2-dimensionale Anordnung bzw. dichteste
Packung von planaren, flédchigen, und zwar gleichfléchigen

Elementen in ein und derselben Ebene gebildet wird.

12. Planare Testanordnung von Sondenmolekiilen zum Nachweis
von Zielmolekiilen, insbesondere nach Anspruch 11, wobei
jedes Element nur einen Typ Sondenmolekiil zum Nachweis
eines Typs Ziel-Molekiil aufweist und wobei die Anzahl der
Elemente mindestens der Anzahl der nachzuweisenden

unterschiedlichen Typen von Ziel-Molekiilen entspricht.

13. Planare Testanordnung nach mindestens einem der
Anspriiche 11 bis 12, wobei die gleichflidchigen Elemente
Scheibenform aufweisen, insbesondere eine
Kreisscheibenform, elliptische Scheibenform oder
hexanonale Scheibenform, und in dichtester Packung in ein
und der selben Ebene vorliegen, insbesondere in hexagonal

dichtester Packung (gesehen senkrecht zur Scheibenebene) .

14. Planare Testanordnung von Sondenmolekiilen zum
Nachweis von Ziel-Molekiilen, erh&ltlich nach einem

Verfahren geméf mindestens einem der Anspriiche 1 bis 10.

15. Planare Testanordnung nach mindestens einem der
Anspriiche 10\14, bei der die Ziel-Molekiile Ziel-
Biomolekiile darstellen, insbesondere Zellen, Viren,
Phagen, Nucleinsduren, Peptidnucleins&uren, Proteine,
Enzyme, Rezeptoren, Lektine, Zucker, Antikdrper, Antigene,

Avidin, Streptavidin oder Biotin.
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16. Medizinische oder diagnostische Vorrichtung, die eine
oder mehrere, gleiche oder verschiedene planare Testanord-
nung(en) von Sondenmolekiilen zum Nachweis von Ziel-Mole-
killen gem&fs mindestens einem der Anspriiche 10 bis 15

enthdlt.

17. Vorrichtung nach Anspruch 17, n&mlich Halte-, Wasch-

oder Inkubationsvorrichtung flir Testanordnung (en) .

18. Kit, der mehrere gleiche oder verschiedene planare
Testanordnungen von Sondenmolekiilen zum Nachweis wvon
Zielmolekiilen gemdfR mindestens einem der Anspriiche 10 bis

15 enth&lt.

19. Kit, der eine oder mehrere gleiche oder verschiedene
planare Testanordnungen von Sondenmolekiilen zum Nachweis

von Ziel-Molekiilen geméf mindestens einem der Anspriiche 10
bis 15 sowie ein oder mehrere Reagenzien flir den Nachweis

von Ziel-Molekiilen enthdlt, die an Sondenmolekiile binden.

20. Verwendung einer planaren Testanordnung gemidfR
mindestens einem der Anspriiche 10 bis 15 oder einer
medizinischen oder diagnostischen Vorrichtung gemadfR
Anspruch 16 bis 17 oder eines Kits gemidfR einem der
Anspriiche 18 bis 19 zum Nachweis von Ziel-Molekiilen,

insbesondere von Ziel-Biomolekiilen.
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