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(54) ARRAYS ZUR BINDUNG VON MOLEKULEN

(57) Beschrieben wird eine Anordnung von
einzelnen Molekulen, welche auf einem
festen Substrat vorliegen, wobei die
Dichte der Einzelmolekdile auf dem
festen Substrat von 10 bis 10'° Einzel-
molekulen pro cm? betragt, sich bei zu-
mindest 95 %, insbesondere bei zumin-
dest 99 %, der Einzelmolekile inner-
halb eines gewéhiten Abstandes d von
einem (beliebigen) Einzelmolekul keine
weiteren Einzelmolekule befinden oder
detektierbar sind.
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Zusammenfassung:

Beschrieben wird eine Anordnung von einzelnen Molekiilen, wel-
che auf einem festen Substrat vorliegen, wobei die Dichte der
Einzelmolekiile auf dem festen Substrat von 10* bis 10'° Einzel-
molekililen pro cm? betriagt, sich bei zumindest 95 %, insbesonde-
re bei zumindest 99 %, der Einzelmolekiile innerhalb eines ge-
wihlten Abstandes d von einem (beliebigen) Einzelmolekiil keine
weiteren Einzelmolekiile befinden oder detektierbar sind.
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Die vorliegende Erfindung betrifft Arrays zur Bindung von Mo-
lekiilen, die an definierten Stellen einzelne oder wenige Bio-
molekiile tragen und die mit Einzelmolekil-Fluoreszenz-
Mikroskopie ausgelesen werden koénnen.

Einzelmolekiil-Nachweismethoden, speziell Einzelmolekiil-
Fluoreszenz-Mikroskopie, liefern einen wesentlichen Beitrag
zur Analyse von Protein und DNA-Analyten im grundlagen-
wissenschaftlichen Bereich. Dank der Einzelmolekiil-Methoden
kénnen jene Eigenschaften von Molekiilen festgestellt und un-
tersucht werden, die bei Ensemble-Messungen maskiert oder aus-
verdiinnt werden. Einzelmolekiil-Mikroskopie liefert auch einen
wesentlichen Beitrag zur Weiterentwicklung von biotechnologi-
schen Methoden, die in der Zukunft fir diagnostische oder the-
rapeutische Untersuchung in der Medizin eingesetzt werden sol-
len.

Ein Beispiel fiir den Einsatz der Einzelmolekiil-Methode fir
diagnostische Zwecke ist DNA-Hybridisierung (Korn et al.,
2003) . DNA-Hybridisierung mit Hilfe von Microarrays ist eine
weit verbreitete Technologie, um Nukleinsduren im genomischen
MaBstab zu untersuchen sowie fiir die Zwecke der Forschung,
Diagnose und Therapie nutzen zu kénnen. Einzelmolekil-
Fluoreszenz-Mikroskopie bietet aufgrund der hohen Sensitivitat
die Méglichkeit, die Amplifikation der Proben-DNA zu vermeiden
und damit bei Expressions-Analysen Amplifikations-Artefakte
und verfialschte Aussagen lber die Expressions-Niveaus zu ver-
hindern.

Eine weitere Anwendung der Einzelmolekiil-Mikroskopie ist die
(Re) -Sequenzierung von z.B. menschlicher DNA (Braslavsky et
al., 2003; Levene et al., 2003), um medizinisch wichtige Vari-
anten, etwa SNPs, der Erbinformation zu erhalten. Bei den der-
zeit angewandten Sequenzier-Methoden muss die Analyt-DNA am-
plifiziert werden, bevor die Sequenzierungs-Reaktion stattfin-
det. Durch den Einsatz von Einzelmolekil-Fluoreszenz-
Mikroskopie wiirde der Schritt der DNA-Amplifikation entfallen,
und dies hitte die Verringerung des Reagenzien-Verbrauches und
die erwiinschte Kostenreduktion und die Beschleunigung des Se-
quenzierungs—Prozesses zur Folge. ' '
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Fiir beide Einzelmolekiil-Anwendungen, DNA-Hybridisierung und im
besonderen MaB DNA-Sequenzierung, sollten die einzelnen zu un-
tersuchenden Molekiile idealerweise optisch isoliert auflésbar
sein. Ist etwa der Abstand zweier DNA-Strdnge geringer als die
optische Auflésung, Uberlagern sich die Fluoreszenz-Signale
von der Sequenzier-Reaktion beider Strange, und die Sequenz
der Stringe kann nicht mehr eindeutig eruiert werden.

Demnach sollten die zu untersuchenden DNA-Molekiile im Ideal-
fall einzeln positioniert auf einem festen Substrat vorliegen.
Diese Vorgabe wird in vielen publizierten Studien iber Einzel-
molekiil-Untersuchungen nicht erfiillt. In diesen Studien werden
die Molekiile ungerichtet und statistisch zufdllig an einer
Oberflidche gebunden, und dies hat zur Folge, dass sich auch
Molekiilgruppen oder Cluster an der Oberfliche ausbilden, die
optisch nicht aufgeldst werden kdnnen. Um diese Uberladung mit
Molekiilen zu vermeiden, werden verdiinnte Molekiil-LOsungen ein-
gesetzt, mit dem Nachteil, dass die Dichte an Molekiilen auf
der Oberfliache sehr gering wird; zu gering, um etwa die rele-
vanten Abschnitte des menschlichen Genom auf diagnostisch in-
dikativen Variationen hin zu untersuchen.

Mit Hilfe eines DNA-Arrays bei dem einzelne DNA-Strénge an de-
finierten Positionen vorliegen, kdnnten sowohl einzelne DNA-
Strange optisch aufgelést werden als auch eine hohe Dichte an
DNA-Analyten erreicht Qerden. In diesem Array wiirden einzelne
Molekiile an definierten Stellen vorliegen, sodass um ein Mole-
kiil im Radius gréBer oder gleich der optischen Aufldsung kein
weiteres Molekiil vorliegt. Dieser Einzelmolekiil-Array hatte
den weiteren Vorteil, dass durch die Kenntnis der genauen Po-
sition des Analyten auf dem festen Substrat die Unterscheidung
von Signal und Rauschen vereinfacht wird. Die Unterscheidung
des Signals vom Hintergrund-Rauschen ist vor allem wichtig,
wenn der DNA-Analyt im Verlauf der DNA-Sequenzierung mit fluo-
reszenzmarkierte Reagenzien prozessiert wird, die den Fluores-
zenz-Hintergrund durch unspezifisches Binden an die Oberfléche
des festen Substrates verursacht wird.
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Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht daher darin,
Anordnungen (,Arrays“) zur Verfiigung zu stellen, die Einzelmo-
lekiile an definierten, isolierten Positionen tragen und die
mit Einzelmolekiil-Fluoreszenz-Mikroskopie ausgelesen werden
kénnen. Insbesondere sollen derartige Einzelmolekiil-Arrays die
oben erwihnten Voraussetzungen an DNA-Arrays aufweisen und ei-
ne Hochdurchsatz-Analyse von Proben ermdglichen.

DemgemiR wird mit der vorliegenden Erfindung eine Anordnung
von einzelnen Molekiilen zur Verfiigung gestellt, welche auf ei-
nem festen Substrat vorliegen, wobei die Dichte der Einzelmo-
lekiile auf dem festen Substrat von 10* bis 10'° Einzelmolekiilen
pro cm? betridgt, sich bei zumindest 95 %, insbesondere bei zu-
mindest 99 %, der Einzelmolekiile innerhalb eines gewdhlten Ab-
standes d von einem (beliebigen) Einzelmolekiil keine weiteren
Einzelmolekiile befinden oder detektierbar sind.

Im Gegensatz zum erfindungsgemédfien Einzelmolekiil-Array mit den
obig beschriebenen Eigenschaften erfiillen bisher beschriebene
Erfindungen und Publikationen zum Thema Anordnungen von weni-
gen oder einzelnen Molekiilen die Forderung nach optischer Auf-
16sung und hoher Array-Dichte nicht.

Die bisherigen Methoden und Ans&dtze, um Molekiile isoliert auf
einem festen Substrat anzuordnen, sind mit unterschiedlichen
Nachteilen behaftet, die einen technologischen Einsatz im Rah-
men der Untersuchung einzelner Biomolekiile unvorteilhaft er-
scheinen ldsst.

In der WO 89/09406 und WO 98/39688 werden Anordnungen auf Ba-
sis der S-Layer Proteine beschrieben, die einen Nanoarray mit
einer Periodizitit von bis zu 10 nm ausbilden. Die Dichte des
Arrays mit den an den S-Layer-Proteinen immobilisierten Biomo-
lekiilen ist sehr hoch (bis zu 10! pro cm?), allerdings ist der
Abstand zwischen den einzelnen Molekiilen zu klein, um eine op-
tische Aufldsung derlsignale zu erlauben. Zudem ist die Stabi-
litdt der S-Layer zu gering.

Die WO 02/061126 stellt einen Array von Biomolekiilen vor, in
dem einzelne Molekiile an kugelférmige Gebilden gebunden sind,
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die als Abstandshalter zwischen den Molekiilen fungieren. Da-
durch kann der gemittelte Molekiil-Abstand iber die optische
Aufldsung eingestellt werden. Allerdings ist die Besetzung der
kugelférmigen Abstandshalter mit den zu untersuchenden Biomo-
lekiilen ungerichtet und zufallig, und dies fiihrt entweder zu
unerwiinschten Doppel- oder Mehrfachbesetzungen pro Bead, oder
bei einer Untermarkierung zu einer zu geringen Array-Dichte.
zudem ist die optische Auflésung zweier Molekile auf benach-
barten kugelfdrmigen Gebilde nur dann gegeben, wenn die Mole-
kiile am Mittelpunkt der Gebilde gebunden sind. Da die genaue
Position des Molekiils auf dem kugelfdrmigen Gebilde nicht de-
finiert ist, konnen benachbarte Molekiile zu nahe sein und op-
tisch nicht aufgeldst werden.

In der Ssterreichischen Patentanmeldung A 1455/2003, deren In-
halt ausdriicklich in die vorliegende Anmeldung aufgenommen
Qird, werden ebenso wie in der WO 02/061126 kugelférmige Ge-
bilde als Abstandshalter zwischen den Molekiilen eingesetzt,
wobei letztgenannter Nachteil der optischen Auflosbarkeit ge-
miB der WO 02/061126 durch den Einsatz des Ubertragungs-
Prinzips der &sterreichischen Patentanmeldung A 1455/2003
nicht auftritt. Bei der Ubertragung werden an der Kontaktstel-
le zwischen kugelférmigen Gebilden und dem festen Substrat Mo-
lekiile vom ersten auf letzteres abgesetzt, und somit ist der
Abstand zwischen den Kontaktstellen und den Molekiilen defi-
niert und einstellbar. Allerdings ist mit dieser Methode die
Anforderung auf Herstellung eines Arrays von einzelnen Molekiu-
len bei gleichzeitig hoher Dichte mit experimentellem Aufwand

zu erreichen.

Bruckbauer (Bruckbauer et al., 2003) beschreibt eine Anordnung
von einzelnen Molekiilen, die durch Absetzten einer Pipette auf
das Substrat aufgebracht werden, wobei der Absetzungsprozess
gekoppelt ist mit einem optischen Detektorsystem. Der Herstel-
lungsprozess dieser Methode ist seriell und sehr langsam und
daher fiir eine Anwendung im gréReren Mafstab nicht geeignet.
Zudem setzt die Methode voraus, dass das Biomolekiil fluores-
zenzmarkiert sein muss, und dies schrankt die Auswahl der zu
arrayenden Molekiile ein.
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Ein Array von einzelnen Biomolekiilen bzw. von Gruppierungen
von Biomolekiilen wird auch durch Stempeln, d.h. durch die
Ubertragung der Molekiile von der Oberfliche eines nanostruktu-
rierten elastischen Stempels auf die Oberfldche eines festes
Substrates erreicht (Renaultt et al., 2003). Ebenso wie bei
den anderen angefithrten Erfindungen ist auch bei diesem Ansatz
nicht gewdhrleistet, dass nur einzelne Molekiile an den defi-
nierten Positionen gebunden sind. |

Ein Array von einzelnen Molekiilen, die in kleinen optisch
adressierbaren Reaktionsrdumen, sogenannten Zero-Mode-
Waveguides, lokalisiert sind, wurde vorgestellt (Levene et
al., 2003). Wie bei den anderen Methoden ist die Belegung der
Reaktionsrdumen mit Molekiilen statistisch.

WO 02/18266 beschreibt, wie mittels Scanning Tunneling Micros- \
copy (STM) einzelne anorganische Atome und Molekiile auf einer
Oberfliche positionsgenau angeordnet werden kénnen. Die Arrays
sollen als Speichermedien mit hoher Informationsdichte einge-
setzt werden und sind aus diesem Grund nicht von biotechnolo-
gischem Interesse.

Die vorliegende Erfindung vermeidet die geschilderten Nachtei-
le des Standes der Technik und beschreibt eine Anordnung von
einzelnen Molekiilen auf einem festen Substrat, wobei die Posi-
tion der einzelnen Molekiile vorab bekannt ist und der Abstand,
d, zwischen den einzelnen Molekiilen grdBer ist als die opti-
sche Auflésung. Die Position der einzelnen Molekiilen ist frei
“bestimmbar, ebenso der Abstand zwischen den Molekiilen.

Gemidss einer bevorzugten Ausfithrungsform der vorliegenden Er-
findung ist der Abstand, d, zwischen den einzelnen Molekiilen
am festen Substrat von 0,1 bis 100 pm, insbesondere 0,5 bis 10

pm.

Vorzugsweise liegen die Dichten des Arrays der vorliegenden
Erfindung bei 10° bis 10°, insbesondere von 10° bis 10° einzel-
nen Molekiilen pro cm?.
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Die Abstinde und die hohen Dichten der Anordnung der vorlie-
genden Erfindung gestatten das effiziente Auslesen von einzel-
nen Molekiilen mit optischen Methoden, insbesondere mit Einzel-
molekiil-Fluoreszenz-Methoden, wie dem Single Dye Tracing-Scan
gemdss der WO 00/25113 A.

Gemiss einer bevorzugten Ausfiilhrungsform ist die erfindungsge-
miBe Anordnung aus zwel Komponenten aufgebaut, einer Oberfla-
che mit nanoskopischen Inseln und einem Adaptor, der auf die-
ser Insel gebunden ist . Die erste Komponente ist einfestes-
Substrat mit nanostrukturierter Oberflache (Fig.l)i’Die Nano-
strukturierung besteht in Form von Inseln mit nanoskopischen .
Dimensionen (Fig.l, 2), die auf dem festen Substrat aufge-
bracht sind (Fig.1;1) und sich von der umgebenden, chemisch
unveridnderten Oberflache durch ihre unterschiedliche chemische
Zusammensetzung unterscheiden. Das Material, aus dem die In-
seln zusammengesetzt sind, muss mit der festen Oberfldache, auf
der es aufgebracht wird, in einer Weise wechselwirken kdnnen,
dass die Insel fest und dauerhaft mit der festen Oberfléche
verbunden bleibt. Auch miissen die Inseln nach dem Aufbringen
auf die Oberfliache lokalisiert bleiben und diirfen sich in ih-
rer Ausdehnung (abgesehen von geringfiigigem atomaren Abdiffun-
dieren und leichten thermischen Effekten) nicht verdndern. Die
raumliche Ausdehnung der Inseln muss daher nach der Absetzung
auf der Oberfliche konstant bleiben, insbesondere auch in den
Messprozessen wahrend der anschliefenden Anwendung. Das In-
selmaterial wird aucﬂ.abhéngig vom anzuwendenden Loésungsmittel
gewahlt; das Material sollte im gewdhlten Losungsmittel inert
sein, beispielsweise gegen Oxidation.

Das Material, aus dem die nanoskopischen Inseln bestehen, wird
so gewdhlt, dass die Inseln Adaptoren-spezifisch sind, d.h.
dass die Adaptoren spezifisch an die Inseln binden, nicht je-
doch an die feste Oberfldche bzw. an das Substrat zwischen den
Inseln. Die GroBe der Inseln ist durch den Prozess der Her-
stellung einstellbar und die Ausdehnung kann brauchbarer Weise
1 bis 100 nm betragen. Die GrdBe der Inseln wird erfindungsge-
miB bevorzugt an die verwendeten Adaptoren ,maBgeschneidert",
so dass gewdhrleistet werden kann, dass ein Adaptorenmolekil
eine Insel ganz abdeckt. Kleinere Inseln haben jedoch den
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Nachteil, dass ihre Form bzw. die Konstanz ihrer rdumlichen
Ausdehnung nur schwer zu gewdhrleisten ist, da sich bei derar-
tigen allzu kleinen Inseln die Eigenschaften des jeweiligen
Materials zum Teil dramatisch verdndern koénnen. Allzu grofe
Inseln (d.h. allzu groBe Adaptoren) sind im Hinblick auf ihre
exakte Lokalisierbarkeit im Detektionsexperiment nachteilig.
Daher haben sich erfindungsgem#B nanoskopische Inseln mit ei-
ner riumlichen Ausdehnung (Durchmesser auf dem festen Sub-
strat) von 3 bis 70 nm, bevorzugt von 5 bis 50 nm, insbesonde-
re von 10 bis 30 nm, besonders bewahrt.

Das Material, aus dem die erfindungsgemifien nanoskopischen In-
seln bestehen, ist vorzugsweise ausgewdhlt aus der Gruppe, be-
stehend aus Metallen, anorganischen oder organischen Materia-
lien, insbesondere Metalloxiden, kurzkettigen organischen Mo-
lekiilen, organischen Polymeren und Silanreagentien. Bevorzugte
Metalle sind dabei erfindungsgemi#B vor allem Gold und Silber,
aber auch Kupfer, Zink, Blei, Palladium und Platin. Prinzipi-
ell werden edlere Metalle gegeniiber anderen wegen ihrer
Inertheit hinsichtlich Oxidation, insbésondere an Luftsauer-
stoff oder Wasser, bevorzugt (Metalle, die gegeniber Wasser
und/oder Luftsauerstoff oxidationsbestdndig sind). Bevorzugte
anorganische Materialien sind Metalloxide insbesondere Kupfer-
oxid, Tantaloxid, Titanoxid, und Halbleiterstrukturen insbe-
sondere Quantum Dots aus CdSe, ZnSe oder InGaAs. Bevorzugte
kurzkettige organische Molekiile sind 16~Mercaptohexadecansdure
und 16-Hydroxyhexadecansdurehydroxamsdure; bevorzugte organi-
sche Polymere sind Poly-L-Lysin, Poly-L-Glutamat oder Biotin-
Polyethylen-Glykol-Poly-L~-Lysin; bevorzugte Silanreagentien
sind Mercaptomethyl-dimethylethoxysilan, 3-Mercaptopropyl-
triethoxysilan, 16-Bromo-hexandecan-trichlorsilan, 3-Amino-
propyl-triethoxysilan und 3-Glycidoxypropyl trimethoxysilnan.

Bevorzugter Weise werden die Materialien, aus denen die Inseln
aufgebaut werden, auch aufgrund ihrer Eignung in bestimmten
Aufbringungsverfahren ausgewdhlt. Materialien, deren prinzipi-
elle Eignung in einem oder mehreren der Aufbringungsverfahren
(,Spotting™) im Stand der Technik bekannt sind, gelten daher
jedenfalls als bevorzugt.
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Gemiss dieser bevorzugten Ausfithrungsform der erfindungsgemd-
Ben Anordnung besteht die zweite Komponente aus Adaptoren,
welche Einzelmolekiile, z.B. Biomolekiile, etwa einzelne DNA-
Strange, an die Inseln binden. Ein erfindungsgemdf zu verwen-
dender Adapter (Fig.2; 3), besitzt zwei funktionelle Teile.

(i) Der erste Teil (Fig.2; 4), welcher mit den Inseln nicht
aber an die Bereiche zwischen den Inseln interagiert, bewirkt,
dass die Adaptoren nur an die Inseln nicht aber an die Berei-
che zwischen den Inseln bindet. (ii) Der zweite Teil (Fig.Z2;
5) hat eine Bindungsfahigkeit, mittels welcher ein bestimmtes
Einzelmolekiil, insbesondere ein Biomolekiil, (Fig.2; 6) an den
Adapter, und damit an die InSeln an der Oberfliche des festen
Substrates gebunden wird. Wesentlich ist, dass an den Adapter
nur spezifische (Bio-)Molekiile gebunden werden, also der Adap-
ter eine spezifische Bindungsstelle fiir ein spezifisches Mole-
kiil aufweist, welches dann nur an den Adapter, nicht jedoch an
die feste Oberfliche oder das Inselmaterial bindet. Die Adap-
toren kénnen dabei bevorzugter Weise mit einer einzigen Bin-
dungsspezifitit ausgestattet sein, in anderen F&éllen kann die
Aufgabenstellung auch das Vorsehen mehrerer, voneinander ver-
schiedener oder mehrerer gleicher spezifischer Bindungsstellen
(z.B 2, 3 oder 4 Stellen; jedenfalls immer nur eine von vorn-
herein festgelegte, bestimmte Anzahl) im Adaptormolekiil bedin-
gen. Ein weiteres Merkmal der Adaptoren ist, dass die beiden
Teile auf unterschiedlichen Seiten des Adapters angeordnet
sind, sodass der Adapter mit der einen Seite (Fig. 2; 4) auf
die Insel bindet, wahrend die Bindungsfahigkeit der anderen
Adapter-Seite (Fig. 2; 5) fir Einzelmolekiile, insbesondere
Biomolekiile, nicht beeintrdchtigt wird. Ein drittes Merkmal
der Adaptoren ist, dass ihre (entlang der Normale zur festen
Oberfliache) projizierte 2-dimensionale GrofRe mindestens die
GroBe der Inseln erreicht, bzw. jene auch Ubersteigen kann.
Dies stellt sicher, dass pro Insel nur ein Adapter mit einem
Biomolekiil gebunden hat. Wiren die Adaptoren viel kleiner als
die Inseln, koénnten mehrere Adaptoren und Biomolekiile an eine
einzige Insel binden, und es widre der Einzelmolekil-Array
nicht mehr gewdhrleistet, so dass diese Ausfiihrungsformen in
der Regel nur verschlechterte Ausfiithrungsformen der vorliegen-
den Erfindung darstellen.
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Vorzugsweise werden bei der Herstellung der erfindungsgemdfien
Anordnung die bereits im Stand der Technik etablierten und be-
wiahrten Verfahren angewendet. DemgemdB sind daher die folgen-
den Methoden zum Aufbringen der nanoskopische Inseln auf die
Oberfliache des festen Substrates bevorzugt: Mit der Dip-Pen-
Nanolithographie (DPN) (Lee et al., 2002) wird eine mit Mole-
kiilen benetzte Atomic-Force-Microscopie-Spitze iiber dem Sub-
strat positioniert, und durch Absetzen der Spitze werden die
Molekiile auf der Oberfliche deponiert. Mit Scanning Tunneling
Microscopie (STM) wird eine etwa mit Gold beschichtete AFM-
Spitze ilber die zu strukturierende Oberflache gehalten, und
durch Anlegen einer Spannung zwischen AFM-Spitze und Substrat
wird ein Teil des Metalls von der AFM Spitze auf die Substra-
toberfldche tibertragen (Kolb et al., 1997; Mamin et al.,
1990). Mit der Electron Beam Lithographie (EBL) wird eine sen-
sitive Lack-Schicht auf einer Oberfldche mit einem Elektronen-
Strahl beschrieben (Chen and Pepin, 2001; Chen et al., 1998)
um Reliefstrukturen zu erhalten, die nach Goldbedampfung und
Lift-off die entsprechende Inseln auf dem Substrat ergeben.
Mit dem Mikro Contact Printen (puCP) (Bernard et al., 1998;
Whitesides et al., 2001) werden auf das Substrat Molekiile
durch Stempeln mit einem elastischem Polymer-Replika ibertra-
gen.

Vorzugsweise ist die feste Oberfldche eine Glas-, Kunststoff-,
Membran-, Metall, oder Metalloxid-Oberfldche, die vorzugsweise
plan, glatt und undurchlédssig (z.B. fiir das Loésungsmittel oder
einen Probenpuffer) ist.

Gemidss der bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung bestehen
die Inseln aus Metall, Metalloxid, organischen oder anorgani-
schen Polymeren, sowie Gruppierungen von organischen oder an-
organischen Verbindungen.

Vorzugsweise sind die Adaptoren metallischer, anorganischer,
organischer, oder biochemischer Natur. Filir einen metallischen
Adapter werden gemidss einer bevorzugten Ausfiihrungsform Gold-
oder Silber-Cluster- oder Nanogold(oder -silber)-Derivate

(Boisset et al., 1994), insbesondere solche mit nur einer
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Funktionalitidt eingesetzt, an welche ein einzelner DNA-Strang
gebunden wird.

Gemdss einer bevorzugten Ausfithrungsform werden als organische
Adaptoren Dendrons, auch ,molekular Wedges™ genannt, einge-
setzt. Die Spitze der Dendronkerns besteht aus einer einzige
Funktionalitat, an die eine Biomolekiil gekoppelt ist, wahrend
die Peripherie des Dendrons, d.h. das andere Ende des
Dendrons, aus einer Vielzahl an gleichen Funktionalit&ten be-
steht, die an die Insel binden (Bell et al., 2003). Die
W097/39041 sowie Zhang (Zhang et al., 2000; Zhang et al.,
2001) beschreiben die ungerichtete Bindung von Dendrimeren auf
Oberflichen, ohne dass die Positionierung der Dendrons durch
ein Ordnungsprinzip geleitet werden wiirde.

Gemass einer bevorzugten Ausfihrungsform werden als biochemi-
sche Adaptoren, DNA-Dendrimere oder bevorzugt Proteine verwen-
det. Proteine eignen sich aus zweierlei Griinden fir den Ein-
satz als Adaptoren. Proteine oder definierte Protein-Multimere
"haben eine maximale Ausdehnung von bis zu 100 nm und haben da-
mit eine“Vergieichbare GroBe wie die nanostrukturierten Inseln
sodass eine Mehrfachbelegung der Inseln mit mehreren Adaptoren
erschwert wird. Der Einsatz von Proteinen als Adaptoren ist
bevorzugt, da bei Kenntnis ihrer dreidimensionaler Struktur
durch Mutagenese-Methoden gezielt im Proteingeriist Verdnderun-
gen vorgenommen werden kodnnen, damit in weiterer Folge ein
einzelnes Biomolekiil gerichtet an den Adapter gekoppelt wird
ohne die Interaktion des Adapters mit den Inseln zu stéren.

Vorzugsweise erfolgt die Bindung der Adaptoren oder der ein-
zelnen Molekiile an die Adaptoren an die Inseln durch kovalente
Kopplung, elektrostatische Interaktion, Liganden-Komplexe,
biomolekulare Erkennung, Chemisorption oder Kombinationen da-
von. Fiir die kovalente Kopplung werden bevorzugt folgende
Funktionalitdten eingesetzt: NH,-, SH-, OH-, COOH-, Cl-, Br-,
I-, Isothiocyanat-, Isocyanat-, NHS-Ester-, Sulfonyl-Chlorid-,
Aldehyd-, Epoxid-, Carbonat-, Imidoester-, Anhydrid-, Malei-
mid-, Acryloyl-, Aziridin-, Pyridyl-Disulfid-, Diazoalkan-,
Carbonyl-Diimidazol-, Carbodiimid-, Disuccinimidyl Carbonat-,
Hydrazine-, Diazonium-, Aryl-Azid-, Benzophenon-, Diazirin-
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Gruppen oder Kombinationen davon eingesetzt. Fir die biomole-
kulare Erkennung werden bevorzugt die Biotin-Streptavidin, An-
tikérper-Antigen, DNA-DNA-Interaktion, Zucker-Lectin oder Kom-
binationen davon eingesetzt.

Gemidss einer bevorzugten Ausfithrungsform betrifft die vorlie-
gende Erfindung ein Verfahren zur Herstellung der Anordnung
von einzelnen Molekiilen, welches durch folgende Schritte ge-
kennzeichnet ist:

- Aufbringen von nanoskopischen Inseln auf der Oberfldche ei-
nes festen Substrates durch eine Oberflachenstrukturierungs-
methode, insbesondere mit STM, DPN, EBL, Ionenstrahl-
Lithographie, oder Micro Contact Printen

- Aufbringen von Adapter auf die nanoskopischen Inseln,

- Kopplung von Einzelmolekiilen an die Adaptoren, die an den
nanoskopischen Inseln gebunden sind,

- Absittigen von eventuell vorhandenen unbelegten Inseln durch
Varianten von Adaptoren, die keine Molekiile tragen.

Alternativ dazu kann dieses erfindungsgemédfe Verfahren zur
Herstellung einer Anordnung von einzelnen Molekilen auch durch
folgende Schritte erreicht werden:

- Aufbringen von nanoskopischen Inseln auf der Oberflédche ei-
nes festen Substrates durch eine Oberfldchenstrukturierungs-
methode, insbesondere mit STM, DPN, EBL oder Ionenstrahl-
Lithographie, oder Micro Contact Printen

- Kopplung von Molekiilen an Adaptoren in L&sung,

- Abscheiden der ungekoppelten Adaptoren bzw. ungekoppelten
Molekiilen durch Reinigungsschritte,

- Aufbringen der mit einzelnen Molekiilen gekoppelten Adaptoren
auf das mit nanoskopischen Inseln strukturierte feste Sub-
strat.

In einer besonderen Ausfiihrungsform der erfindungsgemdfien Er-

findung wird die Herstellung einer Anordnung von Einzelmoleki-

len durch folgende Schritte erreicht:

- Aufbringen von nanoskopischen Inseln, vorzugsweise Gold-
Dots, auf der Oberfliche eines festen Substrates aus Glas
durch Scanning Tunneling Mikroskopie,
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- Aufbringen von Adaptoren, insbesondere Dendrons, auf die In-
seln, insbesondere die Gold-Dots, wobei ein Dendron an der
Peripherie nichtaktivierte Disulfidgruppen trédgt, welche an
eine Insel, insbesondere ein Gold-Dot, binden, und der
Dendronkern eine einzelne Funktionalitdt, insbesondere eine
N-Hydroxy-Succinimid-Funktionalitat, tragt, die mit der
Amin-Funktionalitdt eines Einzelmolekiils, insbesondere eines
modifizierten DNA-Oligonukleotides, koppeln kann,

-~ Kopplung der Einzelmolekiile an die Adaptoren, insbesondere
durch Reaktion der Amin-Funktionalitdt der DNA-
Oligonukleotide an die N-Hydroxy-Funktionalit&t der
Dendrons, welche an die nanoskopischen Inseln, insbesondere
Gold-Dots, gebunden haben,

- Entfernen jener Adaptoren und Einzelmolekiile, die nicht an
die nanoskopischen Inseln gebunden haben, insbesondere durch
Waschen.

In einer anderen, besonderen Ausfiihrungsform der erfindungsge-
mifen Erfindung wird die Herstellung einer Anordnung von Ein-
zelmolekiilen durch folgende Schritte erreicht:

- Aufbringen von nanoskopischen Inseln, insbesondere Gold-
Dots, auf der Oberfliche des festen Substrates aus Glas
durch Scanning Tunneling Mikroskopie,

- Kopplung der Einzelmolekiile an Adaptoren in Loésung, insbe-
sondere durch Reaktion der Amin-Funktionalitdt der DNA-
Oligonukleotide, an die einzelne Funktionalit&t des Dendron-
kerns, insbesondereeine N-Hydroxy-Succinimid-Funktionalitdat,

- Aufreinigen der Adapter-Einzelmolekiil-Konjugate, insbesonde-
re von Dendron-DNA-Konjugaten, und Entfernen der nicht ge-
koppelten Einzelmolekiile oder nicht gekoppelten Adaptoren
durch Aufreinigungsmethoden, insbesondere Gelpermeations-
Chromatographie,

- Aufbringen der Adapter-Einzelmolekuel-Konjugateauf die
nanoskopischen Inseln, insbesondereGold-Dots, wobei ein
Dendron an der Peripherie nichtaktivierte Disulfidgruppen
tragt, welche an eine nanoskopische Insel binden,

- Entfernen jener Adapter-Einzelmolekiil-Konjugate, die nicht
an die nanoskopischen Inseln gebunden haben, insbesondere
durch Waschen.
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Die Erfindungen betrifft auch Anordnungen, die nach den erfin-
dungsgemidBen Verfahren erhdltlich sind.

Die Auslesung der erfindungsgemdBlen Anordnung von isolierten
Molekiilen erfolgt durch Methoden der Einzelmolekiil-Mikroskopie
und Einzelmolekiilfluoreszenz-Mikroskopie, insbesondere mit
der Methode gem&h der WO 00/25113 A.

Das Auslesen der Einzelmolekil-Fluoreszenz-Signale wird durch
das Vorhandensein von metallischen Inseln nicht negativ ge-
stort, sondern die Haufigkeit der Detektion von Fluoreszenz-
Photonen wird durch die Nihe des spezifisch gebundenen Fluoro-
phores zur nanoskopischen metallischen Inseln tiberraschender
Weise sogar noch verstarkt (Enderlein, 2000; Geddes and Lako-
wicz, 2002; Geddes et al., 2003a; Geddes et al., 2003b; Lako-
wicz, 2001; Lakowicz et al., 2002).

Vorzugsweise koénnen die erfindungsgemédfien Anordnungen zur Un-
tersuchung von Biomolekiilen, insbesondere von Oligonukleoti-
den, DNA, mRNA, cDNA, Proteinen, Antikérpern, Antigenen, Li-
ganden, Toxinen eingesetzt und zu deren Nachweis und Untersu-
chung mittels Detektionsverfahren verwendet werden.

Vorzugsweise kodnnen die erfindungsgemdfen Anordnungen zur Bin-
dung von anderen Biomolekiilen, insbesondere von Oligonukleoti-
den, DNA, mRNA, cDNA, Proteinen, Antikoérpern, Antigenen, Li-
ganden, Toxinen, Viren, Bakterien, Zellen oder Kombinationen
davon, eingesetzt und zu deren Nachweis und Untersuchung mit-
tels Detektionsverfahren verwendet werden.

Im Folgenden werden nunmehr bevorzugte Realisierungen der er-
findungsgemdfen Anordnungen anhand der in den Zeichnungsfigu-
ren schematisch skizzierten Ausfiihrungen beschrieben, auf wel-

che die Erfindung selbstverstandlich nicht eingeschrdnkt ist.

Es zeigen:

Fig. 1. Schematische Darstellung einer Anordnung von nanosko-
pischen Inseln (2), die auf einem festen Substrat (1) aufge-

bracht sind. Der mittlere Abstand zwischen den nanoskopischen
Inseln, d, und der Durchmesser der nanoskopischen Inseln, h,
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ist durch die Oberfl&dchenstrukturierungsmethode frei wahlbar.
Die Anordnung besteht aus beliebig vielen nanoskopischen In-
seln.

Fig. 2. Schematische Darstellung einer Anordnung von einzelnen
Molekiilen in Seitenansicht. Ein Einzelmolekiil (6) ist an einen
Adapter (3) liber eine Funktionalitdt (5) gebunden. Der Adapter
(3) bindet mit seiner anderen Seite (4) an eine nanoskopische
Insel (2), die auf die Oberflache eines festen Trdgers (1) ge-
bunden ist. Der mittlere Abstand zwischen zwei nanoskopischen
Inseln, den Adaptoren und damit zwischen den Einzelmolekiilen
ist gegeben durch d. Aus Grinden der Ubersichtlichkeit sind
nur zwei nanoskopische Inseln mit den Adaptoren eingezeichnet;
die Anordnung besteht aus einer beliebigen Anzahl von Inseln,
Adaptoren und Molekiilen.

Fig. 3. Figur zu Beispiel 1. Bindung von kugelférmigen Adap-
toren auf nanoskopische Goldinseln.Fiir die Herstellung der An-
ordnungen konnen vorzugsweise feste Substrate verwendeten wer-
den, die durch eine Oberflidchenstrukturierungsmethode mit ei-
nem regelmdssigen Gitter bestehend aus nanoskopischen Inseln
versehen worden sind (Fig. 1). Die nanoskopischen Inseln (Fig.
1l: 2) bestehen bevorzugt aus Metall wie Gold oder Silber und
werden durch die direkte Ablagerung des Metalls etwa mit STM
in regelmdssigen Abstdnden auf das feste Substrat (Fig. 1: 1)
vorzugsweise ein elektrisch leitendes Substrat wie Indium-
Zinnoxid-Glas aufgebracht. In einer anderen bevorzugten Aus-
fihrungsform werden die nanoskopischen Inseln aus Metall im
Rahmen eines elektrostrahllithographischen Prozesses auf dem
Substrat abgesetzt. Der Durchmesser der nanoskopischen Inseln,
h, ist vom speziellen Verwendungszweck abhdngig und liegt vor-
zugsweise im Bereich 5 bis 50 nm (Fig 1). Die vertikale Hohe
der nanoskopischen Inseln ist abhdngig von der Art der Ober-
flachenstrukturierungsmethode und kann bei STM 1-5 nm betra-
gen, bei EBL im Bereich von 3 - 5 nm. Die nanoskopischen In-
seln sind raumlich voneinander getrennt und der mittlere Ab-
stand zwischen zwei Inseln, d, ist durch die Oberflachenstruk-
turierungsmethode frei wdhlbar und liegt iiber dem Beugungsli-
mit der optischen Mikroskopie.




oo e w9es 0oave oo (1]
[ X [ ]
L *00 L X ]

L X 2 J .o e

15

Wie in Fig. 2 skizziert werden nach der Oberfldchenstrukturie-
rung des Substrates die nanoskopischen Inseln mit Adaptoren
belegt. Die Adaptoren (Fig. 2: 3) sind das Bindeglied zwischen
den nanoskopischen Inseln (Fig. 2: 2) und den Ziel-Molekiilen
(Fig. 2: 6), die in der Anordnung auf das Substrat (Fig. 2: 1)
gekoppelt werden. Entsprechend ihrer Funktion besitzen die
Adaptoren sowohl eine Funktionalit&t (Fig. 2: 5), mit der sie
die Ziel-Molekiile binden kénnen, als auch eine Gruppe von wei-
teren funktionelle Einheiten (Fig. 2: 4), mit der die Adapto-
ren auf den nanostrukturierten Inseln (Fig. 2: 2) binden kén-
nen. Die chemische Natur der Funktionalitidten der Adaptoren
und jene der Interaktion zwischen Adapter und Molekiil, und
zwischen Adapter und nanoskopischen Insel kann kovalent oder
nichtkovalent sein und ist hochspezifisch, d.h. die Adaptoren
kénnen nur an die nanoskopischen Inseln binden nicht aber an
die Bereiche des Substrates zwischen den nanoskopischen In-
seln; weiters konnen die Molekiile nur an den Adaptoren nicht
aber an den nanoskopischen Inseln oder in den Bereichen zwi-
schen den Inseln binden.

Die Adaptoren koénnen aufgebaut sein aus organischen, anorgani-
schen oder biochemischen Polymeren sowie Metallen. In einer
bevorzugten Ausfiilhrungsform bestehen die Adaptoren aus einem
organischen Polymer, etwa den keilf&érmigen Dendronen, die auf-
gebaut sind aus Dihydroxybenzylalkohol-Einheiten oder aus an-
deren Grundgeriist-Einheiten. Die Kopplung der Dendronen an
die nanoskopischen Inseln aus Gold kann z.B. auf der stabilen
Thiol-Gold-Wechselwirkung beruhen wenn Dendrons mit einer
Vielzahl von Thiol oder Disulfidgruppen eingesetzt werden. Das
Koppeln der Adaptoren an die nanoskopischen Inseln kann er-
reicht werden durch die Zugabe einer L&ésung von Adaptoren zu
dem Substrat, gefolgt von Waschschritten, um iiberschiissige Ad-
aptoren vom Substrat zu entfernen, die nicht an die nanoskopi-
schen Inseln gebunden haben. In einem weiteren Schritt werden
die einzelnen Molekiile an die Substrat-gebundenen Dendrone ge-
koppelt. So koénnen die Molekiile eine einzelne Amin-
Funktionalit&dt tragen, die an die einzelne Funktionalit&t der
Dendronen unter Einsatz von z.B. N-Hydroxysuccinimid-Chemie
binden kann. Uberschiissige und nicht an Adapter gekoppelte Mo-
lekiile kénnen durch verschiedenste im Stand der Technik be-
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kannte Methoden, insbesondere durch Waschen mit geeigneten
Reinigungsfliissigkeiten, entfernt werden.

In einer anderen bevorzugten Ausfiihrungsform bestehen die Ad-
aptoren aus einem anorganischen Polymer, etwa Glas, und haben
kugelférmige Gestalt. In diesem Fall kann die Kopplung der ku-
gelfdrmigen Adaptoren an die nanoskopischen Inseln dadurch er-
folgen, dass Gold-Inseln mit thiolh&ltigen Reagentien wie N-
(6= (Biotinamidohexyl)-3’- (2’ -pyridyldithio)-propionamide (Bio-
tin-HPDP) modifiziert werden und diese mit Streptavidin-
beschichteten Adaptoren beleget werden. Die Streptavidin-
beschichteten Adaptoren kénnen vor oder nach der Verankerung
am festen Substrat mit einer Loesung von Molekiilen in Kontakt
gebracht werden, damit einzelne Molekiile an den Goldinseln zu
liegen kommen.

Die Grosse der Adapatoren ist frei wahlbar und ist dem Durch-
messer der nanoskopischen Inseln angepasst, sodass pro
nanoskopischer Insel nur ein Adaptor binden kann. Fiir die Her-
stellung einer Anordnung mit einzelnen Molekuelen k&nnen
gleichzeitig verschiedene Arten von Adaptoren eingesetzt wer-
den; vorzugsweise wird eine Anordnung nur mit einer Art von
Adaptor realisiert.

Beispiel

Zur Demonstration, dass Molekiile an nanoskopischen Inseln ge-
bunden werden kénnen, wurden fluoreszenz-markierte Nanoparti-
kel iUber molekulare Erkennunq (Streptavidin—Biotinf'an Gold-
Inseln auf einem festen Substrat gekoppelt. Als Nanopéftikel
wurden gelb-fluoreszierende Beads (Em/Ext: 505/515 nm) (Mole-
cular Probes) mit einem Durchmesser von 40 nm und einer Neu-
travidin beschichteten Oberflache eingesetzt. Als Substrat mit
nanoskopische Inseln wurde auf einem Silizium-Substrat mit-

tels Elektro Beam Lithographie Gold-Insel mit einem Durchmes—,

ser von 50 nm deponiert. Die Oberfldche der Gold-Inseln wurde
in der Folge mit N-(6-(Biotinamidohexyl)-3’"-(2'-
pyridyldithio)-propionamide (Biotin-HDPD) (Pierce) modifi-
ziert. An die biotinylierte Goldinseln wurden Neutravidin-
beschichtete Nanopartikel'gebunden.:Dazu wurde eine Suspension
von 3.6 x 10° Partikeln/ml in PBS auf das modifizierte Substrat

i
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aufgebracht, und fiir 30 min inkubiert. Uberschiissige Beads
wurden durch mehrmaliges Waschen entfernt und spezifisch ge¥
bundenen Beads wurde mit einem Fluoreszenz-Mikroskop ausgele-
sen. Die Auslesung erfolgt mit Fluoreszenzmikroskop mit einer
Quecksilberdampflampe (Zeiss, fluo arc HBO 100) und einem Ob-
jektiv (Zeiss, Axiovert PNF 100x/1,4 Ol). Folgender Filter
wurde eingesetzt. FITC Anregungsfilter: HQ480/40x, Dichroiti-
scher Strahlteiler: Q505LP— Emissionsfilter: HQ535/50m.
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Patentanspriiche

1. Anordnung von einzelnen Molekiilen, welche auf einem fe-
sten Substrat vorliegen, wobei die Dichte der Einzelmolekiile
auf dem festen Substrat von 10 bis 10!° Einzelmolekiilen pro cm?
betragt, sich bei zumindest 95 %, insbesondere bei zumindest
99 %, der Einzelmolekiile innerhalb eines gewahlten Abstandes d
von einem (beliebigen) Einzelmolekiil keine weiteren Einzelmo-
lekiile befinden oder detektierbar sind.

2. Anordnung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass
der Abstand d 0,1 bis 100 pm, insbesondere 0,5 bis 10 pum, be-
tragt.

3. Anordnung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,
dass die Einzelmolekiile vorzugsweise ausgewahlt sind aus der
Klasse bestehend aus Nukleinsduren, insbesondere RNA und DNA,
sowie Oligopeptiden und Polypeptiden, insbesondere Antikdr-
pern, oder organischen Molekiilen.

4. Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das feste Substrat eine Glas-, Kunststoff-,
Membran-, Metall-, oder Metalloxid-Oberfldche ist.

5. Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das feste Substrat eine Oberfldche mit
nanoskopischen Inseln besitzt.

6. Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die nanoskopischen Inseln aus einem Metall,
organischem oder anorganischem Material bestehen.

7. Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die nanoskopischen Inseln eine Grofie von 1
bis 100 nm, bevorzugt von 3 bis 70 nm, besonders bevorzugt von
5 bis 50 nm, insbesondere 10 bis 30 nm, haben.

8. Anordnung nach einem der Anspriche 1 bis 7, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der Abstand, d, zwischen den einzelnen
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nanoskopischen Inseln 0,1 bis 100 pm, insbesondere 0,5 bis 10
um, betragt.

9. Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die nanoskopischen Inseln durch Elektronen-
strahl-Lithographie oder Ionenstrahl-Lithographie geschrieben,
oder durch Contact Printen mit weichen Stempeln, Atomkraft-
Mikroskopie oder Scanning Tunneling Mikroskopie deponiert wer-
den.

10. Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch ge-
kennzeichnet, dass an den einzelnen nanoskopischen Inseln der
festen Oberflidche einzelne Adaptoren gebunden sind.

11. Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Adaptoren dermaBen aufgebaut sind, dass
ein Adapter an einer Seite des Adapters eine Bindungsstelle
zueiner nanoskopischen Insel der Oberfldche und an der.anderen
Seite des Adapters eine Bindungsstelle zu einem einzelnen Mo-
lekiil oder 2, 3 oder 4 voneinander verschiedene Bindungsstel-
len fiir verschiedene einzelne Molekiile aufweist.

12. Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Adaptoren aus anorganischen oder orga-
nischen Polymeren, insbesondere Dendrons, oder Biopolymeren,
insbesondere Proteinen oder DNA-Dendrimeren, bestehen.

13. Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis 12 dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Adaptoren an die nanoskopischen Inseln
der Oberfliache des festen Substrates tiber eine kovalente Kopp-
lung, insbesondere tber NH;-, SH-, OH-, COOH-, Cl-, Br-, I-,
Isothiocyanat-, Isocyanat-, NHS-Ester-, Sulfonyl-Chlorid-, Al-
dehyd-, Epoxid-, Carbonat-, Imidoester-, Anhydrid-, Maleimid-,
Acryloyl-, Aziridin-, Pyridyl-Disulfid-, Diazoalkan-, Car-
bonyl~Diimidazol-, Carbodiimid-, Disuccinimidyl Carbonat-, Hy-
drazine-, Diazonium-, Aryl-Azid-, Benzophenon-, Diazirin-
Gruppen oder Kombinationen davon, elektrostatische Interakti-
on, Liganden-Komplexe, biomolekulare Erkennung, insbesondere
liber Biotin-Streptavidin, Antikorper-Antigen, DNA-DNA-
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Interaktion, Zucker-Lectin oder Kombinationen davon, Chemi-
sorption oder Kombinationen davon gebunden sind.

14. Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis 13, dadurch ge-
kennzeichnet, dass an einen Adapter ein Einzelmolekiil gekop-
pelt ist, sodass pro Strukturelement auf der Oberfl&che des
festen Substrates nur ein Einzelmolekiil gebunden ist.

15. Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis 14, dadurch ge-
kennzeichnet, dass fiir die Kopplung der Einzelmolekiile an die
Adapter kovalente Kopplung, insbesondere iiber NH,-, SH-, OH-,
COOH-, Cl-, Br-, I-, Isothiocyanat-, Isocyanat-, NHS-Ester-,
Sulfonyl-Chlorid-, Aldehyd-, Epoxid-, Carbonat-, Imidoester-,
Anhydrid-, Maleimid-, Acryloyl-, Aziridin-, Pyridyl-Disulfid-,
Diazoalkan-, Carbonyl-Diimidazol-, Carbodiimid-, Disuccinimi-
dyl Carbonat-, Hydrazine-, Diazonium-, Aryl-Azid-, Benzophe-
non-, Diazirin-Gruppen oder Kombinationen davon, Liganden-
Komplexe, biomolekulare Erkennung, insbesondere iiber Biotin-
Streptavidin, Antikérper-Antigen, DNA-DNA-Interaktion, oder
Kombinationen davon, oder Kombinationen davon gebunden sind.

16. Verfahren zur Herstellung einer Anordnung zur Bindung von

Einzelmolekiilen, gekennzeichnet durch die folgenden Schritte:

- Aufbringen von nanoskopischen Inseln auf der Oberfldche ei-
nes festen Substrates durch eine Oberfldchenstrukturierungs-
methode, insbesondere Scanning Tunneling Microscopie (STM),
Dip Pen Nanolithographie (DPN), Electro Beam Lithographie
(EBL), Ionenstrahl-Lithographie (IL) oder Mikro-Contact-
Printen (pCP),

- Aufbringen von Adaptern auf die nanoskopischen Inseln,

- Kopplung von Einzelmolekiilen an die Adaptoren, die an den
nanoskopischen Inseln gebunden sind,

- Absattigen von eventuell vorhandenen unbelegten Inseln durch

Varianten von Adaptoren, die keine Molekiile tragen.

17. Verfahren zur Herstellung einer Anordnung zur Bindung von

Einzelmolekiilen, gekennzeichnet durch die folgenden Schritte:

- Aufbringen von nanoskopischen Inseln auf der Oberfl&dche ei-
nes festen Substrates durch einen Oberfldchenstrukturie-
rungsmethode, insbesondere Scanning Tunneling Microscopy,
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Dip Pen Nanolithography, Electro Beam Lithography, Ionen-
strahl-Lithographie oder Mikro-Contact-Printen,

- Kopplung von Molekiilen an Adaptoren in L&sung,

- Abscheiden der ungekoppelten Adaptoren bzw. ungekoppelten
Molekiilen durch Reinigungsschritte,

- Aufbringen der mit einzelnen Molekiilen gekoppelten Adaptoren
auf das mit nanoskopischen Inseln strukturierte feste Sub-
strat.

18. Verfahren nach einem der Anspriiche 16 bis 17, dadurch
gekennzeichnet, dass als feste Oberflidche eine Glas-, Kunst-
stoff-, Membran-, Metall-, oder Metalloxid-Oberflache einge-
setzt wird.

19. Verfahren nach einem der Anspriiche 16 bis 18, dadurch ge-
kennzeichnet, dass zur Herstellung einer Anordnung von Ein-
zelmolekiilen, folgende Schritte eingesetzt werden:

- Aufbringen von nanoskopischen Inseln, insbesondere Gold-Dots
auf der Oberflédche des festen Substrates aus Glas durch
Scanning Tunneling Mikroskopie,

- Aufbringen der Adaptoren, insbesondere Dendrons, auf die In-
seln, wobei ein Dendron an der Peripherie nichtaktivierte
Disulfidgruppen tragt, welche an die nanoskopische Insel,
insbesondere an ein Gold-Dot, binden, und der Dendronkern
eine einzelne Funktionalitdt, insbesondere N-Hydroxy-
Succinimid-Funktionalitdt, tr&agt, die mit der 5’-Amin-
Funktionalitat eines Einzelmolekiils, insbesondere eines mo-
difizierten DNA-Oligonukleotides, koppeln kann,

- Kopplung der Einzelmolekiile an die Adapter, insbesondere
durch Reaktion der Amin-Funktionalitdt der DNA-
Oligonukleotide an die N-Hydroxy-Succinimid-Funktionalit&t
der Dendrons, welche an die nanoskopischen Inseln, insbeson-
dere Gold-Dots, gebunden haben,

- Entfernen jener Adapter und Einzelmolekiile, die nicht an die
nanoskopischen Inseln gebunden haben, insbesondere durch Wa-
schen.

20. Verfahren nach einem der Anspriiche 16 bis 19, dadurch
gekennzeichnet, dass zur Herstellung einer Anordnung von Ein-
zelmolekilen, folgende Schritte eingesetzt werden:
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- Aufbringen von nanoskopischen Inseln, insbesondere Gold-Dots
auf der Oberfldche des festen Substrates aus Glas durch
Scanning Tunneling Mikroskopie,

- Kopplung der Einzelmolekiile an die Adapter in L&sung, insbe-
sondere durch Reaktion der Amin-Funktionalitdt der DNA-
Oligonukleotide an die einzelne Funktionalitdt des Dendron-
kerns, insbesondere eine N-Hydroxy-Succinimid-
Funktionalitat,

- Aufreinigen der Adapter-Einzelmolekiil-Konjugate, insbesonde-
re Dendron-DNA, und Entfernen der nicht gekoppelten Einzel-
molekiile oder nicht gekoppelten Adaptoren durch Aufreini-
gungsmethoden, insbesondere Gelpermeations-Chromatographie,

- Aufbringen der Adapter-Einzelmolekuel-Konjugate, insbesonde-
re Dendron-DNA, auf die nanoskopischen Inseln, insbesondere
Gold-Dots, wobei ein Dendron an der Peripherie nichtakti-
vierte Disulfidgruppen trédgt, welche an die Insel binden,

Entfernen jener Adapter-Einzelmolekiil-Konjugate, die nicht an

die nanoskopischen Inseln gebunden haben, insbesondere durch

Waschen.

21. Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis 15, erhdltlich
durch ein Verfahren nach einem der Anspriiche 16 bis 20.

22. Verwendung einer Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis
15 im Rahmen einer ultrasensitiven Fluoreszenz-Mikroskopie-
Untersuchung, insbesondere der ,Single Dye Tracing™ (SDT) Me-
thode zur Visualisierung einzelner FluorésZenz-markierter Mo-
lekiile.

23. Verwendung einer Anordnung nach einem der Anspruche 1 bis
15 mit ultrasensitiver Fluoreszenz-Mikroskopie, wobel durch
die riumliche Nihe der Inseln aus Metall das Fluoreszenz-
Signal der einzelnen Insel-gekoppelten Molekiile verstarkt wird
im Vergleich zu jenen Molekiile, die gegebenenfalls in den Be-
reichen zwischen den Inseln unspezifisch angelagerthsinqaj

24. Verwendung einer Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis
15 zur Untersuchung von Blomolekulen, insbesondere zur BLQdung
von Antigenen, Liganden, Protelnen, DNA mRNA, Toxinen oder
Kombinationen davon.
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~25. Verwendung einer Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis
15 zur Untersuchung von cDNA von Zellen, wobei fluoreszenzmar-
kierte c¢DNSs an die Anordnung von verschiedenen Oligonukleoti-
den binden, und die Bindung filir jede gebundene cDNS-Art ausge-
lesen werden kann.

26. Verwendung einer Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis
15 zur Untersuchung der Proteine von Zellen, wobei fluores-
zenzmarkierte Proteine an die Anordnung von verschiedenen An-
tik6rpern binden und die Bindung fiir jede gebundene Protein-
Art ausgelesen werden kann.
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(Neue) Patentanspriiche
1. Anordnung zur Bindung von einzelnen Molekiilen, welche auf

einem festen Substrat, das eine Oberfl&dche mit nanoskopischen
Inseln besitzt, vorliegen, wobei die Dichte der Einzelmolekiile
auf dem festen Substrat von 10* bis 10! Einzelmolekiilen pro cm?
betridgt, sich bei zumindest 95 %, insbesondere bei zumindest
99 %, der Einzelmolekilile innerhalb eines gewdhlten Radius d
von einem (beliebigen) Einzelmolekitil keine weiteren
Einzelmolekilile befinden oder detektierbar sind, und an den
einzelnen nanoskopischen Inseln der festen Oberfldche einzelne
Adaptoren gebunden sind, wobeili die projizierte 2-dimensionale
GrofRe der Adaptoren mindestens die GroBe der Inseln erreicht.

2. Anordnung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass
der Radius d 0,1 bis 100 pm, insbesondere 0,5 bis 10 um,
betragt.

3. Anordnung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,
dass die Einzelmolekiile vorzugsweise ausgewdhlt sind aus der
Klasse bestehend aus Nukleinsduren, insbesondere RNA und DNA,
sowie Oligopeptiden und Polypeptiden, insbesondere Antikdr-

pern, oder organischen Molekiilen.

4, Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das feste Substrat eine Glas-, Kunststoff-,
Membran-, Metall-, oder Metalloxid-Oberfldche ist.

5. Anordnung nach einem der Anspriche 1 bis 4, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die nanoskopischen Inseln aus einem Metall
bestehen.

6. Anordnung nach einem der Ansprliche 1 bis 4, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die nanoskopischen Inseln aus einem
organischem oder anorganischem Material bestehen.

7. Anordnung nach einem der Anspriche 1 bis 6, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die nanoskopischen Inseln eine GroBe von 1
bis 100 nm, bevorzugt von 3 bis 70 nm, besonders bevorzugt von
5 bis 50 nm, insbesondere 10 bis 30 nm, haben.

NACHGEREICHT
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8. Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch ge-

kennzeichnet, dass der Radius d, zwischen den einzelnen nano-
skopischen Inseln 0,1 bis 100 um, insbesondere 0,5 bis 10 pm,
betragt.

9. Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die nanoskopischen Inseln durch Elektronen-
strahl-Lithographie oder Ionenstrahl-Lithographie geschrieben,
oder durch Contact Printen mit weichen Stempeln, Atomkraft-
Mikroskopie oder Scanning Tunneling Mikroskopie deponiert
werden.

10. Anordnung nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Adaptoren dermaBen aufgebaut sind, dass
ein Adapter an einer Seite des Adapters eine Bindungsstelle zu
einer nanoskopischen Insel der Oberfliche und an der anderen
Seite des Adapters eine Bindungsstelle zu einem einzelnen Mo-
lekil aufweist.

11. Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch
gekennzeichnet, dass ein Adapter an einer Seite des Adapters
eine Bindungsstelle zu einer nanoskopischen Insel der
Oberfldche und an der anderen Seite des Adapters eine
Bindungsstelle zu 2, 3 oder 4 voneinander verschiedenen
Bindungsstellen fiir verschiedene einzelne Molekiile aufweist.

12. Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Adaptoren aus anorganischen oder orga-
nischen Polymeren, insbesondere Dendrons, oder Biopolymeren,
insbesondere Proteinen oder DNA-Dendrimeren, bestehen.

13. Anordnung nach einem der Anspriche 1 bis 12 dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Adaptoren an die nanoskopischen Inseln
der Oberfldche des festen Substrates iber eine kovalente Kopp-
lung, insbesondere iiber NH,-, SH-, OH-, COOH-, Cl-, Br-, I-,
Isothiocyanat-, Isocyanat-, NHS-Ester-, Sulfonyl-Chlorid-, Al-
dehyd-, Epoxid-, Carbonat-, Imidoester-, Anhydrid-, Maleimid-,
Acryloyl-, Aziridin-, Pyridyl-Disulfid-, Diazoalkan-, Carbo-
nyl-Diimidazol~, Carbodiimid-, Disuccinimidyl Carbonat-, Hy-

NACHGEREICHT
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drazine-, Diazonium-, Aryl-Azid-, Benzophenon-, Diazirin-Grup-
pen oder Kombinationen davon, elektrostatische Interaktion,
Liganden-Komplexe, biomolekulare Erkennung, insbesondere iiber
Biotin-Streptavidin, Antikdérper-Antigen, DNA-DNA-Interaktion,
Zucker-Lectin oder Kombinationen davon, Chemisorption oder
Kombinationen davon gebunden sind.

14. Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis 13, dadurch ge-
kennzeichnet, dass an einen Adapter ein Einzelmolekiil gekop-
pelt ist, sodass pro Strukturelement auf der Oberfl&che des
festen Substrates nur ein Einzelmolekiil gebunden ist.

15. Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis 14, dadurch ge-
kennzeichnet, dass fir die Kopplung der Einzelmolekiile an die
Adapter kovalente Kopplung, insbesondere iliber NH,-, SH-, OH-,
COOH-, Cl-, Br-, I-, Isothiocyanat-, Isocyanat-, NHS-Ester-,
Sulfonyl-Chlorid-, Aldehyd-, Epoxid-, Carbonat-, Imidoester-,
Anhydrid-, Maleimid-, Acryloyl-, Aziridin-, Pyridyl-Disulfid-,
Diazoalkan-, Carbonyl-Diimidazol-, Carbodiimid-, Disuccinimi-
dyl Carbonat-, Hydrazine-, Diazonium-, Aryl-Azid-, Benzophe-
non-, Diazirin-Gruppen oder Kombinationen davon, Liganden-
Komplexe, biomolekulare Erkennung, insbesondere iiber Biotin-
Streptavidin, Antikérper-Antigen, DNA-DNA-Interaktion, oder

Kombinationen davon, oder Kombinationen davon gebunden sind.

16. Verfahren zur Herstellung einer Anordnung zur Bindung von

Einzelmolekiilen, gekennzeichnet durch die folgenden Schritte:

- Aufbringen von nanoskopischen Inseln auf der Oberflé&che
eines festen Substrates durch eine Oberflichenstrukturie-
rungsmethode, insbesondere Scanning Tunneling Microscopie
(STM), Dip Pen Nanolithographie (DPN), Electro Beam Litho-
graphie (EBL), Ionenstrahl-Lithographie (IL) oder Mikro-
Contact-Printen (pCP),

- Aufbringen von Adaptern auf die nanoskopischen Inseln,

- Kopplung von Einzelmolekiilen an die Adaptoren, die an den
nanoskopischen Inseln gebunden sind und deren projizierte 2-
dimensionale Gr6Be mindestens die GrdBe der Inseln erreicht,

- Absattigen von eventuell vorhandenen unbelegten Inseln durch
Varianten von Adaptoren, die keine Molekiile tragen.

NACHGEFEICHT
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17. Verfahren zur Herstellung einer Anordnung zur Bindung von

Einzelmolekiilen, gekennzeichnet durch die folgenden Schritte:

- Aufbringen von nanoskopischen Inseln auf der Oberfliche
eines festen Substrates durch einen Oberflichenstrukturie-
rungsmethode, insbesondere Scanning Tunneling Microscopy,
Dip Pen Nanolithography, Electro Beam Lithography, Ionen-
strahl-Lithographie oder Mikro-Contact-Printen,

- Kopplung von Molekiilen an Adaptoren, deren projizierte 2-
dimensionale GréBe mindestens die GréBe der Inseln erreicht,
in Ldsung,

= Abscheiden der ungekoppelten Adaptoren bzw. ungekoppelten
Molekiilen durch Reinigungsschritte,

- Aufbringen der mit einzelnen Molekiilen gekoppelten Adaptoren
auf das mit nanoskopischen Inseln strukturierte feste
‘Substrat.

18. Verfahren nach einem der Anspriiche 16 bis 17, dadurch ge-
kennzeichnet, dass als feste Oberfliche eine Glas-, Kunst-
stoff-, Membran-, Metall-, oder Metalloxid-Oberfliche einge-
setzt wird.

19. Verfahren nach einem der Anspriiche 16 bis 18, dadurch ge-
kennzeichnet, dass zur Herstellung einer Anordnung von Ein-
zelmolekiilen, folgende Schritte eingesetzt werden:

- Aufbringen von nanoskopischen Inseln, insbesondere Gold-Dots
auf der Oberflache des festen Substrates aus Glas durch
Scanning Tunneling Mikroskopie,

- Aufbringen der Adaptoren, insbesondere Dendrons, auf die
Inseln, wobei ein Dendron an der Peripherie nichtaktivierte
Disulfidgruppen trdgt, welche an die nanoskopische Insel,
insbesondere an ein Gold-Dot, binden, und der Dendronkern
eine einzelne Funktionalit&t, insbesondere N-Hydroxy-Succin-
imid-Funktionalit&t, tr&gt, die mit der 5’ -Amin-Funktionali-
tdt eines Einzelmolekiils, insbesondere eines modifizierten
DNA-Oligonukleotides, koppeln kann,

- Kopplung der Einzelmolekiile an die Adapter, insbesondere
durch Reaktion der Amin-Funktionalitit der DNA-Oligonukleo-
tide an die N-Hydroxy-Succinimid-Funktionalit&t der Den-
drons, welche an die nanoskopischen Inseln, insbesondere
Gold-Dots, gebunden haben,

NACHGEREICHT |
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- Entfernen jener Adapter und Einzelmolekiile, die nicht an die
nanoskopischen Inseln gebunden haben, insbesondere durch
Waschen.

20. Verfahren nach einem der Anspriiche 16 bis 19, dadurch ge-
kennzeichnet, dass zur Herstellung einer Anordnung von Ein-
zelmolekiilen, folgende Schritte eingesetzt werden:

- Aufbringen von nanoskopischen Inseln, insbesondere Gold-Dots
auf der Oberfldche des festen Substrates aus Glas durch
Scanning Tunneling Mikroskopie,

- Kopplung der Einzelmolekiile an die Adapter in Lésung, insbe-
sondere durch Reaktion der Amin-Funktionalit&t der DNA-01li-
gonukleotide an die einzelne Funktionalitdt des Dendron-
kerns, insbesondere eine N-Hydroxy-Succinimid-Funktionali-
tat,

- Aufreinigen der Adapter-Einzelmolekiil-Konjugate, insbesonde-
re Dendron-DNA, und Entfernen der nicht gekoppelten Einzel-
molekile oder nicht gekoppelten Adaptoren durch Aufreini-
gungsmethoden, insbesondere Gelpermeations-Chromatographie,

- Aufbringen der Adapter-EinzelmolekiilrKonjugate, insbesondere
Dendron-DNA, auf die nanoskopischen'Inseln, insbesondere
Gold-Dots, wobei ein Dendron an der Peripherie nichtakti-
vierte Disulfidgruppen tragt, welche an die Insel binden,

Entfernen jener Adapter-Einzelmolekiil-Konjugate, die nicht an

die nanoskopischen Inseln gebunden haben, insbesondere durch

Waschen.

21. Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis 15, erhiltlich

durch ein Verfahren nach einem der Anspriiche 16 bis 20.

22. Verwendung einer Anordnung nach einem der Anspriliche 1 bis
15 bei einer ultrasensitiven Fluoreszenz-Mikroskopie-Untersu-
chung, insbesondere der ,Single Dye Tracing“ (SDT) Methode zur

Visualisierung einzelner Fluoreszenz-markierter Molekiile.

23. Verwendung nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, dass
durch die rdumliche Ndhe der Inseln aus Metall das Fluores-
zenz-Signal der einzelnen Insel-gekoppelten Molekiile verstarkt
wird im Vergleich zu jenen Molekiilen, die gegebenenfalls in
den Bereichen zwischen den Inseln unspezifisch angelagert
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24. Verwendung einer Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis
15 zur Untersuchung von Biomolekiilen, insbesondere zur Bindung
von Antigenen, Liganden, Proteinen, DNA, mRNA, Toxinen oder
Kombinationen davon.

25. Verwendung einer Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis
15 zur Untersuchung von cDNA von Zellen, wobei fluoreszenzmar-
kierte cDNSs an die Anordnung von verschiedenen Oligonukleoti-

den binden, und die Bindung fiir jede gebundene cDNS-Art ausge-
lesen werden kann.

26. Verwendung einer Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis
15 zur Untersuchung der Proteine von Zellen, wobei fluores-
zenzmarkierte Proteine an die Anordnung von verschiedenen
Antikodrpern binden und die Bindung fiir jede gebundene Protein-
Art ausgelesen werden kann.
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gegenstand kann allein aufgrund dieser Druckschrift nicht als neu bzw. dem Priorititstag der Anmeldung verdffentlicht wurde.

auf erﬁnd'enscher Tatigkeit beruhend befrachet werden. . E Dokument, das von besonderer Bedeutung ist (Kategorie X), aus dem
Y  Venffentichung von Bedeutung: der Anmeldungsgegenstand kann nicht cin Alteres Recht hervorgehen kénnte (friiheres Anmeldedatum, jedoch
als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden, wenn die nachverdffentlicht, Schutz ist in Osterreich méglich, wiirde Neuheit in
Verdffentiichung mit einer oder mehreren weiteren Veraffentlichungen Frage stellen).
i e i i ht wi d diese Verbindung fiir ) .
:;:se:r ?:;ﬁ::.:%!:ﬁ::gf;%%;?ﬁc twird und diese Verbincung & Verdffentiichung, die Mitglied der selben Patentfamilie ist.
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Gsterreichisches
patentamt

*Anspriiche*

Kategorie | Bezeichnung der Verdffentlichung: Betreffend Anspruch
Landercode, Vertffentlichungsnummer, Dokumentart (Anmelder), Verdffentlichungsdatum,
Textstelle oder Figur soweit erforderlich
X W002/61126 A2 (Solexa Ltd) 8. August 2002 (08.08.2002) 1-26
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