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(54) Bezeichnung: VERFAHREN, VORRICHTUNG UND KIT ZUR UNTERSUCHUNG EINER FLUSSIGKEITSPROBE

(57) Abstract: The invention relates to a method for analyzing a liquid sample as to the presence of at least one of at least two pre-
determined, different types of sample macromolecules, the probability that said at least two predetermined types of different sample
macromolecules are present in the sample being less than 20 percent. In said method, a support is provided that comprises at least
one reaction center to which at least two types of probe macromolecules are bound. Said at least two types of probe macromolecules
are complementary to the at least two predetermined types of different sample macromolecules in such a way as to be able to specif-
ically react therewith. A marking step is carried out for marking at least the predetermined sample macromolecules, the sample is
brought in contact with the at least one reaction center such that a reaction can take place between the predetermined sample macro-
molecules and the respective complementary probe macromolecules, uncombined sample material is removed, and the presence of
o sample macromolecules that are specifically bound to the at least one reaction center is verified. The invention further relates to a
device and a kit for carrying out the method according to the invention as well as a method for producing a device according to the

invention.
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MT, NL, PL, PT, RO, SE, SI, SK, TR), OAPI (BF, BJ, CF,  Verdéffentlicht:
CG, CI, CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, — ohne internationalen Recherchenbericht und erneut zu ver-
TG). dffentlichen nach Erhalt des Berichts

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Priifung einer fliissigen Probe auf die Anwesenheit von we-
nigstens einer von wenigstens zwei vorbestimmten, unterschiedlichen Sorten Proben-Makromolekiile, wobei die wenigstens zwei
vorbestimmten Sorten unterschiedlicher Proben-Makromolekiile jeweils mit einer Wahrscheinlichkeit von weniger als 20 % in der
Probe vorliegen und wobei ein Triger mit wenigstens einem Reaktionszentrum bereitgestellt wird, an dem wenigstens zwei Sor-
ten von Sonden-Makromolekiilen gebunden sind, die derart zu den wenigstens zwei vorbestimmten Sorten unterschiedlicher Pro-
ben-Makromolekiile komplementér sind, dass sie mit diesen spezifisch reagieren kénnen, ein Markierungsschritt zur Markierung
zumindest der vorbestimmten Proben-Makromolekiile durchgefithrt wird, die Probe mit dem wenigstens einen Reaktionszentrum
derart in Kontakt gebracht wird, dass eine Reaktion zwischen den vorbestimmten Proben-Makromolekiilen und den jeweils kom-
plementédren Sonden-Makromolekiilen stattfinden kann, ungebundenes Probenmaterial entfernt wird und das Vorhandensein von an
dem wenigstens einen Reaktionszentrum spezifisch gebundenen Proben-Makromolekiilen gepriift wird. Die Erfmdung betrifft wei-
terhin eine Vorrichtung und ein Kit zur Durchfiithrung des erfindungsgemifen Verfahrens und ein Verfahren zur Herstellung einer
erfindungsgeméfen Vorrichtung.
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Verfahren, Vorrichtung und Kit zur Untersuchung einer Fliissigkeits-

robe

Die Erfindung betrifft ein Verfahren, eine Vorrichtung und ein Kit zur
Untersuchung einer flissigen Probe auf die Anwesenheit von vorbestimm-

ten Sorten von Proben-Makromolekitilen.

Zum Beispiel in der Diagnostik mdéchte man haufig die Anwesenheit von
vorbestimmten Proben-Makromolekiilen priifen, wie zum Beispiel be-
stimmter Nukleinsduresequenzen oder -teilsequenzen, Antikérpern, Anti-
genen, Proteinen etc. Beispielsweise muissen alle Proben in Blutbanken
auf die Anwesenheit des HIV- und HCV-Virus gepruft werden. Vielfach
werden dazu PCR-(Polymerase-Kettenreaktion-)gestiitzte Verfahren ver-
wendet, die in der Regel in getrennten Reaktionen fur die unterschiedli-

chen Teilsequenzen des HIV-Virus durchgefiihrt werden.

Es ist wiinschenswert, wenn die Zahl der notwendigen Pipettierschritte
und damit die Kosten sowie der Verbrauch von Reagenzien und Proben-
material verringert werden. Letzteres ist insbesondere dann vorteilhaft,
wenn nur wenig Probenmaterial, zum Beispiel bei Blutproben von Saug-
lingen, vorliegt. Daher wurde vorgeschlagen, derartige Untersuchungsas-
says zu parallelisieren, d.h. zu "multiplexen", um mehrere Untersuchun-

gen parallel durchfiihren zu kénnen.

Aus EP 373 203 B1 ist ein Verfahren und eine Vorrichtung bekannt, wie
man zum Beispiel Nukleinsdureassays multiplexen kann. Dabei werden

unterschiedliche Oligonukleotide auf Festkorperoberflichen in Form einer
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Matrix aufgebracht (zum Beispiel gespottet) und dort so gebunden, dass

sie sich unter den Hybridisierungsbedingungen nicht ablésen kénnen.

Die so gebundenen Oligonukleotide bilden "Sonden", die in nicht Giberlap-
penden Zellen, so genannten Spots, angeordnet sind, die typischerweise
Durchmesser von 50 bis 250 um aufweisen. Eine Vielzahl von Spots in

einer Matrix wird als Mikroarray bezeichnet.

Bringt man eine Probenfliissigkeit, die fluoreszenzmarkierte Nukleinséu-
resequenzen enthalt, unter Hybridisierungsbedingungen auf die Festkoér-
peroberflache, so kénnen die markierten Nukleinsduresequenzen in der
Probe mit den Oligonukleotiden der Spots hybridisieren. Wird im An-
schluss die Probenfliissigkeit unter stringenten Bedingungen von der
Festkorperoberfldche abgewaschen, bleiben nur diejenigen Nukleinsdure-
sequenzen der Probe auf dem Festkoérper zurtick, die spezifisch an ent-
sprechende Sondenoligonukleotide gebunden sind. Durch ortsaufgelostes
Messen der Fluoreszenz lasst sich nun feststellen, an welchen Spots Nuk-
leinsduresequenzen der Probe gebunden wurden. Da die als Sonden ge-
spotteten Oligonukleotide bekannt sind, lassen sich so Ruickschliisse auf
die in der Probe enthaltenen Nukleinsduresequenzen ziehen. Derartige
Arrays werden zum Beispiel in der Diagnostik oder der Forschung zur
Genexpressionsanalyse (gen expression profiling) oder CGH (comparative

genomic hybridization) eingesetzt.

Ahnlich kénnen zum Beispiel gentechnisch verdnderte Organismen (GVO)
mit Hilfe von Mikroarrays nachgewiesen werden, wobei zu den transgenen
Elementen der GVOs komplementédre Molektle als Sonden verwendet wer-
den. Ein solcher Nachweis basiert zum Beispiel ebenfalls auf einer PCR-

Reaktion und der anschliefSenden Hybridisierung mit dem PCR-Produkt.
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Dabei kann zum Beispiel ausgenutzt werden, dass nach einer Verordnung
der europaischen Union jeder zugelassene gentechnisch verdnderte Orga-
nismus einen einmaligen, spezifischen Marker besitzen muss, welcher
dann zum Beispiel mittels einer realtime-PCR oder ELISA (Enzyme-Linked

Immunosorbent Assay)-Reaktion nachgewiesen werden kann.

Bei derartigen Verfahren ist es notwendig, die Fehlerraten beim Herstellen
der Arrays, insbesondere beim Aufbringen der Sonden-Molektile, sehr
gering zu halten. In konventionellen Mikroarrays definiert sich die Quali-
tat des Produkts geradezu nach dem Grad der Einzigartigkeit der Sequenz
in einem Spot. Es ist bei konventionellen Mikroarrays das Ziel, méglichst
nur eine Population (100 % ohne Fehler) einer Sequenz pro Spot zu errei-
chen. Insbesondere bei In-Situ-Verfahren zur Herstellung solcher Mikroar-
rays ist die Fehlerrate von ausschlaggebender Bedeutung. Auch Anbieter
von Kontakt- oder Nicht-Kontaktprintern, die als Alternative zum In-Situ-
Verfahren zum Einsatz kommen, werben fir ihre Produkte damit, dass es
bei der Herstellung der Mikroarrays nicht zur "Verschleppung von Materi-
al" von einem Spot zum anderen kommt, wodurch ebenfalls dokumentiert
wird, dass bei konventionellen Mikroarrays gerade der Nicht-Vermischung
grofle Bedeutung beigemessen werden muss. Es ist dementsprechend ein
aufwandiger und kostenintensiver Spottingprozess mit hoher Genauigkeit
notwendig, der insbesondere auch an die Qualitatskontrolle hohe Anforde-
rungen stellt. Zudem sind die Spotmorphologien von Spots unterschiedli-
cher Makromolektile abhingig von der Molektilsorte selbst, so dass die
Durchmesser der Spots solcher gespotteten Mikroarrays immer ein wenig
schwanken kénnen, wodurch zum Beispiel die Auswertung mit Hilfe au-

tomatischer Bilderkennung problematisch werden kann.
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Schlieflich ist fiir das Auslesen derartiger Mikroarrays mit Spots, die sich
durch die aufgebrachten Makromolektile unterscheiden, ein Scanner not-

wendig, der die entsprechende Ortsauflésung bietet.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein Verfahren, eine Vorrichtung
und ein Kit zur Priffung einer Fliissigkeitsprobe auf die Anwesenheit von
wenigstens einer von wenigstens zwei vorbestimmten, unterschiedlichen
Sorten Proben-Makromolektile anzugeben, die die Information auf schnel-

le und kostenglinstige Weise bereitstellen.

Diese Aufgabe wird mit einem Verfahren zur Prifung einer Flussigkeits-
probe mit den Merkmalen des Anspruchs 1, einer Vorrichtung mit den
Merkmalen des Anspruchs 30 bzw. mit einem Kit mit den Merkmalen des
Anspruchs 49 gel6st. Unteranspriiche sind auf bevorzugte Ausfithrungs-
formen gerichtet. Ein Verfahren zur Herstellung einer erfindungsgemafien

Vorrichtung ist Gegenstand des Anspruchs 48.

Bei dem erfindungsgemaéfSen Priifverfahren wird die Anwesenheit von we-
nigstens einer von wenigstens zwei vorbestimmten, unterschiedlichen
Sorten Proben-Makromolektile gepruft. Dabei wird eine Flussigkeitsprobe
eingesetzt, von der anzunehmen ist, dass die wenigstens zwei vorbestimm-
ten, unterschiedlichen Sorten Proben-Makromolekiile jeweils mit einer
Wahrscheinlichkeit von weniger als 20 % in der Probe vorliegen. Der Beg-
riff des Vorhandenseins von Proben-Makromolekulen soll fir die Zwecke
des vorliegenden Textes so verstanden werden, dass er zum Beispiel ein
Vorhandensein in einer Menge oberhalb der verfahrenstechnisch beding-

ten Nachweisgrenze bedeutet.

Die Probenfliissigkeit kann zum Beispiel eine Losung, eine Dispersion

oder eine Suspension des zu untersuchenden Materials umfassen.
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Beispielsweise kann das erfindungsgemaéafie Prufverfahren angewendet
werden, um in einem einfachen und schnellen Schritt festzustellen, ob
eine Blutprobe mit einem von mehreren ausgewahlten Krankheitserregern
oder dhnlichem infiziert ist. Bejahendenfalls kann die entsprechende
Blutprobe, wenn sie zum Beispiel zur Transfusion vorgesehen war, aus-
sortiert werden bzw. mit einem anderen Test spezifisch festgestellt werden,
welcher Erreger tatsachlich vorliegt. Das erfindungsgemafie Verfahren
stellt die Erstinformation schnell zur Verfiigung, so dass eine entspre-
chende Person zur Verringerung der Ansteckungsgefahr gleich isoliert
werden kann, wahrend dann erst untersucht wird, welcher der ausge-

wahlten Krankheiterreger vorhanden ist.

In der Regel wird dabei davon ausgegangen, dass in der entsprechenden
Blutprobe keine Infektion vorliegt, so dass insbesondere mit einer Wahr-
scheinlichkeit von weniger als 20 % angenommen werden kann, dass kein

Erreger vorliegt, dessen Anwesenheit getestet werden soll.

Analog kann zum Beispiel an Hand einer Blutprobe das Vorliegen einer

sich genetisch manifestierenden Erbkrankheit gepriift werden.

Ein anderes Beispiel betrifft die Priifung, ob in einem Nahrungsmittelpro-
dukt gegebenenfalls unerlaubterweise gentechnisch verdnderte Organis-
men (GVO) vorliegen. Auch hier geht man in der Regel davon aus, dass die
zu untersuchende Probe keine solchen GVOs enthélt. Mit dem erfin-
dungsgemafien Verfahren lasst sich auf schnelle Weise feststellen, ob
doch solche GVOs vorhanden sind. Sollte das erfindungsgemaéfie Priifver-
fahren ergeben, dass solche GVOs vorhanden sind, kann in einem weite-
ren Untersuchungsschritt gepriift werden, um welche GVOs es sich genau
handelt.
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Das erfindungsgemafie Verfahren verwendet dementsprechend Fliissig-
keitsproben, bei denen die wenigstens zwei vorbestimmten, unterschiedli-
chen Sorten Proben-Makromolektile mit einer Wahrscheinlichkeit von
weniger als 20 % vorliegen. Diese Wahrscheinlichkeit kann sich zum Bei-
spiel aus entsprechenden Statistiken ergeben oder zum Beispiel dadurch,
dass davon ausgegangen wird, dass ein Proband in der Regel nicht krank
ist oder ein Nahrungsmittel nicht gentechnisch verdndert wurde. Bevor-
zugte positive Ergebniswahrscheinlichkeiten sind weniger als 15 %, bevor-
zugt weniger als 10 %, besonders bevorzugt weniger als 5 % oder ganz

besonders bevorzugt weniger als 1 %.

Es wird ein Trager bereitgestellt, der wenigstens ein Reaktionszentrum
aufweist, an dem wenigstens zwei Sorten von bekannten Makromolektlen
("Sonden"-Makromolektile oder "Fanger"-Makromolekiile) gebunden sind.
Dazu werden die als Sonden-Makromolekiile einzusetzenden Makromole-
kuile vor dem Aufbringen auf das Reaktionszentrum abgemischt. An einem
Reaktionszentrum ist die Anordnung der unterschiedlichen Sonden-
Makromolektile unerheblich und daher vorzugsweise statistisch verteilt.
Bei dem erfindungsgemafien Prifverfahren wird also zumindest ein Reak-
tionszentrum eingesetzt, an dem unterschiedliche nachzuweisende Mak-
romolekiile (Proben-Makromolektile) spezifisch binden kénnen. Bevorzugt
kommen als unterschiedliche Sonden-Makromolektile Makromolekiile
zum Einsatz, deren Ahnlichkeit geringer als 90 %, bevorzugter geringer als
70 %, besonders bevorzugt geringer als 40 % und ganz besonders bevor-

zugt geringer als 10 % ist.

Das erfindungsgemafie Verfahren umfasst weiterhin einen Markierungs-
schritt, der zur Markierung gegebenenfalls vorhandener Molekiile der zwei

vorbestimmten, unterschiedlichen Sorten Proben-Makromolekiile dient.
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Sind keine Molekuiile der wenigstens zwei vorbestimmten Sorten in der
Probe vorhanden, so wird in diesem Markierungsschritt auch keine Mar-

kierung solcher Proben-Makromolektle stattfinden.

Grundsatzlich ist es auch unschadlich, wenn zusétzlich andere in der
Probe vorhandene Molekile markiert werden. Diese werden mit den spe-
ziell ausgewéahlten Sonden-Makromolektilen des Reaktionszentrums nicht
spezifisch reagieren und insofern bei dem Schritt zur Entfernung unge-
bundenem Probenmateriales ohnehin entfernt. Vorzugsweise wird jedoch
ein Markierungsschritt durchgefiihrt, der nur auf Proben-Makromolektile
der wenigstens zwei unterschiedlichen Sorten Proben-Makromolektile

wirkt.

Das wenigstens eine Reaktionszentrum wird vollstédndig mit der Probenl6-
sung derart in Kontakt gebracht, dass eine Reaktion zwischen wenigstens
einer Sorte Sonden-Makromolekiile mit Proben-Makromolektlen stattfin-
den kann, wenn Proben-Makromoleklile in der Probe vorhanden sind, die
mit den am Reaktionszentrum gebundenen Sonden-Makromolekilen spe-

zifisch reagieren kénnen, also insbesondere dazu komplementéar sind.

Nach Abwarten einer typischen Reaktionszeit wird ungebundenes Pro-
benmaterial zum Beispiel durch einen stringenten Waschschritt entfernt.
Schlief8lich wird das Vorhandensein von an dem wenigstens einen Reakti-
onszentrum spezifisch gebundenen Proben-Makromolekiilen geprift. Eine
ortsaufgeloste Auswertung der Ergebnisse ist fir ein Reaktionszentrum
nicht nétig, so dass einfach das Gesamtergebnis flr das jeweilige Reakti-
onszentrum, das zum Beispiel durch eine integrale Auswertung der Fluo-

reszenz erhalten werden kann, verwendet werden kann.
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Im Vergleich zu bekannten Verfahren, bei denen konventionelle Mikroar-
rays eingesetzt werden, bei denen je Spot nur eine Sorte von Makromole-
kulen vorhanden ist, ist der Aufwand beim Spotten zur Herstellung des

Tragers zur Durchfiihrung des erfindungsgemafien Verfahrens erheblich
reduziert und die Anzahl der notwendigen Pipettierschritte sehr viel klei-

ner.

Werden zum Beispiel zum Herstellen eines Reaktionszentrums zehn un-
terschiedliche Sorten Sonden-Makromolekiile abgemischt und als ein
Reaktionszentrum aufgespottet, so verringern sich die Herstellkosten um
einen Faktor zehn gegentiber einem konventionellen Mikroarray mit Spots,

an denen sich jeweils nur eine Sorte Sonden-Makromolektile befindet.

Der Begriff "Reaktionszentren”, an denen erfindungsgemaf jeweils mehre-
re Sorten Sonden-Makromolekiile vorliegen, wird im vorliegenden Text
insbesondere zur Abgrenzung gegentiber "Spots" herkdmmlicher Mikroar-
rays verwendet, bei denen an einem Spot jeweils nur eine Sorte Sonden-

Makromolektile vorgesehen ist.

Bei der Herstellung eines Tragers zur Durchfiihrung des erfindungsgemé-
B3en Prufverfahrens werden die unterschiedlichen Sorten Sonden-
Makromolekiile vor dem Aufbringen zum Beispiel abgemischt. Das Mi-
schungsverhéltnis der wenigstens zwei unterschiedlichen Sorten Sonden-
Makromolektile eines Reaktionszentrums kann zum Beispiel in verglei-
chenden Vorversuchen derart festgelegt werden, dass das Signal-Rausch-
Verhéltnis optimal ist. Solche Sonden-Makromolektile, fir deren komple-
mentare Proben-Makromolektile die Wahrscheinlichkeit des Vorhanden-
seins in der Probe geringer ist, kénnen dazu zum Beispiel an dem Reakti-

onszentrum in gréfderer Menge vorgesehen sein, als solche Sonden-
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Makromoleklile, fur die die Wahrscheinlichkeit des Vorhandenseins kom-

plementarer Proben-Makromolektile in der Probe gréfer ist.

Bei konventionellen Mikroarrays erhélt man je Spot nur die Information
fir eine Sorte Proben-Makromolektile. Die Spots miissen daher auf einem
Mikroarray zahlreich und méglichst dicht angeordnet sein. In der Regel
sind auf einem konventionellen Mikroarray ca. 1.000 bis 100.000 Spots
mit einem Abstand eines Spotzentrums zum Zentrum eines benachbarten
Spots von typischerweise 100-500 Mikrometer angeordnet. Infolgedessen
mussen die einzelnen Spots sehr klein sein (Durchmesser etwa 50-250
Mikrometer), um auch mit einer kleinen Probenfltissigkeitsmenge ausrei-
chend Information zu bekommen. Bei dem erfindungsgemafien Verfahren
wird jedoch mit einem Reaktionszentrum gepruft, ob iberhaupt in der
Probe solche Proben-Makromolektile vorhanden sind, die zu den Sonden-
Makromolektilen auf dem Reaktionszentrum komplementéar sind. Man
benoétigt also nur einen sehr schnell und kostenglinstig durchzufithrenden
Untersuchungsschritt zur Feststellung, ob gegebenenfalls eine weitere
Untersuchung notwendig ist oder um zu entscheiden, ob die Probe voll-

stdndig aussortiert werden soll.

Da die Sonden-Makromolektle eines Reaktionszentrums nicht wie bei
bekannten Mikroarrays in raumlich getrennten Spots vorliegen, ergibt sich
auflerdem der Vorteil, dass zum Kontakt der Proben-Makromolektile mit
den Sonden-Makromolektilen nur minimale Wegstrecken zurtickgelegt
werden mussen. Fur diffusionslimitierte Reaktionen bringt das einen er-

heblichen Zeitvorteil.

Bei einem konventionellen Mikroarray, bei dem an den Spots jeweils nur
eine Sorte von Makromolekitilen vorhanden ist, "sehen" die Proben-Makro-

molektle der Probenfliissigkeit an unterschiedlichen Spots eine andere
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Sorte von Sonden-Makromolekiilen. Die Umgebung der Reaktion ist also
auf jeden Fall unterschiedlich. Es ist jedoch nicht ausgeschlossen, dass
die Umgebung selbst zum Beispiel eine Hybridisierung zwischen Sonden-
Makromolektiilen und Proben-Makromolektilen mafigeblich beeinflusst.
Beim erfindungsgeméfien Verfahren, bei dem Reaktionszentren eingesetzt
werden, an denen Sonden-Makromolektile abgemischt wurden, kann man
dagegen von einer gleichmafligen Verteilung der Molektile an einem Reak-
tionszentrum ausgehen. Unterschiedliche Proben-Makromolektile sehen
dementsprechend beim erfindungsgemafien Verfahren auch dieselbe Um-
gebung, so dass ein Einfluss der Umgebung auf die Reaktion wegfallt.
Auch Gradienten, die auftreten kénnen, weil die Probenlésung die Ober-
flache zum Beispiel von links nach rechts benetzt und eine gewisse Zeit
dazu braucht, kénnen nicht vorkommen. Die Sonden-Makromolektile sind
statistisch verteilt und die Chance fir ein Proben-Makromolekl, ein ge-
gebenenfalls vorhandenes komplementares Sonden-Makromolektil zu

finden, ist dementsprechend im Durchschnitt héher.

Bei einer Ausgestaltung des erfindungsgemaéfien Verfahrens wird ein

Nachweiserh6hungsschritt durchgeflihrt, bei dem die Wahrscheinlichkeit
des Nachweises der Molektile wenigstens einer der vorbestimmten, unter-
schiedlichen Sorten Proben-Makromolekitile erh6ht wird, falls diese Sorte

in der Probe tatsachlich enthalten ist.

Insbesondere, wenn zum Beispiel die Anwesenheit von vorbestimmten
Proteinen oder Peptiden als Proben-Makromolekule in der Probe gepruft
werden soll, kann der Nachweiserhéhungsschritt einfacherweise einen
Aufkonzentrierungsschritt fir diese Proteine oder Peptide umfassen, vor-

zugsweise eine Fallung oder eine Dialyse.
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Insbesondere, wenn zum Beispiel die Anwesenheit von vorbestimmen
Nukleinsauren, insbesondere zum Beispiel DNA, als Probenmolektile in
der Probe gepruft werden soll, umfasst der Nachweiserh6hungsschritt
zum Beispiel einen Amplifikationsschritt, vorzugsweise einen spezifischen
Amplifikationsschritt, der zum Beispiel mit fluoreszenzmarkierten Primern

durchgeftihrt werden kann.

Die Anwendung eines Aufkonzentrierungsschrittes, insbesondere einer
Fallung oder Dialyse, einerseits und die Anwendung eines Amplifikati-
onsschrittes andererseits sind nicht auf die genannten Materialien be-

schrankt.

Befinden sich in der Probe trotz der angenommenen geringen Wahrschein-
lichkeit fir ein solches Vorhandensein Proben-Makromolekiile einer der
wenigstens zwei vorbestimmten Sorten, so wird in dem Nachweisérhé-
hungsschritt sichergestellt, dass auch bei sehr geringen Mengen ein
Nachweis stattfindet. Befinden sich in der Probe keine der Proben-
Makromolektile, deren Anwesenheit geprift werden soll, bleibt der Nach-
weiserh6hungsschritt wirkungslos, so dass korrekterweise auch kein

Nachweis erfolgen wird.

Ergibt das erfindungsgemaéfie Verfahren ein positives Ergebnis, so liegt in
der Probe trotz der statistisch geringen Wahrscheinlichkeit wenigstens
eine der wenigstens zwei vorbestimmten, unterschiedlichen Sorten Pro-
ben-Makromolekiile vor. Je nach Anwendung kann die Probe zum Beispiel
aussortiert werden. Dies ist zum Beispiel denkbar, wenn es sich um eine
Blutprobe fiir eine Transfusion handelt, die damit nicht mehr verwendbar
ist. Bei anderen Anwendungen kann es jedoch sinnvoll sein, herauszufin-
den, zu welchen Sonden-Makromolekiile komplementire Proben-Makro-

molekule in der Probe vorhanden sind. Dies kann dann mit einem ande-
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ren, zum Beispiel einem an sich bekannten, Verfahren in einem Diskrimi-

nierungsschritt genauer gepriift werden.

Fur einen solchen Diskriminierungsschritt eignen sich zum Beispiel bei
der Prufung auf Anwesenheit von bestimmten Proteinen oder Peptiden als
Proben-Makromolektile Massenspektroskopie oder eine ELISA (Enzyme-

Linked Immunosorbent Assay)-Reaktion.

Bei einem Verfahren zur Uberpriifung der Anwesenheit von vorbestimm-
ten Nukleinsduren, zum Beispiel DNA, als Probenmolektile kann dieser
Diskriminierungsschritt einen PCR-(Polymerase Chain Reaction-)Schritt,
einen realtime-PCR-Schritt, eine Gelelektrophorese oder zum Beispiel

einen Dot-Blot-Schritt umfassen.

Die Anwendung eines Diskriminierungsschrittes, insbesondere einer Mas-
senspektroskopie, einer ELISA-Reaktion, eines PCR-Schrittes, einer Gele-
lektrophorese oder eines Dot-Blot-Schritts sind nicht auf die genannten

Materialien beschrankt.

Die moglicherweise kostenintensiveren genaueren Analyseschritte des
Diskriminierungsschritts werden allerdings nur notwendig, wenn bei dem
erfindungsgemafien Prifverfahren Giberhaupt ein positives Ergebnis erzielt
wird. Auf diese Weise wird eine signifikante Kostenersparnis erreicht, da
die teureren Nachweisverfahren nur dann notwendig werden, wenn uber-
haupt ein positives Ergebnis in dem erfindungsgemaéafien Verfahren aufge-

treten ist.

Hier zeigt sich ein weiterer Vorteil des erfindungsgeméafen Verfahrens. Im
Normalfall wird bei dem erfindungsgeméafien Verfahren keine Hybridisie-

rung zwischen Sonden-Makromolekiilen und Proben-Makromolektilen
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stattfinden. Nur falls doch, muss gegebenenfalls in einer zweiten Untersu-
chung geklart werden, welche Proben-Makromolekule hybridisiert haben.
Insofern geht das erfindungsgemaéafie Verfahren von einer Nullhypothese
aus, d.h. zum Beispiel dass der untersuchte Organismus die durch die
Sonden-Makromolektile nachweisbaren Krankheiten nicht hat oder zum
Beispiel dass ein Organismus keinen transgenen Abschnitt enthilt und
insofern nicht gentechnisch verandert worden ist. Das erfindungsgemafie
Verfahren dient also in solchen Féllen als "Filter", um die Zahl kostenin-

tensiver und zeitraubender nachfolgender Schritte zu reduzieren.

Aus dem Beschriebenen wird klar, dass ein Assay mit abgemischten Reak-
tionszentren insbesondere Vorteile bietet, wenn mit hoher Wahrschein-
lichkeit davon ausgegangen werden kann, dass es keine Reaktion gibt,
d.h. keine der wenigstens zwei vorbestimmten Proben-Makromolekiil-

sorten vorhanden ist.

Der Markierungsschritt fiir die Probenmolektile der wenigstens zwei vor-
bestimmten Sorten kann zum Beispiel radioaktiv oder elektrochemisch
sein. Besonders einfach und vorteilhaft ist die Verwendung einer Fluores-
zenzmarkierung, wobei zur Prifung des Vorhandenseins von an dem we-
nigstens einen Reaktionszentrum gebundenen Proben-Makromolekiile am

Ende des erfindungsgemafien Verfahrens die Fluoreszenz untersucht wird.

Alternativ kann zum Beispiel ein Eppendorf Silverquant® Kit zur Markie-

rung und eine Silberfarbung zum Nachweis verwendet werden.

Der Markierungsschritt flir die vorbestimmten Proben-Makromolektle
kann vor oder nach dem In-Kontakt-Bringen der Probe mit dem wenigs-
tens einen Reaktionszentrum erfolgen. Der Markierungsschritt kann aber

auch nach dem Entfernen ungebundenen Probenmaterials vorgenommen
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werden. In jedem Fall kann damit nachgewiesen werden, ob entsprechen-
de Proben-Makromolektile spezifisch an dem Reaktionszentrum gebunden
wurden. Schlieflich kann der Markierungsschritt auch ganz zu Beginn

des erfindungsgemafien Verfahrens vorgenommen werden.

Besonders einfach ist der Nachweis, ob Proben-Makromolektile einer der
zwel vorbestimmten Sorten an den Reaktionszentren gebunden haben,
wenn die Markierung, insbesondere die Fluoreszenzmarkierung, fir alle
Proben-Makromolektile der zwei vorbestimmten Sorten gleich gewahlt

wurde.

Bei einer besonderen Ausgestaltung findet der Markierungsschritt fir die
Proben-Makromolektile in einer Amplifikationsreaktion, insbesondere
durch PCR (Polymerase-Kettenreaktion) mit zum Beispiel fluoreszenzmar-
kierten Primern statt. Nur die mit den verwendeten Primern amplifizierba-
ren Sequenzen werden auf diese Weise spezifisch markiert. Die markierten
Primer zur Erzeugung von PCR-Produkten kénnen zum Beispiel in ge-
trockneter Form an den Reaktionszentren selbst vorliegen. Wird bei sol-
chen Ausgestaltungen des Verfahrens ein PCR-Puffer eingesetzt, mit dem
auch die anschliefSiende Reaktion zur spezifischen Bindung an den Son-
den-Makromolektilen des wenigstens eines Reaktionszentrums durchge-

fGhrt werden kann, sind keine weiteren Pipettierschritte mehr notwendig.

Das Material zur Markierung kann dann zum Beispiel an dem Reaktions-

zentrum selbst vorliegen, zum Beispiel in getrockneter Form.

Eine weitergehende Parallelisierung kann erreicht werden, wenn mehrere
Reaktionszentren mit jeweils wenigstens zwei Sorten von Makromolekiilen
als Sonden auf einem Trager eingesetzt werden, die vorzugsweise in Form

eines Arrays angeordnet sind.
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Auf so einem Array kann dann eine sehr viel geringere Anzahl von Reakti-
onszentren vorgesehen sein als Spots bei konventionellen Mikroarrays
vorgesehen sein mussen, um eine ausreichende Informationsdichte zu
erhalten. Zum Beispiel werden nur einige wenige oder einige zehn Reakti-
onszentren vorgesehen. Dadurch verringern sich die Herstellkosten des

Arrays signifikant.

Vorzugsweise werden zum Beispiel nur zehn Reaktionszentren auf einem
Trager aufgebracht. Werden zum Beispiel flir die Bildung eines Reaktions-
zentrums zehn unterschiedliche Sorten Sonden-Makromolektile abge-
mischt und aufgespottet, verringern sich die Herstellkosten um einen
Faktor zehn gegentiber einem herkémmlichen Mikroarray, bei dem je Spot
nur eine Sorte Sonden-Makromolektile vorgesehen ist. Auflerdem werden
Qualitatsprobleme verringert, da nur eine geringe Anzahl an Reaktions-

zentren pro Trager vorgesehen sein muss.

Wird andererseits eine grofiere Zahl Reaktionszentren eingesetzt, ist die
Informationsdichte aufgrund der unterschiedlichen Sorten Sonden-
Makromolektile an einem Reaktionszentrum gegeniiber einem konventio-
nellen Mikroarray mit Spots, die jeweils nur eine Sorte Sonden-

Makromolekile enthalten, entsprechend hoéher.

Beim Design solcher Arrays flir das erfindungsgemaéfie Verfahren kénnen
die angenommenen Wahrscheinlichkeiten flir die wenigstens zwei unter-
schiedlichen Sorten von Proben-Makromolektilen berticksichtigt werden,
um das Verfahren zu optimieren. Dazu kann die Zahl der abgemischten

Sorten Sonden-Makromolekule pro Reaktionszentrum auf dem Array un-
terschiedlich sein. So wird zum Beispiel flir Proben-Makromolektile eines

Erregers, der mit einer gréReren Wahrscheinlichkeit auftritt, ein Reakti-
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onszentrum erzeugt, in dem nur wenige verschiedene Sorten Sonden-
Makromolektile vorgesehen sind, wahrend fir Proben-Makromolekiile von
Erregern, die mit einer sehr geringen Wahrscheinlichkeit auftreten, solche
Reaktionszentren abgemischt werden, die eine gréfiere Anzahl von Son-
den-Makromolektiilen enthalten. Idealerweise wahlt man das Array so,
dass die Wahrscheinlichkeit fiir ein positives Ergebnis fiir alle Reaktions-
zentren in etwa gleich ist. Das kann zum Beispiel bedeuten, dass man
zwischen ein und zehn verschiedenen Sonden-Makromolektile je Reakti-

onszentrum abmischt.

Bei einer anderen Weiterfihrung des Erfindungsgedankens werden Son-
den-Makromolektile, die komplementér zu Proben-Makromolekiilen eines
bestimmten Organismus sind, jeweils mindestens zwei Reaktionszentren
beigemischt. Macht man dies in vorbestimmter Weise flir alle Organismen,
deren Anwesenheit in der Probe untersucht werden soll, so l4sst sich aus
dem Muster fluoreszierender Reaktionszentren auf dem Array auch bei
den abgemischten Reaktionszentren des erfindungsgeméfien Verfahrens

der Organismus bestimmen bzw. zumindest eingrenzen.

Ein weiterer Vorteil des erfindungsgeméafien Verfahrens unter Einsatz von
Arrays mit abgemischten Reaktionszentren besteht darin, dass die Arrays
kleiner werden, als sie bei konventionellen Mikroarrays sein mussen. Es
kénnen mehr unterschiedliche Testungen auf einem Trager gegebener

Grofse gemacht werden.

Bei dem fiir das erfindungsgeméfie Verfahren verwendeten Trager kann es
sich zum Beispiel um eine Mikrotiterplatte handeln, deren einzelne Kavita-
ten als entsprechende Reaktionszentren eingesetzt werden, wobei eine
einzelne Kavitdt mit einem entsprechenden Gemisch aus Sonden-Makro-

molektilen beschichtet ist.



10

15

20

25

WO 2008/080531 PCT/EP2007/010895

17

Bei einer bevorzugten Ausgestaltung des erfindungsgeméafien Priifverfah-
rens wird ein im Wesentlichen planarer Trager eingesetzt, wobei das we-
nigstens eine Reaktionszentrum von einem Bereich auf dem Trager um-
fasst ist, der andere Benetzungseigenschaften als seine Umgebung hat.
Wird als Probenlésung zum Beispiel eine wassrige Losung verwendet, so
kann das Reaktionszentrum im Vergleich zu seiner Umgebung hydrophil
gewahlt werden. Das Reaktionszentrum kann dabei dem hydrophilen Be-
reich entsprechen oder in ihm enthalten sein. So lasst es sich erreichen,
dass die Probenfltissigkeit sich in Form eines durch seine Oberflachen-
spannung zusammengehaltenen Tropfens auf dem hydrophilen Bereich
halt, ohne in die hydrophobe Umgebung des Reaktionszentrums abzuflie-
Ben. Auf diese Weise ist eine einfache Lokalisierung der Probenfliissigkeit
am Reaktionszentrum méglich und es kann ein planarer Trager, zum Bei-
spiel ein kostenguinstiges Quarz- oder Glasplédttchen, eingesetzt werden.
Eine hydrophobe Umgebung lasst sich zum Beispiel durch Silanisierung

erhalten.

Im Falle einer arrayférmigen Anordnung von Reaktionszentren kénnen
Gruppen von Reaktionszentren von einem gemeinsamen Bereich umfasst
sein, der andere Benetzungseigenschaften als seine Umgebung hat. Derar-
tige Bereiche kénnen wiederum in einem Ubergeordneten Array angeord-

net werden, so dass ein "Array-im-Array" vorliegt.

Bei einer anderen erfindungsgeméfSen Ausgestaltung sind einzelne Reak-
tionszentren von eigenen Bereichen mit unterschiedlichen Benetzungsei-
genschaften umgeben, wodurch eine besonders gute Lokalisierung und

die Verwendung sehr geringer Materialmengen mdglich ist.
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Besonders vorteilhaft ist es, wenn das wenigstens eine Reaktionszentrum
oder die mehreren Reaktionszentren einer Gruppe von zwei konzentri-
schen, vorzugsweise runden Bereichen umgeben ist, wobei der innere
Bereich andere Benetzungseigenschaften als der Bereich des Reaktions-
zentrums und als der dufdere Bereich hat. So kann zum Beispiel der inne-
re konzentrische Bereich im Vergleich zum Reaktionszentrum hydrophob
sein und so den beschriebenen Lokalisierungseffekt fiir eine wéssrige
Flussigkeit in Form eines Tropfens zur Verfligung stellen. Analog kann der
auflere konzentrische Bereich dazu dienen und geeignete Benetzungsei-
genschaften aufweisen, einen Olfilm auf dem Probenfliissigkeitstropfen so
Zu positionieren, dass er die Probenfliissigkeit wahrend der Reaktion ab-
deckt und eine Verdampfung verhindert. Dies ist insbesondere von Vorteil,
wenn kleine Probenvolumina verwendet werden, bei der auch geringe Ver-
dampfungsmengen zu einer Verfialschung des Reaktionsergebnisses fiih-

ren kdénnten.

Die Verhinderung der Verdampfung wahrend der Reaktion ist insbesonde-
re dann gunstig, wenn eine PCR-Reaktion durchgefiihrt wird, die das

Durchfahren eines entsprechenden Temperaturprofils erfordert.

Bei einer erfindungsgemaéfien Verfahrensflihrung unter Verwendung eines
individuellen abdeckenden Olfilms fir jedes Reaktionszentrum kénnen
Volumina von zum Beispiel 0,1 ul bis 10 ul Probenfliissigkeit untersucht
werden, wobei das entsprechende Volumen des Oltropfens zum Beispiel

um einen Faktor 2 bis 5 gréfier gewéahlt wird.

Im Falle einer arrayférmigen Anordnung kann auch jedes Reaktionszent-
rum von einem individuellen konzentrischen Bereich anderer Benetzungs-
eigenschaften umgeben sein, um die Probenfliissigkeit an einem Reakti-

onszentrum zu halten, und das Array im Ganzen von einem Bereich ent-
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sprechend angepasster Benetzungseigenschaften umgeben sein, der einen
gemeinsamen Oltropfen auf dem Array halt, der die einzelnen Probenls-

sungstropfen gemeinsam abdeckt.

Um eine optimale Verteilung der Probenfliissigkeit auf dem Reaktionszent-
rum bzw. auf einem aus einzelnen Reaktionszentren gebildeten Arrays zu
gewahrleisten, kénnen zusétzlich Schallwellen, insbesondere Oberflachen-
schallwellen in Richtung des auf dem Reaktionszentrum befindlichen Pro-
benflissigkeitsvolumens geschickt werden. Oberflachenschallwellen kon-
nen zum Beispiel in an sich bekannter Weise mit Hilfe eines Interdigi-

taltransducers auf einem piezoelektrischen Chip erzeugt werden.

Das erfindungsgemaéfSe Verfahren eignet sich besonders zur Priifung der
Anwesenheit von Nukleinsduresequenzen und/oder fir Hybridisierungs-

reaktionen.

Im Falle der Prifung, ob gentechnisch veranderte Organismen vorhanden
sind, wird zum Beispiel die Anwesenheit der entsprechenden transgenen

Abschnitte gepruft.

Es kénnen auch andere spezifische Reaktionen, beispielsweise Antikérper-
Antigenbindungen ausgenutzt werden, wobei sich entweder die Antikérper
oder die Antigene oder entsprechende Epitope als bekannte Sonden-
Makromolektile in gebundener Phase an dem Reaktionszentrum befinden.
Soll die Anwesenheit solcher Substanzen in der Probe untersucht werden,
so werden Sonden-Makromolektile eingesetzt, die zu diesen Substanzen

komplementar sind.

Analog kénnen zum Beispiel auch Protein-, Proteid- oder Peptidreaktionen

untersucht werden.
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Das erfindungsgemafie Prifverfahren kann insbesondere auch mit Pro-
benmaterial durchgefiihrt werden, das nicht von nur einer Einzelzelle
stammt, wodurch die Probenpraparation stark vereinfacht wird. Soll zum
Beispiel die Anwesenheit bestimmter DNA-Stringe geprift werden, kén-
nen Probenmengen von mehr als 100 pg, mehr als 1 ng oder auch mehr
als 10 ng (jeweils bezogen auf die isolierte DNA-Menge) eingesetzt werden,
wobei dadurch inhdrent DNA-Material von mehr als einer Zelle (die in der
Regel etwa 6 pg DNA-Material aufweist) enthalten ist. Je héher die DNA-

Menge ist, desto einfacher ist die Probenpraparation.

Im Falle von Protein-Proben kann vorteilhafterweise ebenfalls Material
mehrerer Zellen verwendet werden, zum Beispiel in einer Menge von gro-

Ber als 200 pg.

Proben-Makromolekiile, deren Anwesenheit geprift werden soll, kénnen
zum Beispiel vollstidndige Sequenzen oder Teilsequenzen eines Organis-

mus sein, dessen Anwesenheit gepruft werden soll.

Der Begriff Organismus wird fir die Zwecke des vorliegenden Textes im
weiten Sinne verstanden und soll bei seiner Verwendung fir Krankheits-
erreger zum Beispiel auch Viren, Bakterien, Einzeller, Sporen, etc. und bei
seiner Verwendung flir gentechnisch verdnderte Organismen zum Beispiel

Sorten, Linien, Klone etc. umfassen.

Insbesondere eignet sich das erfindungsgemafie Verfahren fur Untersu-
chungen, bei denen die wenigstens zwei vorbestimmten, unterschiedlichen
Sorten Proben-Makromolektile zu unterschiedlichen Organismen gehdren,
so dass die Anwesenheit dieser unterschiedlichen Organismen in einem

Schritt abgepriift werden kann. Es werden dann an einem Reaktionszent-
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rum Sonden-Makromolektile vorgesehen, die zu den wenigstens zwei vor-
bestimmten, unterschiedlichen Sorten Proben-Makromolektile der unter-

schiedlichen Organismen komplementér sind.

Eine erfindungsgeméfie Vorrichtung weist einen Tréger auf, auf dem we-
nigstens ein Reaktionszentrum angeordnet ist, an dem wenigstens zwei
Sorten daran gebundener Sonden-Makromolektle vorgesehen sind, die
ohne vorbestimmte rdumliche Anordnung an dem Reaktionszentrum ge-
bunden sind und derart zu den vorbestimmten, unterschiedlichen Sorten
Proben-Makromolektile komplementéar sind, dass sie mit diesen spezifisch

reagieren kénnen.

Die erfindungsgemafie Vorrichtung dient zur Durchfiihrung eines erfin-
dungsgemafien Verfahrens zur Prifung einer Fllussigkeitsprobe auf die
Anwesenheit von wenigstens einer von wenigstens zwei vorbestimmten,
unterschiedlichen Sorten Proben-Makromolektlile, wobei die wenigstens
zwei vorbestimmten, unterschiedlichen Sorten Proben-Makromolektile
jeweils mit einer Wahrscheinlichkeit von weniger als 20 % vorliegen. Die
Sonden-Makromolektile auf dem Trager der erfindungsgemafien Vorrich-
tung werden entsprechend ausgewahlt. Vorteilhafterweise sind an einem
Reaktionszentrum Sonden-Makromolektile gebunden, die zu Proben-
Makromolektilen unterschiedlicher Organismen komplementér sind, so
dass die Anwesenheit dieser unterschiedlichen Organismen mit einem

Reaktionszentrum geprift werden kann.

Die erfindungsgeméfie Vorrichtung kann auf dem Tréager ein einzelnes
Reaktionszentrum oder mehrere, vorzugsweise in Form eines Arrays ange-
ordnete Reaktionszentren mit jeweils wenigstens zwei Sorten von Sonden-

Makromolektilen aufweisen.
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Bei dem Tréger kann es sich zum Beispiel um eine Mikrotiterplatte oder
um einen im Wesentlichen planaren Trager handeln, wobei im letztge-
nannten Fall das wenigstens eine Reaktionszentrum von einem Bereich
auf dem Trager umfasst sein kann, der andere Benetzungseigenschaften
als seine Umgebung aufweist. Der planare Trager kann zum Beispiel ein

Glas- oder Quarzplattchen oder ein Festkérperchip sein.

Eine bevorzugte Ausfiihrungsform der erfindungsgemafen Vorrichtung
mit einem im Wesentlichen planaren Trager weist um das wenigstens eine
Reaktionszentrum zwei konzentrische, vorzugsweise runde Bereiche auf,
wobei der innere konzentrische Bereich andere Benetzungseigenschaften

als das Reaktionszentrum und als der dufere Bereich hat.

Mehrere Reaktionszentren kénnen auch jeweils zu einer zum Beispiel
matrixférmigen Gruppe (zum Beispiel in Form einer 2x2- oder 9x9-Matrix
oder einer anderen matrixférmigen Anordnung) zusammengefasst werden
und von einem gemeinsamen Bereich anderer Benetzungseigenschaften
umgeben sein. Solche Bereiche, die mehrere Reaktionszentren umfassen,
kénnen wiederum in einem Ubergeordneten Array (mit zum Beispiel 48, 96

oder 384 Bereichen) angeordnet sein ("Array-im-Array").

Im Falle einer arrayférmigen Anordnung der Reaktionszentren kann ande-
rerseits auch vorgesehen sein, dass die Benetzungseigenschaften derart
gewahlt sind, dass Probenlésungstropfen individuell an den einzelnen
Reaktionszentren gehalten werden und ein abdeckender Olfilm oberhalb
des gesamten Arrays oder einer Gruppe von Reaktionszentren gehalten
wird. Dazu sind zur Verwendung von zum Beispiel wéssrigen Probenlo-
sungen die Reaktionszentren von individuellen hydrophoben Bereichen

und das gesamte Array oder eine Gruppe von Reaktionszentren von einem
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Bereich, der zur Lokalisierung eines Oltropfens auf dem Array dient, um-

geben.

Eine Weiterbildung der erfindungsgemaéfien Vorrichtung weist eine Ein-
richtung zur Erzeugung von Schallwellen, insbesondere von Oberflachen-
schallwellen auf, mit deren Hilfe eine optimale Verteilung und/oder
Durchmischung der Probenfllissigkeit an einem Reaktionszentrum bzw.
mehreren Reaktionszentren erreicht werden kann. Eine solche Einrich-
tung umfasst zum Beispiel einen Interdigitaltransducer auf einer piezo-
elektrischen Oberflache. Die Abstrahlrichtung des Interdigitaltransducers
ist dabei derart gewahlt, dass sie in Richtung eines Reaktionszentrums
liegt, so dass Probenflissigkeit, die Sich auf diesem Reaktionszentrum
befindet, mit Hilfe der Oberflachenschallwellen, die mit diesem Interdigi-

taltransducer erzeugt werden, in Bewegung gesetzt werden kann.

Die Wirkungen und Vorteile der erfindungsgeméafien Vorrichtung und der
beschriebenen und anderer besonderer Ausfiihrungsformen ergeben sich
in analoger Weise aus den oben bereits flir das erfindungsgemafie Verfah-
ren beschriebenen Ausgestaltungen und die dort fir das erfindungsgema-

Be Verfahren und seine Ausgestaltungen erlauterten Effekte und Vorteile.

Wie bereits bei dem erfindungsgemafien Priifverfahren beschrieben, kann
der Markierungsschritt der Probenmolektile der wenigstens zwei vorbe-
stimmten Sorten auch nach dem Aufbringen der Probenfliissigkeit auf das
Reaktionszentrum geschehen. Eine besonders praktische Ausfiuhrungs-
form der erfindungsgemafien Vorrichtung weist dazu an dem Reaktions-
zentrum nicht nur die wenigstens zwei unterschiedlichen Sorten Sonden-
Makromolekile auf, sondern zusétzlich Material zur Markierung wenigs-
tens der zwei unterschiedlichen Sorten Proben-Makromolektile. Beim Auf-

bringen der Probenfliissigkeit auf das Reaktionszentrum findet dann nicht



10

15

20

25

30

WO 2008/080531 PCT/EP2007/010895

24

nur die Reaktion zwischen den gegebenenfalls vorhandenen Proben-
Makromolektlen und den komplementédren Sonden-Makromolektiilen
statt, sondern gleichzeitig auch die Markierung der gegebenenfalls vor-

handenen Proben-Makromolekiile.

Das Material zur Markierung kann insbesondere markierte Primer fur eine
oder mehrere PCR (Polymerase-Kettenreaktionen) und gegebenenfalls die
fir die PCR notwendigen anderen Bestandteile, zum Beispiel Polymerase,

umfassen.

Vorzugsweise ist das Material zur Markierung an dem wenigstens einen
Reaktionszentrum unspezifisch gebunden, zum Beispiel getrocknet. Beim
Aufbringen der Probenfliissigkeit 16st sich das unspezifisch gebundene
Material und steht fiir eine Markierung zur Verfligung. Die Probenlésung
wird auf ein Reaktionszentrum aufgebracht und 16st das unspezifisch
gebundene Markierungsmaterial, zum Beispiel Fluorophore, auf, das dann
mit den Probenmolektilen der Probenlésung reagieren kann, um diese zu
markieren. Die derart vorbereiteten Vorrichtungen zur Durchfithrung des
erfindungsgeméfien Prifungsverfahrens sind einfach zu handhaben und
kénnen als fertiges Untersuchungsmittel flir ausgewéahlte Proben-

Makromolektile bereitgestellt werden.

Die Auswahl besonderer Materialien zur Markierung, deren Effekte und
Vorteile wurden bereits oben mit Bezug zu den Ausgestaltungen des erfin-

dungsgemafien Prufungsverfahrens erlautert.

Bei dem erfindungsgemafien Verfahren kommt zumindest ein Reaktions-
zentrum zum Einsatz, auf dem wenigstens zwei Sorten von bekannten
Sonden-Makromolekiilen gebunden sind. Zur Herstellung einer solchen

Anordnung werden die potentiellen Sonden-Makromolekitile vor dem Auf-



10

15

20

25

30

WO 2008/080531 PCT/EP2007/010895

25

bringen auf die Festkérperoberflache des Tragers zum Beispiel abgemischt
und dann als ein Reaktionszentrum aufgespottet. Somit entsteht ein Re-
aktionszentrum, an dem unterschiedliche Proben-Makromolektile einer

Probenfltissigkeit spezifisch binden kénnen.

Die Erfindung betrifft weiterhin ein Kit zur Durchfiihrung eines erfin-
dungsgemafien Prifverfahrens, das eine erfindungsgemifle Vorrichtung
und ein Markierungsmaterial, vorzugsweise in Form einer Markierungslo-
sung, aufweist, das geeignet ist, wenigstens eine vorbestimmte Sorte von

Proben-Makromolektilen zu markieren.

Das Material zur Markierung kann insbesondere markierte Primer flir eine
oder mehrere PCR (Polymerase-Kettenreaktionen) und gegebenenfalls die
far die PCR notwendigen Puffer und Nukleotide umfassen. Schlieflich
kann das Material. zur Markierung auch bereits die fiir die PCR notwendi-

ge Polymerase umfassen.

Die Vorteile und Effekte eines solchen erfindungsgemaéafien Kits und seiner
in den Unferansprﬁchen definierten speziellen Ausfiihrungsformen erge-
ben sich aus den oben beschriebenen Vorteilen und Effekten des erfin-
dungsgemaifSen Prifverfahrens und seiner besonderen Ausgestaltungen
bzw. der erfindungsgemafien Vorrichtung und ihrer bevorzugten Ausfiih-

rungsformen.

Ausfuhrungsformen des Kits, die den fiir das erfindungsgemafie Verfahren
geschilderten Ausgestaltungen bzw. den fiir die erfindungsgemafie Vor-
richtung geschilderten Ausfiihrungsformen analog entsprechen, sind e-
benfalls umfasst, ohne dass sie notwendigerweise fuir das Kit hier noch

einmal gesondert aufgefihrt oder erlautert werden.
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Die fur die erfindungsgemafe Vorrichtung bzw. das erfindungsgemafe Kit
auszuwdahlenden Sonden-Makromolekiile flir ein Reaktionszentrum wer-
den zum Beispiel so zusammengestellt, dass sie haufig durchzufiihrenden
Tests entsprechen. So kénnen zum Beispiel fir einen Test auf genetisch
bedingte Erbkrankheiten in einem Reaktionszentrum entsprechende Son-
den-Makromolektile zusammengefasst werden, die mit fir diese Erb-
krankheiten charakteristischen Proben-Makromolektlen spezifisch reagie-
ren wurden, wenn diese vorhanden sind. Fur einen Test, ob ein Organis-
mus gentechnisch verandert wurde, kénnen solche Sonden-Makromole-
ktle eingesetzt werden, die zu Proben-Makromolektilen komplementar
sind, die charakteristisch fiir bestimmte gentechnisch verdnderte Orga-

nismen sind.

Andere Auswahlkriterien kénnen zum Beispiel in besonderen Klassen oder
Gruppen nachzuweisender Organismen oder darin enthaltener Proben-

Makromolektile liegen.

Die Erfindung wird anhand besonderer Ausgestaltungen unter Bezug-
nahme auf die anliegenden Figuren im Detail erldutert, die in schemati-
scher Darstellung erfindungsgemafie Verfahrensfihrungen und Vorrich-

tungen darstellen. Dabei zeigen

Fig. 1 ein Beispiel eines erfindungsgemaf’ ausgestalteten
Reaktionszentrums,

Fig. 2 ein Array mehrerer Reaktionszentren,

Fig. 3 einen Detailausschnitt eines Arrays mehrerer Reakti-

onszentren einer Ausfiihrungsform,
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Fig. 4 eine Draufsicht auf ein Detail einer Ausfiihrungsform

einer erfindungsgeméafien Vorrichtung,

Fig. 5 einen Schnitt durch die erfindungsgeméfie Vorrichtung

gemafl der Linie IV-IV in Fig. 4, und

Fig. 6 eine Draufsicht auf ein Detail einer anderen Ausfiih-

rungsform einer erfindungsgemafien Vorrichtung.

Fig. 1 zeigt ein Reaktionszentrum 10, an dem Sonden-Makromolektile A,
B, C aufgebracht wurden. Typische Durchmesser solcher Reaktionszent-
ren 10 liegen zwischen S0 um und einigen Millimetern. A, B, C stehen hier
beispielhaft flir Makromolektile, die mit entsprechenden Proben-Makro-
molekiilen in einer auf dem Reaktionszentrum 10 aufzubringendén Pro-
benfliissigkeit spezifisch reagieren kénnen, von denen die Anwesenheit
untersucht werden soll. In der schematischen Darstellung der Flg 1 sind
nur wenige Sonden-Makromolekiile jeder Sorte dargestellt. Bei der Durch-
fihrung des erfindungsgemaéafien Verfahrens ist die Anzahl in der Regel
viel héher. Die Makromolektile A, B, C sind an dem Reaktionszentrum 10

regellos angeordnet.

Die typische Lange der verwendeten Sonden-Makromolekiile liegt zwi-
schen 15 und 100 Basenpaaren. Es kdnnen auch langere PCR-Produkte
oder zum Beispiel Klone, Antikérper oder Antigene oder Epitope als Son-
den-Makromolektiile verwendet werden. Auch Sonden-Makromolektile mit

weniger als 15 Basenpaaren sind mdglich.

Zur Herstellung einer solchen Anordnung werden Sonden-Makromolektile
A, B, C vor dem Aufbringen auf die Festkorperoberfliche eines Tragers

abgemischt und dann als ein Reaktionszentrum 10 aufgespottet. Somit
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entsteht ein Reaktionszentrum, an dem unterschiedliche Proben-Makro-

molektle einer Probenfliissigkeit spezifisch binden kénnen.

Mehrere solcher Reaktionszentren 10, die entweder gleichartige oder auch
unterschiedliche Sonden-Makromolektile enthalten kénnen, kénnen auch
in Form einer Matrix auf einer Festkorperoberflaiche aufgebracht werden
und so ein Array aus Reaktionszentren bilden. Eine solche Anordnung ist
Gegenstand der schematischen Fig. 2, in der beispielhaft zwei der darge-
stellten Reaktionszentren mit den Bezugsziffern 10, 12 bezeichnet sind.
Auf der Festkorperoberflache 14 kénnen sich mehr als die dargestelite
Anzahl an Reaktionszentren in Form einer Matrix befinden, was durch die

Punktlinien 13 angedeutet sein soll.

Die Reaktionszentren auf einem Trager konnen individuell angefertigt
werden, wenn eine ganz bestimmte Auswahl von Proben-Makromolektilen
auf ihrer Anwesenheit in einer Probenlésung getestet werden sollen. Alter-
nativ kénnen vorgefertigte Trager mit ausgewéahlten Reaktionszentren
bereitgestellt werden, die typische Klassen oder Gruppen von Sonden-
Makromolektilen derart zusammenfassen, dass entsprechende Klassen
oder Gruppen von Proben-Makromolektilen auf ihrer Anwesenheit in einer

Probenlésung getestet werden kénnen.

Das erfindungsgemaifie Verfahren wird anhand eines ersten Beispiels er-
lautert, bei dem eine Probe zum Beispiel in Form einer Probenlésung auf
die Anwesenheit von gentechnisch veranderten Organismen untersucht
werden soll. Es handelt sich dabei zum Beispiel um eine Nahrungsmittel-
probe, die daraufhin getestet werden soll, ob gentechnisch bestimmte
Veréanderungen vorgenommen wurden. Es wird dazu ein Reaktionszent-
rum 10 wie in Fig. 1 eingesetzt, bei dem Sonden-Makromolektile A, B, C

aufgebracht sind, die zu den Makromolektilen der gentechnisch verander-
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ten Organismen komplementar sind. Es kénnen auf die Weise drei unter-
schiedliche gentechnisch verdnderte Organismen abgepriift werden, fir

die die zu den Sonden-Makromolektilen A, B, C komplementiren Proben-
Makromolektile charakteristisch sind. Selbstverstiandlich ist eine andere,

insbesondere sehr viel gréflere Anzahl maéglich.

Grundsatzlich wird davon ausgegangen, dass die Nahrungsmittelprobe

keine der zu prifenden gentechnisch verdnderten Organismen enthalt.

Die Nahrungsmittelprobe wird einem Markierungsschritt unterzogen, bei
dem Proben-Makromolektile, die zu den abzutestenden gentechnisch ver-
anderten Organismen gehdren, fluoreszenzmarkiert werden, falls sie in der
Probe vorhanden sind. Der entsprechende Markierungsschritt wird zum
Beispiel mit Hilfe von einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR) durch mit
Fluoreszenz markierten Primern durchgefiihrt. Es wird hier nur ein Fluo-
reszenzfarbstoff verwendet, so dass alle Markierungen gleich sind. Dieser
Schritt filhrt gleichzeitig zu einer Erhéhung der Menge entsprechender
Proben-Makromolektile der gentechnisch verdnderten Organismen, wenn
solche in der Probe tatsachlich vorhanden sind. Nach diesem Markie-
rungs-/Nachweiserh6hungsschritt wird die Probe auf das Reaktionszent-
rum 10 aufgebracht. Es wird eine typische Reaktionszeit abgewartet und
dann die Festkoérperoberflache, auf der sich das Reaktionszentrum 10
befindet, einem stringenten Waschschritt unterzogen. Im Anschluss wird
die Fluoreszenz des Reaktionszentrums 10 untersucht. Haben an dem
Reaktionszentrum fluoreszenzmarkierte Proben-Makromolektile spezifisch
gebunden, so lassen sich diese nach dem Waschschritt an dem Reaktions-
zentrum 10 nachweisen. Wenn dies der Fall ist, kann darauf geschlossen
werden, dass zu den Sonden-Makromolektilen A, B, oder C komplementé-
re Proben-Makromolekiile in der Prbbe vorhanden waren und insofern auf

die Anwesenheit entsprechender gentechnisch verdnderter Organismen
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zuruckgeschlossen werden, flir die die Proben-Makromolekiile charakte-

ristisch sind.

In der Regel wird jedoch die Probe keinen gentechnisch veranderten Orga-

nismus enthalten, so dass keine Fluoreszenz gemessen werden kann.

Sollte jedoch Fluoreszenz nachgewiesen werden, wird als erstes Ergebnis
festgestellt, dass entsprechende gentechnisch verdnderte Organismen in
der Probe vorhanden sind. In einem zweiten Schritt kann bei Bedarf iber-
pruft werden, welche der drei gentechnisch verdnderten Organismen vor-
liegen. Dies kann zum Beispiel in an sich bekannter Weise durch einen
spezifischen PCR-Schritt oder eine Gelelektrophorese festgestellt werden.
Dieser zeitaufwandige und kostenintensive Schritt ist dementsprechend
nur notwendig, wenn zuvor an dem Reaktionszentrum ein Fluoreszenzsig-
nal gemessen werden konnte. Ansonsten kann auf den zeitintensiven und

kostenintensiven spezifischen Untersuchungsschritt verzichtet werden.

Um eine spezifische Markierung in der Probenlésung zu erreichen, wird
zum Beispiel eine Polymerase-Kettenreaktion mit entsprechend markier-
ten Primern durchgefiihrt, wobei zum Beispiel ein Puffer eingesetzt wird,
mit dem auch die Reaktion zur spezifischen Bindung an den Sonden-

Makromolektilen des Reaktionszentrums 10 durchgefiihrt werden kann.

Das Material zur Markierung kann der Probenlésung zugefiihrt werden
und zum Beispiel Teil eines Kits sein, das ein erfindungsgemafies Reakti-
onszentrum oder ein erfindungsgemafies Array von Reaktionszentren flr
die Prifung der Anwesenheit bestimmter Proben-Makromolektile und eine
Markierungslésung mit dem Markierungsmaterial umfasst. Der Markie-
rungsschritt kann vor der Reaktion durchgefiihrt werden, indem ein spezi-

fisches Markierungsverfahren angewendet wird, bei dem nur die Proben-
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Makromolektile markiert werden wilirden, deren Anwesenheit in der Pro-
benlésung untersucht werden soll. Andererseits ist es auch moglich, den
Markierungsschritt erst nach der Reaktion bzw. nach dem Entfernen un-

gebundenen Probenmaterials vorzunehmen.

Bei einer anderen Verfahrensfiihrung ist das Material zur Markierung an
dem Reaktionszentrum 10 vorhanden, zum Beispiel in getrockneter Form.
So ist es zum Beispiel méglich, entsprechend vorbereitete Untersuchungs-
vorrichtungen zur Verfiigung zu stellen, die auf dem wenigstens einen
Reaktionszentrum unterschiedliche Sonden-Makromolektle A, B, C zur
spezifischen Reaktion mit Proben-Makromolektlen als auch die bendétigten
Fluoreszenzmarkierungsstoffe aufweisen. Es kann sich dabei zum Beispiel
um markierte Primer fir PCR handeln. Die Probenlésung wird auf ein
solches Reaktionszentrum aufgebracht und 16st die unspezifisch gebun-
denen Fluorophore auf, die dann mit den gegebenenfalls in der Probe vor-
handenen Proben-Makromolekiile reagieren kénnen, um diese zu markie-
ren. Derartig vorbereitete Vorrichtungen zur Durchfiihrung des erfin-
dungsgemafien Verfahrens sind einfach zu handhaben und kénnen als
fertiges Untersuchungsmittel flir ausgewéahlte Proben-Makromolektile in

einer Probenlésung bereitgestellt werden.

Bei einem anderen Beispiel zur Verwendung des erfindungsgeméafien Ver-
fahrens kann in analoger Weise zum Beispiel eine Patientenblutprobe auf
das Vorliegen genetisch manifestierter seltener Erbkrankheiten unter-
sucht werden. Dazu enthalt ein Reaktionszentrum 10 mehrere Sonden-
Makromolektile A, B, C, die zu Sequenzen oder Teilsequenzen komplemen-
tar sind, die charakteristisch fiir die zu untersuchenden genetisch mani-
festierten Erbkrankheiten sind. Auch hier wird in der Regel davon ausge-
gangen, dass solche genetisch manifestierten Erbkrankheiten nicht vor-

handen sind, so dass die Wahrscheinlichkeit des Vorliegens entsprechen-
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der charakteristischer Sequenzen oder Teilsequenzen sehr klein, insbe-

sondere kleiner als 20 % ist.

Ein anderes Beispiel dient der Untersuchung einer Blutprobe auf das
vorliegen pathogener Erreger. Hier umfasst ein Reaktionszentrum zum
Beispiel finf verschiedene fur unterschiedliche Erreger spezifische Bin-
dungsstellen. Kommt es zu keiner spezifischen Bindung nach der Durch-
fihrung des erfindungsgemafien Verfahrens, so sind keine Erreger ober-

halb der Nachweisgrenze in der Probe vorhanden.

Kommt es jedoch zu einer spezifischen Bindung und kann dementspre-
chend ein Fluoreszenzsignal gemessen werden, kann gegebenenfalls mit
anderen, zum Beispiel an sich bekannten, Methoden gepriift werden, wel-
cher Erreger tatséchlich vorliegt. Das Vorschalten des erfindungsgeméfien
Verfahrens ermaoglicht es, dass bereits vor dem kosten- und zeitintensiven
Testschritt, mit dem die genaue Art des Erregers festgestellt wird, der
Patient isoliert wird, um zum Beispiel die Ansteckungsgefahr zu reduzie-

ren.

Auflerdem ist der kosten- und zeitintensive Schritt zur Feststellung der
Art des Erregers nur dann notwendig, wenn Uiberhaupt ein Signal bei dem

erfindungsgemafSen Verfahren gemessen werden kann.

Eine Erhéhung der Anzahl der parallel durchfihrbaren Reaktionen kann
erreicht werden, wenn mehrere unterschiedlich bestlickte Reaktionszent-
ren 10, 12 in Form einer Matrix angeordnet und ausgewertet werden, wie

sie in Fig. 2 gezeigt ist.

Werden die oben geschilderten Experimente in einem Array aus Reakti-

onszentren 10, 12 durchgefiihrt, wie es in Fig. 2 gezeigt ist, kénnen die
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Zusammensetzungen der einzelnen Reaktionszentren auch unterschied-

lich gewahlt werden.

So kénnen Sonden-Makromolekule, die komplementar zu Proben-Makro-
molektilen eines bestimmten Organismus sind, jeweils mindestens zwei
Reaktionszentren 10 beigemischt werden. Sollte in der Probe eine zu ei-
nem der Sonden-Makromolektile komplementéare Proben-Makromolekiil-
sorte vorhanden sein, so leuchten zwei Reaktionszentren bei der Fluores-
zenzuntersuchung auf. Beispielhaft ist dieser Mechanismus in Fig. 3
dargestellt. Hier sind beispielhaft drei Reaktionszentren 10, 11, 12 gezeigt.
Auf dem ersten Reaktionszentrum 10 befinden sich Sonden-Makro-
molektle A und B. Auf dem zweiten Reaktionszentrum 11 Sonden-Makro-
molektile A und C und auf dem dritten Reaktionszentrum 12 Sonden-
Makromolektile B und C. Befinden sich in der Probe Makromolektile, die
zu dem Sonden-Makromoleklll A komplementar sind, so leuchten die ers-
ten zwei Reaktionszentren 10, 11 bei der Fluoreszenzuntersuchung. Be-
finden sich in der Probe zum Beispiel Proben-Makromolektile, die zu den
Sonden-Makromolektilen C komplementér sind, so leuchten das zweite
und das dritte Reaktionszentrum 11, 12 auf. Befinden sich Proben-
Makromolektle in der Probe, die komplementar zu den Sonden-Makromo-
lektilen B sind, so leuchten das erste und das dritte Reaktionszentrum 10,
12 bei der Fluoreszenzuntersuchung auf. Eine Unterscheidung der vor-

handenen Proben-Makromolektilsorten ist damit méglich.

Alternativ kénnen auf jeweils zum Beispiel zwei Reaktionszentren Sonden-
Makromolektile aufgebracht werden, die komplementér zu Proben-
Makromolektilen des gleichen Organismus sind, ohne dass die Sonden-
Makromolektile notwendigerweise gleich sind. Auch so kann aus dem
Muster der fluoreszierenden Reaktionszentren auf den Organismus ge-

schlossen werden.
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Fig. 4 zeigt die Draufsicht auf ein Reaktionszentrum einer abgewandelten
Ausfihrungsform der erfindungsgemafien Vorrichtung. Das Reaktions-
zentrum 10 ist hier von einem konzentrischen Bereich 16 umgeben, der
im Vergleich zum Reaktionszentrum 10 hydrophob ist. Dies ldsst sich zum
Beispiel durch eine Silanisierung des Bereichs 16 erreichen. Der hydro-
phobe Bereich 16 ist von einem weiteren konzentrischen Bereich 18 um-
geben, der solche Benetzungseigenschaften aufweist, dass er zur Lokali-
sierung eines durch seine Oberflichenspannung zusammengehaltenen
Oltropfens dienen kann, also zum Beispiel im Vergleich zu seiner duferen

Umgebung entsprechend lipophil ist.

Die Bereiche mit den Bezugsziffern 10 und 18 kénnen zum Beispiel glei-

che oder dhnliche Benetzungseigenschaften aufweisen.

Fig. 5 zeigt einen Schnitt durch ein solches Reaktionszentrum entlang der
Linie IV-IV, wie sie in Fig. 4 angedeutet ist. AufRerdem ist ein Tropfen 22
von Probenlésung dargestellt, der von einem Olfilm 24 bedeckt wird. Die
Festkdrperoberflache, zum Beispiel ein Glasplédttchen, ist mit 20 bezeich-

net.

Die Probenlésung 22 wird durch ihre Oberflachenspannung zusammen-
gehalten und verlasst den im Vergleich zum hydrophoben Bereich 16
hydrophilen Bereich des Reaktionszentrums 10 ohne dufdere Krafteinwir-
kung nicht, wodurch sie am Reaktionszentrum 10 lokalisiert ist. Zum
Schutz gegen Verdampfung wird oberhalb des Probenlésungstropfens 22
ein Oltropfen 24 aufgebracht, der den Bereich 18 aufgrund seiner Oberfla-
chenspannung nicht verlédsst. Insbesondere bei Verwendung von kleinen
Probenvolumina von 0,1 pl bis 10 ul ist die Verwendung eines solchen

Oltropfens 24 vorteilhaft, um ein Verdampfen zu verhindern.
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Die Geometrie kann auch so gewahlt sein, dass der Oltropfen mehrere
Reaktionszentren und die darauf befindlichen Probenlésungstropfen ab-
deckt. Dazu kann vorgesehen sein, dass ein im Vergleich zu seiner aufie-
ren Umgebung lipophiler Bereich zur Lokalisierung des Oltropfens mehre-
re einzelne Reaktionszentren umgibt, die ihrerseits jeweils einen eigenen
sie umgebenden hydrophoben Bereich aufweisen, oder dass ein im Ver-
gleich zu seiner aufSeren Umgebung lipophiler Bereich einen hydrophoben
Bereich umgibt, der eine Gruppe von Reaktionszentren (zum Beispiel je-
weils eine 2x2- oder 9x9-Matrix oder eine andere matrixférmige Anord-
nung) umgibt, so dass diese Gruppe von einem gemeinsamen Proben-
Flussigkeitstropfen bedeckt wird. In solchen durch einen Oltropfen abzu-
deckenden Gruppen kénnen die Reaktionszentren zum Beispiel jeweils

matrixférmig (beispielsweise als 2x2- oder 9x9-Matrix) angeordnet sein.

Fig. 6 zeigt ein entsprechendes Beispiel, bei dem eine Gruppe 26 von in
Form einen 3x3-Matrix angeordneten Reaktionszentren 10 von einem
gemeinsamen hydrophoben Bereich 16 und einem dazu konzentrischen
im Vergleich zu seiner auferen Umgebung lipophilen Bereich 18 umgeben
ist. Solche Gruppen 26 von Reaktionszentren 10 kénnen wiederum auch
in einem Ubergeordneten Array angeordnet werden, so dass ein "Array-im-
Array" vorliegt, wobei das ibergeordnete Array zum Beispiel 48, 96 oder

384 solcher Gruppen 26 umfassen kann.

Bei entsprechender Auswahl der Oberflaichenbeschaffenheit kann ein kon-
zentrischer Bereich auch sowohl hydrophob als auch lipophil wirken und
die beschriebenen Aufgaben eines hydrophoben und eines lipophilen Be-

reiches ibernehmen.
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Eine zusétzliche Durchmischung der Probenlésung auf der Oberfliche des
Tragers kann erreicht werden, wenn Oberflichenschallwellen in Richtung
des Reaktionszentrums geschickt werden, die zum Beispiel mit Hilfe eines
Interdigitaltransducers auf der Trageroberflache erzeugt werden, dessen
Abstrahlrichtung auf das Reaktionszentrum gerichtet ist. Gegebenenfalls
kann dazu das Tragermaterial piezoelektrisch ausgewahlt oder beschichtet

werden.
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Bezugszeichenliste
10, 11, 12 Reaktionszentren
13 Fortsetzungslinien
14 Reaktionsarray
16 hydrophober Bereich
18 lipophiler Bereich
20 Festkorperoberflache
22 Probenfliissigkeitstropfen
24 Olbedeckung

26 Gruppe von Reaktionszentren
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Patentanspriiche

1. Verfahren zur Prifung einer fliissigen Probe (22) auf die Anwesen-

heit von wenigstens einer von wenigstens zwei vorbestimmten, un-

terschiedlichen Sorten Proben-Makromolekiile,

wobei die wenigstens zwei vorbestimmten Sorten Proben-
Makromolektile jeweils mit einer Wahrscheinlichkeit von we-
niger als 20 % in der Probe vorliegen und das Verfahren fol-
gende Schritte umfasst:

Bereitstellen eines Tragers (20) mit wenigstens einem Reakti-
onszentrum (10, 11, 12), an dem wenigstens zwei unterschied-
liche Sorten von Sonden-Makromolektlen (A, B, C) gebunden
sind, die derart zu den wenigstens zwei vorbestimmten Sorten
Proben-Makromolektile komplementar sind, dass sie mit die-
sen spezifisch reagieren kénnen,

Durchfiihren eines Markierungsschrittes zur Markierung von
Proben-Makromolektilen zumindest der wenigstens zwei vor-
bestimmten Sorten Proben-Makromolektile,
In-Kontakt-Bringen der Probe (22) mit dem wenigstens einen
Reaktionszentrum (10, 11, 12) derart, dass eine Reaktion zwi-
schen Proben-Makromolektilen der wenigstens zwei vorbe-
stimmten Sorten Proben-Makromolektle und den jeweils
komplementiren Sonden-Makromolekiilen (A, B, C) stattfin-
den kann,

Entfernen von ungebundenem Probenmaterial, und

Prifen des Vorhandenseins von an dem wenigstens einen Re-
aktionszentrum (10, 11, 12) spezifisch gebundenen Proben-

Makromolektlen.
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Verfahren nach Anspruch 1, bei dem die vorbestimmten Sorten

Proben-Makromolekiile und/oder die auf dem wenigstens einen Re-

aktionszentrum (10, 11, 12) vorhandenen Sonden-Makromolektile

(A, B, C)

- Nukleinsduresequenzen, insbesondere DNA, RNA oder PNA;
oder

- Antikérper, Antigene oder Epitope; oder

- Peptide, Proteine oder Proteide; oder

- eine Kombination aus zwei oder mehreren der vorgenannten
Substanzen

umfassen und/oder zu solchen Substanzen komplementéar sind.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 oder 2, bei dem die Prafung
auf Anwesenheit von wenigstens einer von zwei vorbestimmten, un-
terschiedlichen Sorten Proben-Makromolektle in der Probe (22) vor-
genommen wird, die jeweils mit einer Wahrscheinlichkeit von weni-
ger als 15 %, bevorzugt weniger als 10 %, besonders bevorzugt we-
niger als 5 %, ganz besonders bevorzugt weniger als 1 % in der Pro-

be vorliegen.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, bei dem die an dem
wenigstens einen Reaktionszentrum (10, 11, 12) gebundenen Son-
den-Makromolektile (A, B, C) derart ausgewéahlt werden, dass sie
komplementar zu jeweiligen Proben-Makromolekiilen sind, die mit
einer statistischen Wahrscheinlichkeit von weniger als 20 %, bevor-
zugt weniger als 15 %, bevorzugter weniger als 10 %, besonders be-
vorzugt weniger als 5 % und ganz besonders bevorzugt weniger als 1

% in einer Probe vorkommen.
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Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, bei dem die Anzahl
der an dem mindestens einen Reaktionszentrum (10, 11, 12) gebun-
denen, unterschiedlichen Sorten Sonden-Makromolekiile (A, B, C)
zwischen 2 und 50, bevorzugt zwischen 2 und 30 und ganz beson-

ders bevorzugt zwischen 2 und 10 liegt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, bei dem die Probe auf
die Anwesenheit von vorbestimmten Proteinen oder Peptiden in der

Probe (22) gepruft wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, bei dem die Probe auf
die Anwesenheit von vorbestimmten Nukleinsduren in der Probe (22)

gepruft wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, mit einem Nachweis-
erh6hungsschritt, bei dem die Wahrscheinlichkeit eines Nachweises
der Molektile wenigstens einer der vorbestimmten Sorten Proben-
Makromolektile erhéht wird, falls diese Sorte Proben-Makromolektile

in der Probe (22) enthalten ist.

Verfahren nach den Ansprichen 6 und 8, bei dem der Nachweiser-
héhungsschritt einen Aufkonzentrierungsschritt fiir die vorbestimm-
ten Proteine oder Peptide umfasst, vorzugsweise eine Fallung oder

eine Dialyse.

Verfahren nach den Anspriichen 7 und 8, bei dem der Nachweiser-
héhungsschritt einen vorzugsweise spezifischen Amplifikati-

onsschritt fiir die vorbestimmten Nukleinsduren umfasst.
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Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 10, bei dem im Falle
eines positiven Ergebnisses des Prufschrittes ein Diskriminierungs-
schritt durchgeftihrt wird, um festzustellen, welche der wenigstens
zwei vorbestimmten Sorten Proben-Makromolektile in der Probe (22)

vorhanden ist.

Verfahren nach den Anspriichen 6 und 11, bei dem der Diskriminie-
rungsschritt eine Massenspektroskopie oder eine ELISA-(Enzyme-

linked Immunosorbent Assay-) Reaktion umfasst.

Verfahren nach den Anspriichen 7 und 11, bei dem der Diskriminie-
rungsschritt einen PCR-(Polymerase chain reaction-)Schritt, einen
realtime-PCR-Schritt, eine Gelelektrophorese oder einen Dot-Blot-

Schritt umfasst.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13, bei dem als Markie-
rung Fluoreszenzmarkierung verwendet wird und zur Prifung des
Vorhandenseins von an dem wenigstens einen Reaktionszentrum
(10, 11, 12) nach der Reaktion gebundenen Proben-Makromolektilen

die Fluoreszenz untersucht wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 14, bei dem gegebenen-

falls vorhandene Proben-Makromolekiile der wenigstens zwei vorbe-
stimmten Sorten Proben-Makromolektile wahrend des Markierungs-
schrittes gleichartig markiert werden, insbesondere mit dem glei-

chen Fluoreszenzfarbstoff.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 15, bei dem zur Markie-

rung der Proben-Makromolektile eine oder mehrere PCR (Polymera-



10

15

20

25

30

WO 2008/080531 PCT/EP2007/010895

17.

18.

19.

20.

21.

42

sekettenreaktion(en)) mit entsprechend markierten Primern einge-

setzt wird.

Verfahren nach Anspruch 16, bei dem flir die PCR ein Puffer einge-
setzt wird, mit dem auch die Reaktion zur spezifischen Bindung an
den Sonden-Makromolektlen (A, B, C) des wenigstens einen Reakti-

onszentrums (10, 11, 12) durchgefiihrt werden kann.

Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 17, bei dem die Markie-
rung der Proben-Makromolektile an dem wenigstens einen Reakti-
onszentrum (10, 11, 12) nach dem Entfernen ungebundenen Pro-

benmaterials erfolgt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 18, bei dem mehrere,
vorzugsweise in Form eines Arrays angeordnete, Reaktionszentren
(10, 11, 12) mit jeweils wenigstens zwei Sorten von gebundenen
Sonden-Makromolektilen (A, B, C) auf einem Trager (20) eingesetzt

werden.

Verfahren nach Anspruch 19, bei dem die Auswahl der an einem
Reaktionszentrum (10, 11, 12) des Arrays vorhandenen Sonden-
Makromolektile (A, B, C) nicht fir alle Reaktionszentren (10, 11, 12)
gleich ist, insbesondere sich fur alle Reaktionszentren (10, 11, 12)

des Arrays unterscheidet.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 20, bei dem ein im we-
sentlichen planarer Trager (20) eingesetzt wird, wobei das wenigs-
tens eine Reaktionszentrum (10) von einem Bereich auf dem Trager
(20) umgeben ist, der andere Benetzungseigenschaften als seine

Umgebung (16) hat.
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Verfahren nach Anspruch 21, bei dem mehrere Reaktionszentren
einer Gruppe (26) von einem gemeinsamen Bereich umgeben sind,

der andere Benetzungseigenschaften als seine Umgebung aufweist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 21 oder 22, bei dem das we-
nigstens eine Reaktionszentrum oder die mehreren Reaktionszent-
ren einer Gruppe von zwei konzentrischen Bereichen (16, 18) umge-
ben ist, wobei der innere konzentrische Bereich (16) andere Benet-
zungseigenschaften als das Reaktionszentrum (10) und als der du-

3ere konzentrische Bereich (18) hat.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 23, bei dem die Proben-
flussigkeit (22) wiahrend der Reaktion mit Ol (24) bedeckt wird.

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 24, bei dem Schallwel-
len, vorzugsweise Oberfldchenschallwellen, in Richtung der Proben-
flissigkeit geschickt werden, nachdem die Probenfliissigkeit mit
dem wenigstens einen Reaktionszentrum in Kontakt gebracht wor-

den ist.

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 25, bei dem die Probe
auf die Anwesenheit von vorbestimmten gentechnisch veranderten
Organismen (GVO) gepruft wird, wobei die Anwesenheit von trans-
genen Sequenzen oder Teilsequenzen als Proben-Makromolektile ge-

pruft wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 25, bei dem die Probe
auf die Anwesenheit von vorbestimmten Krankheitserregern

und/oder Viren und/oder Bakterien gepriift wird, wobei die Anwe-
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senheit darin enthaltener Sequenzen oder Teilsequenzen als Proben-

Makromolekiile gepruft wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 27, bei dem die fliissige

Probe Probenmaterial von mehreren Zellen umfasst.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 28, bei dem die wenigs-
tens zwei vorbestimmten Sorten Proben-Makromolekiile zu unter-

schiedlichen Organismen gehoéren.

Vorrichtung zur Prifung einer fliissigen Probe (22) auf die Anwe-

senheit von wenigstens einer von wenigstens zwei vorbestimmten,

unterschiedlichen Sorten Proben-Makromolektile, wobei die wenigs-

tens zwei vorbestimmten Sorten Proben-Makromolekiile jeweils mit

einer Wahrscheinlichkeit von weniger als 20 % in der Probe vorlie-

gen, insbesondere zur Durchfliihrung eines Verfahrens geméafd einem

der Anspriiche 1 bis 29, mit

- einem Trager (20) und

- wenigstens einem auf dem Trager (20) angeordneten Reakti-
onszentrum (10, 11, 12) mit wenigstens zwei Sorten daran ge-
bundener Sonden-Makromolektile (A, B, C), die ohne vorbe-
stimmte rdumliche Anordnung an dem Reaktionszentrum (10,
11, 12) gebunden sind und derart zu den Proben-Makromo-
lektilen der vorbestimmten Sorten Proben-Makromolektle
komplementar sind, dass sie mit diesen spezifisch reagieren

kénnen.

Vorrichtung nach Anspruch 30, bei der die auf dem wenigstens
einen Reaktionszentrum (10, 11, 12) vorhandenen Sonden-
Makromolekiile (A, B, C)
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- Nukleinsduresequenzen, insbesondere DNA, RNA oder PNA;
oder

- Antikoérper, Antigene, oder Epitope; oder

- Peptide, Proteine oder Proteide; oder

- eine Kombination aus zwei oder mehreren dieser Substanzen

umfassen und/oder zu solchen Substanzen komplementér sind.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 30 oder 31 zur Priifung
einer flissigen Probe (22), in der die wenigstens zwei vorbestimmten
Sorten Proben-Makromolektile jeweils mit einer Wahrscheinlichkeit
von weniger als 15 %, bevorzugt weniger als 10 %, besonders bevor-
zugt weniger als 5 %, ganz besonders bevorzugt weniger als 1 % vor-

liegen.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 30 bis 32, bei der die an
dem wenigstens einen Reaktionszentrum (10, 11, 12) gebundenen
Sonden-Makromolektle (A, B, C) komplementar zu jeweiligen Pro-
ben-Makromolekitilen sind, die mit einer statistischen Wahrschein-
lichkeit von weniger als 20 %, bevorzugt weniger als 15 %, bevorzug-
ter weniger als 10 %, besonders bevorzugt weniger als S % und ganz

besonders bevorzugt weniger als 1 % in einer Probe vorkommen.

Vorrichtung nach einem der Ansprtiche 30 bis 33 mit mehreren,
vorzugsweise in Form eines Arrays angeordneten, Reaktionszentren
(10, 11, 12) mit jeweils wenigstens zwei Sorten von Sonden-Makro-

molekilen (A, B, C).

Vorrichtung nach Anspruch 34, bei der die Auswahl der Sonden-
Makromolektle (A, B, C) nicht fiir alle Reaktionszentren (10, 11, 12)
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des Arrays gleich ist, bevorzugt fiir alle Reaktionszentren (10, 11,

12) des Arrays unterschiedlich ist.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 30 bis 35 mit einem im
wesentlichen planaren Trager (20), wobei das wenigstens eine Reak-
tionszentrum (10) von einem Bereich (16) auf dem Trager umgeben

ist, der andere Benetzungseigenschaften als seine Umgebung hat.

Vorrichtung nach Anspruch 36, bei der mehrere Reaktionszentren
einer Gruppe (26) von einem gemeinsamen Bereich umgeben sind,

der andere Benetzungseigenschaften als seine Umgebung aufweist.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 36 oder 37, bei der das
wenigstens eine Reaktionszentrum oder die mehreren Reaktions-
zentren einer Gruppe (26) von zwei konzentrischen Bereichen (16,
18) umgeben ist, wobei der innere konzentrische Bereich (16) andere
Benetzungseigenschaften als das Reaktionszentrum (10) und als der

auflere konzentrische Bereich (18) hat.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 30 bis 38, bei der die An-
zahl der an dem wenigstens einen Reaktionszentrum gebundenen
unterschiedlichen Sorten Sonden-Makromolektle (A, B, C) zwischen
2 und 50, bevorzugt zwischen 2 und 30 und ganz besonders bevor-

zugt zwischen 2 und 10 ist.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 30 bis 39 mit einer Einrich-
tung zur Erzeugung von Schallwellen mit einer Abstrahlrichtung in
Richtung des wenigstens einen Reaktionszentrums, vorzugsweise
wenigstens eines Interdigitaltransducers zur Erzeugung von Ober-

flachenschallwellen.
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Vorrichtung nach einem der Anspriiche 30 bis 40 zum Nachweis
gentechnisch verdnderter Organismen (GVO), wobei Makromolekiile
als Sonden-Makromolektle (A, B, C) eingesetzt werden, die zu den
transgenen Sequenzen oder Teilsequenzen der gentechnisch veran-

derten Organismen komplementér sind.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 30 bis 40 zum Nachweis
von Krankheitserregern, Viren und/oder Bakterien, wobei Sequen-
zen oder Teilsequenzen als Sonden-Makromolekitile eingesetzt wer-
den, die zu Sequenzen oder Teilsequenzen der Krankheitserreger,

Viren und/oder Bakterien komplementar sind.

Vorrichtung nach einem der Ansprtiiche 30 bis 42, bei der die we-
nigstens zwei Sorten der an dem wenigstens einen Reaktionszent-
rum gebundenen Sonden-Makromolektle (A, B, C) zu Proben-
Makromolektilen komplementir sind, die zu unterschiedlichen Or-

ganismen gehoren.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 30 bis 43, bei der sich an
dem wenigstens einen Reaktionszentrum (10, 11, 12) Material zur
Markierung von zumindest solchen Proben-Makromolektilen befin-
det, vorzugsweise unspezifisch gebunden ist, die zu den wenigstens
zwel Sorten an dem Reaktionszentrum gebundener Sonden-

Makromolektle komplementar sind.

Vorrichtung nach Anspruch 44, bei der das Material zur Markierung

fluoreszierend ist.
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Vorrichtung nach einem der Anspriiche 44 oder 45, bei der das
Material zur Markierung fir mehrere, vorzugsweise alle, Proben-
Makromolekitile, die zu den an dem wenigstens einen Reaktionszent-
rum (10, 11, 12) gebundenen Sonden-Makromolekiilen komplemen-

tar sind, gleich ist.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 44 bis 46, bei der das Mate-
rial zur Markierung markierte Primer fur eine oder mehrere PCR

(Polymerasekettenreaktion(en)) umfasst.

Verfahren zur Herstellung einer Vorrichtung gemaf} einem der An-

spruche 30 bis 47, bei dem

- eine Mischung von wenigstens zwei Sorten Sonden-Makromo-
lekule (A, B, C), die derart zu den Proben-Makromolektilen der
vorbestimmten, unterschiedlichen Sorten Proben-Makromole-
kule komplementar sind, dass sie mit diesen spezifisch reagie-
ren kénnen, hergestellt wird und

- als Reaktionszentrum (10, 11, 12) auf einen Trager (20) aufge-

spottet wird.

Kit zur Durchfihrung eines Verfahrens nach einem der Anspriiche

1 bis 29, mit

- einer Vorrichtung nach einem der Anspriiche 30 bis 43 und

- einem Markierungsmaterial, vorzugsweise in Form einer Mar-
kierungslosung, das geeignet ist, zumindest solche Proben-
Makromolekiile zu markieren, die zu den wenigstens zwei Sor-
ten an dem wenigstens einen Reaktionszentrum (10, 11, 12)
gebundener Sonden-Makromolektile (A, B, C) komplementir

sind.
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Kit nach Anspruch 49, bei dem das Markierungsmaterial fluoreszie-

rend ist.

Kit nach einem der Anspriiche 49 oder 50, bei dem das Material zur
Markierung fir mehrere, vorzugsweise alle, zu den an dem wenigs-
tens einen Reaktionszentrum (10, 11, 12) gebundenen Sonden-

Makromolekulen komplementéaren Proben-Makromolektile gleich ist.

Kit nach einem der Anspriiche 49 bis 51, bei dem das Material zur
Markierung markierte Primer fiir eine oder mehrere PCR (Polymera-

sekettenreaktion(en)) umfasst.
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