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Q (57) Abstract: The invention relates to a support plate (10), for carrying out functional tests on biological cells (33), comprising

@ physically separate raised sections (17), on which at least one assay point from an array of assay points is arranged, whereby the
& cells (23) can interact and bind to the assay point. Trapping molecules (19) are immobilised on the assay points, to which the cells
O (23) can bind by means of the cell surface molecules thereof. The assay points are separated by regions of the support plate (10), on

which the cells can not be immobilised.
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(57) Zusammenfassung: Eine Trigerplatte (10) zur Durchfithrung funktioneller Tests an biologischen Zellen (33) weist rdumlich
voneinander getrennte, erhabene Abschnitte (17) auf, auf denen jeweils zumindest ein MeBpunkt aus einem Array von Mefpunkten
angeordnet ist, wobei an den MeBpunkten die Zellen (23) interagieren und binden kénnen. An den MeBpunkten sind Fangermolekiile
(19) immobilisiert, an die die Zellen (23) mittels ihrer Zelloberfldchenmolekiile binden kénnen, wobei die MeBSpunkte durch Bereiche
der Trégerplatte (10) voneinander getrennt sind, an denen die Zellen (23) nicht immobilisiert werden kénnen (Fig. 4).
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Tradgerplatte und Verfahren zur Durchfiihrung funktioneller Tests

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Trdgerplatte zur Durch-
fiilhrung funktioneller Tests an biologischen Zellen, mit einem
Array von MeBpunkten, an denen die Zellen interagieren und bin-
den konnen, wobei die MeBpunkte durch Bereiche der Trédgerplatte
voneinander getrennt sind, an denen die Zellen nicht immobili-
siert werden konnen und an den MeBpunkten Fangermolekiile immo-
bilisiert sind, an die die Zellen mittels ihrer Zelloberfld-

chenmolekiile binden konnen.

Eine derartige Trédgerplatte ist aus der WO 97/45730 bekannt.
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Die bekannte Tr&dgerplatte enthdlt ein nicht einheitlich geprig-
tes Array von Chemikalien, auf das Zellen zur Untersuchung der
Interaktion der Chemikalien mit den Zellen ausgesdt werden. Des
weiteren wird ein Verfahren zur Herstellung eines solchen Ar-~
rays beschrieben, bei dem eine Tr&dgerplatte aus Glas, Plastik
oder Silicon chemisch derart behandelt wird, daf insgesamt eine
hydrophobe Oberfldche entsteht, auf der mittels der Inkjet-

technologie gezielt hydrophile Stellen erzeugt werden.

Diese hydrophilen Stellen, die als "Wells" bezeichnet werden,
enthalten funktionale Gruppen, die entweder selber Zellen bin-
den oder mit Molekiilen besetzt werden, die ihrerseits dann Zel-

len binden.

Mit derartigen Trédgerplatten konnen funktionelle Tests an bio-
logischen Zellen durchgefiihrt werdeh, wie sie allgemein aus dem
Stand der Technik bekannt sind; diese Verfahren werden bei-

spielsweise fiilr Pharmascreening eingesetzt.

Die bekannten Verfahren werden h&ufig in sogenannten Mikro-
titer-Platten durchgefiihrt, bei denen es sich um kleine Zell-
kulturgefdBe mit normierten, rechteckigen oder runden AbmaBen
handelt. Die ZellkulturgefdBe weisen in Reihen und Spalten an-
geordnete Kavitdten (Wells) auf, in die die Liganden, die Zel-
len und die Testsubstanzen einzeln hineinpipettiert werden miis-
sen. Nach erfolgter Inkubation erfolgt eine Analyse des Test-
ergebnisses, indem die Mikrotiter-Platte entweder einzeln oder
Kavitdt £fiir Kavitdt analysiert wird. Dabei kann u.a. sowohl im
Durchlicht- als auch im Auflichtverfahren gemessen werden, wo-
bei als MeBparameter z.B. die optische Dichte oder die Fluores-

zenz eines Reporterkonstruktes genommen wird.
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Auf diese Weise kann die Reaktion von Zellen auf bestimmte
pharmazeutische Prédparate gemessen werden, wobei die Zellen da-
bei zus&dtzlich durch bestimmte Liganden stimuliert werden k&n-

nen.

Bei dem bekannten Verfahren ist vor allem von Nachteil, daB es
sehr zeitaufwendig ist und groBe Mengen an Substanzen erfor-

dert.

Andererseits ist bei dem bekannten Verfahren von Vorteil, daB
es zwischen den einzelnen Kavitdten zu keinem Ubersprechen
kommt, denn die einzelnen TestlOsungen sind durch die Stege

zwischen den einzelnen Kavit&dten gegeneinander isoliert.

Insbesondere filir die Durchfiihrung einer Vielzahl von Messungen
mit Zellen, die z.B. aus einer Biopsie stammen und daher nicht
in beliebiger Anzahl zur Verfiigung stehen, ist das bekannte

Verfahren nicht geeignet.

Um die eingesetzte Substanzmenge zu reduzieren, beschreibt die
US 5,989,835 die Verwendung einer sogenannten Mikroplatte von
20 x 30 mm GroBe und mit MeBpunkten von 100 bis 200 um Durch-
messer und 500 um Mittenabstand. Die Mikroplatten bestehen aus
coplanaren Schichten aus Materialien, an die die zu untersu-
chenden Zellen adhédrieren. Auf diesen Schichten ist ein Muster
von weiteren Materialien angebracht, an die die Zellen nicht
adhdrieren. Der genaue Aufbau dieser Mikroplatten ist in diesem
Dokument nicht beschrieben, es wird lediglich erwdhnt, daB die
Mikroplatten auch eine dreidimensionale Oberfldche mit einem
entsprechenden Muster aufweisen konnen, also im wesentlich Mi-

krotiter-Platten mit verkleinerten AbmaBen sind.
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Das verglichen mit den Mikrotiter-Platten kleinere Format fiihrt
dazu, daB die Menge an eingesetzten Substanzen minimiert und
die Lagerung sowie Handhabung wdhrend der Versuche erleichtert
wird. Ferner ist eine bessere optische Aufldsung erreichbar,
wenn die Mikroplatte als Ganzes mit einer CCD-Kamera optisch

vermessen wird.

Diese Mikroplatten werden gemdB dieser Druckschrift in einem
automatisierten Verfahren fiilr die Analyse von fluoreszenz-
markierten Zellen eingesetzt, deren Reaktion auf verschiedene
Substanzen z.B. im Rahmen der Pharmakaforschung getestet werden

soll.

Die adhédrenten Zellen werden dazu mit einer oder mehreren Sub-
stanzen behandelt und nach der Inkubation an jedem MeBpunkt mit
einem Fluoreszenzmikroskop bildm&Big erfaBt. Die optischen Da-
ten werden dann digitalisiert und daraufhin ausgewertet, welche
Wirkung die Substanz auf die getestete biologische Funktion

hat.

Zwar erwdhnt das genannte Dokument die Anordnung von MeBpunkten
auf coplanaren Schichten, in den Ausfiihrungsbeispielen werden
jedoch Mikrotiter-~Platten mit verkleinertem Format eingesetzt.
Diese Mikroplatten weisen 2zwar den genannten Vorteil bei der
Substanzeinsparung und Handhabung auf, die sehr kleinen Kaviti-

ten bringen jedoch auch Nachteile mit sich.

Nach Erkenntnis der Erfinder der vorliegenden Anmeldung erh&hen
sich bei immer kleiner werdenden Kavit&dten zum einen die Ober-
fldchenspannungen, wodurch auf die untersuchten Zellen ein gro-

Ber StreB ausgeiibt wird. Zum anderen ist es schwierig bis un-
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mdglich, in kleine Kavitdten von 100 bis 200 um Durchmesser
noch eine homogene Verteilung von Zellen einzubringen, so daB
im Gegensatz zu der Aussage in diesem Dokument die Handhabung

insbesondere beim Pipettieren erheblich erschwert wird.

Auch bei der aus der eingangs erwdhnten WO 97/45730 bekannten
Trdgerplatte kann die eingesetzte Substanzmenge reduziert wer-
den, nach Erkenntnis der Erfinder der vorliegenden Anmeldung
haben die beschriebene Trédgerplatte sowie die mit ihr durch-
filhrbaren Verfahren jedoch den Nachteil, daB ein Ubersprechen
zwischen benachbarten Wells nicht zuverldssig verhindert werden
kann. Insbesondere wenn auf kleinem Raum in den verschiedenen
Wells jeweils verschiedene Zelltypen immobilisiert werden, um
beispielsweise eine Testsubstanz gegen verschiedene Zelltypen
zu screenen, ist die bekannte Testplatte wvon Nachteil, da ein
Ubersprechen nicht ausgeschlossen werden kann, was zu falsch-

positiven sowie falsch-negativen Ergebnissen fiihren kann.

Vor diesem Hintergrund ist es Aufgabe der vorliegenden Erfin-
dung, eine Trédgerplatte der eingangs genannten Art bereitzu-
stellen, bei der die oben genannten Nachteile vermieden werden.
Insbesondere soll es m6glich sein, sichere funktionelle Messun-
gen an biologischen Zellen durchzufiihren, ohne daB groBe Mengen
an Substanzen eingesetzt werden miissen. Dariiber hinaus sollen
eine Vielzahl von unterschiedlichen Messungen und Tests auch
parallel durchfiihrbar sein, ohne den Handhabungsaufwand zu er-

hohen, oder daB die Gefahr des Ubersprechens besteht.

Bei der eingangs genannten Trdgerplatte wird diese Aufgabe er-

findungsgemdf dadurch geldst, daB die Trdgerplatte r&dumlich
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voneinander getrennte, erhabene Abschnitte aufweist, auf denen

jeweils zumindest ein MeBpunkt vorgesehen ist.

Die der Erfindung zugrunde liegende Aufgabe wird auf diese Wei-

se vollkommen geldst.

Durch die erhabenen Abschnitte, die nach Art eines Zapfens aus-
gefiihrt sein k&nnen, der jeweils eine im wesentlichen planare
Stirnfldche aufweist, wird ein Ubersprechen zwischen auf ver-
schiedenen Zapfen angeordneten MeBpunkten effizient vermieden.
Durch die r&dumliche Trennung, also durch Vertiefungen zwischen
den einzelnen Zapfen bzw. erhabenen Abschnitten, k&nnen auf
einem Zapfen nicht hinreichend immobilisierte Zellen nicht zu
MeBpunkten auf benachbarten Zapfen gelangen, sie fallen viel-
mehr in die Vertiefungen zwischen den Zapfen. Durch die neuar-
tige Konstruktion der Trdgerplatte wird also die im Stand der
Technik bei planaren Trdgersystemen bestehende Gefahr des Uber-
sprechens zwischen benachbarten MeBpunkten unterbunden. Durch
selektive Modifizierung der Stirnfld&che der Zapfen mit Molekii-
len, die die Adhé&sion von Zellen bzw. bestimmter Zelltypen f&r-

dern, 18Bt sich dieser Vorteil noch verstéarken.

Nach dem Immobilisieren der Zellen auf den Stirnfldchen der
Zapfen kann die Trédgerplatte mit den Zapfen umgedreht werden.
Nach Abwaschen nicht adhdrenter Zellen kann die Trdgerplatte
mit den Zapfen nach unten in ein GefdB mit einer Testsubstanzen
enthaltenden LOsung eingetaucht werden, um Zellen durch Test-
substanzen zu stimulieren. Entsprechend kann eine Co-
Kultivierung verschiedener, auf den Zapfen immobilisierter Zel-
len mit anderen Zellen im GefdB durchgefiihrt werden. Auf diese

Weise ist auch ein paralleles Screening von Antik&rpern gegen
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Zelloberfldchenmolekiile unterschiedlicher Zelltypen m&glich,
wobei auf jedem Zapfen jeweils ein einzelner Zelltyp immobili-
siert ist. Die Detektion von Ver&nderungen der auf den Zapfen
immobilisierten Zellen ist nach Entnahme der Trédgerplatte und
damit der Zapfen aus dem Gef&dB mit bekannten Methoden méglich,

die z.B. in der WO 97/45730 beschrieben sind.

Durch die bei der Durchfilhrung der oben beispielhaft beschrie-
benen biologischen Tests gewdhlte Anordnung der Trédgerplatte
mit den nach unten weisenden Zapfen wird die MOglichkeit des
Ubersprechens weiter reduziert, denn nichtimmobilisier-~
te/adhdrente Zellen gehen durch die Schwerkraftwirkung von der
Trédgerplatte ab, so daB nach der Inkubation mit der Testl&sung
und der Entnahme der Tréagerplatte auf den MeBpunkten nur noch
immobilisierte Zellen vorhanden sind, die zum einen beispiels-
weise durch auf den Zapfen immobilisierte F&ngermolekiile
(Liganden, AntikOrper etc.), und zum anderen durch im Gef&B

vorhandene Testsubstanzen co-stimuliert wurden.

Es seli noch erwdhnt, daBl die Fdngermolekiile im einfachsten Fall
eine Oberfldchenbeschichtung darstellen, auf der Zellen adh&-

rent anwachsen kénnen.

Durch die Immobilisierung der 2zu untersuchenden biologischen
Zellen ilber ihrerseits an den Stirnfldchen der Zapfen immobili-
sierte Fdngermolekiile konnen mit der neuen Tr&gerplatte aber
nicht nur adhdrente Zellen, sondern auch nicht adhdrente Zellen
wie z.B. T-Zellen untersucht werden, die iiber ihre Zelloberfld-~
chenrezeptoren mittels spezifischer Fédngermolekiile immobili-

siert werden kdnnen.
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Das Problem, geringe Mengen an Zellsuspension auf die Stirnfli-
chen der Zapfen aufzubringen, kann dadurch geldst werden, daB
diese Stirnfldchen mittels Mikrodosiersystemen mit F&ngermole-
killen beschichtet werden, an die nur bestimmte Zellen eines
oder mehrerer Zelltypen aus der Zellsuspension binden. Die
Handhabung wird dadurch deutlich erleichtert, daB die Zellen
nicht mehr nacheinander auf die MeSBpunkte aufgebracht werden
miissen, sondern daB sie lediglich auf die Tr&dgerplatte aufgege-
ben werden miissen, die z.B. als Zapfen oder Stempel tragende
Bodenplatte eines ZellkulturgefdBes ausgebildet sein kann. Auf
diese Weise ist lediglich ein einziger Pipettierschritt erfor-
derlich, um s&mtliche MeBpunkte eines Arrays mit Zellen zu ver-

sorgen.

Die Zapfen und damit die MeBpunkte befinden sich jetzt in einer
groBen Kavitdt, so daB das aus dem Stand der Technik bekannte
Problem der Oberfldchenspannung beseitigt ist, wobei anderer-
seits auch eine homogene Verteilung der Zellen in dieser groBen
Kavitdt leicht erreichbar ist, ohne daB die Zellen einem mecha-

nischen StreB ausgesetzt werden miissen.

Um eine alternative MOglichkeit zum schnellen und einfachen Be-
schichten der Stirnfldchen der Zapfen mit unterschiedlichen
Fédngermolekiilen und zum Aufbringen unterschiedlicher Zellen zu
schaffen, betrifft die Erfindung ferner eine Dosierplatte fiir
eine neue Trédgerplatte, wobei die Dosierplatte den Zapfen ent-
sprechende Bohrungen aufweist, so daB bei aufgesteckter Dosier-
platte die Zapfen mit ihren Stirnseiten die Bohrungen nach un-

ten abschlieBen und in den Bohrungen Kavitdten/Wells bilden.
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Vor dem Ausbringen der Zellen wird sozusagen iiber jedem Zapfen
eine eigene Kavitdt gebildet, die zum Beschichten und/oder Aus-
bringen von Zellen auf die Stirnseite der Zapfen dient. Die
Zapfen konnen dabei zumindest im Bereich ihrer Stirnseite ko-
nisch ausgebildet sein, wobei die Bohrungen in der Dosierplatte
ebenfalls entsprechend konisch sind, so daB sich eine gute Ab-
dichtung der beim Aufstecken der Dosierplatte auf die Zapfen

gebildeten Kavit&dten nach unten erreichen 1l&Bt.

Mit anderen Worten, die Stirnfldche der Zapfen dient als Boden
einer Kavitdt in einer auf die Trdgerplatte aufgesetzten Do-
sierplatte mit Bohrungen im RastermaB der Zapfen. Die Kavitaten
lassen sich mit etablierten Dosiersystemen mit F&ngermolekiilen
und Zellen befiillen. Nach Entfernen der Dosierplatte dienen die
beschichteten und mit Zellen besiedelten Zapfen wieder als er-
habene Strukturen, wie dies oben beschrieben wurde. Auf diese
Weise konnen einfach, schnell und zuverlédssig verschiedene Zap-
fen, d.h. unterschiedliche MeBpunkte mit unterschiedlichen F&n-
germolekiilen beschichtet und unterschiedlichen Zellen besiedelt

werden.

An den MeBpunkten konnen damit also identische oder unter-
schiedliche F&ngermolekiile sowie identische oder unterschiedli-

che Testsubstanzen immobilisiert werden.

Auf diese Weise ist es z.B. m8glich, ein Array von MeBpunkten
bereitzustellen, mit dem an identischen Zellen zeitgleich die
unterschiedlichsten Messungen durchgefiihrt werden kénnen. Dabei
wird die Co-Stimulation durch die F&dngermolekiile, die die Li-

ganden aufweisen, sowie die Testsubstanzen erfaBt.



WO 02/02226 PCT/EP01/07720

10

Wenn die Testsubstanzen an den MeBpunkten immobilisiert werden,
ist es nicht zwingend erforderlich, die MeBpunkte auf Zapfen
anzuordnen, hier kann auch eine wie aus der eingangs erwdhnten
WO 97/45730 bekannte Trennung der unterschiedlichen MeBpunkte

tragenden Bereiche vorgenommen werden.

Vor dem Hintergrund dieser Druckschrift ist auch die Immobili-
sierung von Testsubstanzen an den MeBpunkten nicht nur neu son-
dern auch fiir sich genommen erfinderisch, denn auf einfache
Weise 1ldBt sich die Co-Stimulierung der Zellen durch Test-
substanzen und Féngermolekiile/Liganden iiberpriifen. Durch geeig-
nete Versuchswahl kann dabei die Gefahr des Ubersprechens deut-

lich reduziert werden.

Ferner ist es auch mdglich, die Testsubstanzen in Ldsung zuzu-

geben, sie also nicht an den MefBpunkten zu immobilisieren.

Die Testsubstanz kann dabei ein pharmazeutischer Werkstoff
sein, dessen Einflufl auf die immobilisierten Zellen getestet
wird, oder ein Antikdrper, der gegen Zelloberfldchenrezeptoren
der Zellen gescreent wird. Bei einem Screening von Antikdrpern
werden auf den verschiedenen Zapfen jeweils verschiedene Zell-
typen immobilisiert, so daB mittels einer ortsaufgeldsten Mes-
sung ermittelt werden kann, welche Zelltypen Oberflédchenrezep-

toren filir den untersuchten AntikSrper aufweisen.

Andererseits ist es auch mdéglich, daB die Testsubstanz Zellen
umfaBt, deren Wechselwirkung mit den immobilisierten Zellen un-
tersucht werden soll. Dieses MeBverfahren ist als Co-Kultur

prinzipiell aus dem Stand der Technik bekannt.
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Bei den bekannten Co-Kulturverfahren werden verschiedene Zell-
arten aus dem gleichen oder unterschiedlichen Geweben in einer
gemeinsamen N&hrldsung geziichtet, wobei die unterschiedlichen
Zellen durch eine Membran oder eine mit Medium gefiillte Diffu-
sionsstrecke voneinander getrennt angeordnet werden, um den di-
rekten Kontakt der Zellmembranen der verschiedenen Zelltypen zu
verhindern, da dies das MeBergebnis negativ beeinfluft. Bei den
bekannten Verfahren und Vorrichtungen fiir derartige Co-
Kulturmessungen ist von Nachteil, daB diese sehr arbeitsaufwen-
dig und kostenintensiv sind, so daB sie nur in geringen Stiick-

zahlen parallel durchgefiihrt werden kénnen.

Mit der neuen Trédgerplatte lassen sich aufgrund der einfachen
M6glichkeit der Miniaturisierung der Zapfendimensionen auch Co-
Kulturverfahren an hoch durchsatzfdhige Testformate - Platten
mit 96 oder 384 Wells - anpassen. AuBerdem lassen sich damit
auch neuartige Co-Kulturverfahren durchfilhren, bei denen die
Zapfen beispielsweise mit einem Zelltyp oder mehreren Zelltypen
belegt sind. Diese Zellen kdnnen von sich aus aufgrund einer
Vorbehandlung einer Teilinhibition unterliegen, so daB sich auf
der Stirnseite der Zapfen nur eine Zellmonolage ausbildet. Da-
durch wird eine Kreuzkontamination zwischen den Zellen auf be-
nachbarten Zapfen und eine Kontamination der im GefdB vorlie-
genden Zellkultur durch von den Zapfen herabfallende Zellen
vermieden. Die Zellen sind damit auf kiirzester Distanz rdumlich
voneinander getrennt, so daB aussagekrdftige Messungen durchge-

fiihrt werden konnen.

Auf benachbarten Zapfen konnen unterschiedliche Zelltypen immo-
bilisiert werden, wobei in dem Kulturgef&dB, in das die Zapfen

dann von oben eingetaucht werden, eine weitere Zellart vorhan-
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den ist. Auf diese Weise sind auch bisher nicht durchfiihrbare,
multivariante Co-Kulturen mdglich, bei denen eine Wechselwir-
kung von mehr als zwei Zelltypen aufeinander in einem einfachen
TestgefdB mit rdumlich getrennten unterschiedlichen Zelltypen
im selben KulturgefdB iiberpriift werden kann. Beispielsweise
k6nnen mit dem beschriebenen System Co-Kulturexperimente mit
auf benachbarten Zapfen immobilisierten, r&umlich getrennten
Referenz- und Testzellen im selben Zellkulturgef&B durchgefiihrt
werden, bei denen die Referenzzellen einen internen Standard
darstellen, der beim biologischen Test identischen Bedingungen
wie die zu analysierenden Zellen ausgesetzt war. Der direkte
Bezug der Testergebnisse der analysierten Zellen auf Ergebnisse
bei den Referenzzellen nach Kultur in derselben Umgebung er-
leichtert die Interpretation der MeBdaten und reduziert die

Streuung der Testergebnisse.

Dariiber hinaus konnen Dosis-Wirkungskurven von beispielsweise
pharmakologisch oder toxikologisch aktiven Substanzen oder an-
deren biologisch aktiven Verbindungen gepriift werden, wenn bei-
spielsweise der LOsung zusdtzlich diese Substanzen zugefiigt
werden, die die Wechselwirkung zwischen den immobilisierten und

den in LOsung befindlichen Zellen beeinflussen kénnen.

Allgemein ist es beispielsweise mdglich, aus einer nicht homo-
genen Zellsuspension unterschiedliche Zellen iiber zellspezifi-
sche Fédngermolekiile an einzelne MeBpunkte zu binden. Es ist
z.B. m8glich, das Neuritenwachstum in An- und Abwesenheit von
Integrinspezifischen AntikOrpern 2zu messen oder die Cytokin-

Sekretion von T-Zellen zu erfassen.
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Im Rahmen eines Allergietestes ist es auch mdglich, bestimmte
Allergene auf den MeBpunkten zu immobilisieren wund Vollblut
oder Zellfraktionen als Zellsuspension zu verwenden, um zu
liberpriifen, ob das Individuum, von dem das Vollblut stammt, auf

die Allergene reagiert.

Wenn die Reaktion einer bestimmten Zellinie auf eine bestimmte
Testsubstanz {iiberpriift werden soll, werden unterschiedliche
Fadngermolekiile an den MeBpunkten/Zapfen immobilisiert, um die
Reaktion auf die Testsubstanz bei unterschiedlicher Interaktion

mit der Umgebung testen zu kdnnen.

Selbstverstdndlich muB die Anordnung der verschiedenen F&nger-
molekiile und/oder Testsubstanzen in dem Array bekannt sein.
Hierzu wird das Array mit konventionellen Geriten fiir Kontakt-
printing oder Inkjettechnologie hergestellt, die die Erzeugung
von MeBpunkten mit sehr kleinen Durchmessern und sehr geringen

Randabstédnden zulassen.

In diesem Zusammenhang beschreibt die US 5,985,551 die Herstel-
lung eines Arrays von funktionalisierten Bindungsstellen auf
einer Trégeroberfldche. Dabei wird auf einer kovalent gebunde-
nen Schicht von inertem Siloxam ein Array von 10 bis 10* Stel-
len/Quadratzentimeter definiert, an denen die kovalent gebunde-
ne Schicht nicht vorhanden ist. Die Stellen haben einen Durch-
messer von 50-2000 um, wobei sich chemische Reaktionsl&sungen
infolge von Oberfldchenspannungen an diesen MeBstellen lokali-

sieren.

Als Anwendung werden Oligonucleotid-Sonden-Arrays sowie Peptid-

Arrays beschrieben, mit denen verschiedene Analysen durchfiihr-
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bar sind. Das Ubersprechen wird hier dadurch verhindert, daB

jede MeBstelle von einem eigenen, hydrophoben Wall umgeben ist.

Bei der neuen Trédgerplatte ist in diesem Zusammenhang bevor-
zugt, wenn die MeBpunkte einen Durchmesser zwischen etwa 200 um
und etwa 4000 pm aufweisen, wobei die MeBpunkte vorzugsweise
einen Randabstand zwischen etwa 300 ym und etwa 700 um aufwei-

seln.

Weiter ist es bevorzugt, wenn jeder Zapfen an seiner Stirnseite

eine Fliache von 1-5 mm?’ aufweist.

Auf diese Weise lassen sich sehr kompakte Mikroarrays mit sehr
kleinen MeBpunkten erzeugen, die jedoch auf im wesentlichen
planaren, erhabenen Abschnitten der Tr&dgerplatte angeordnet
sind, so daB sie keine Kavitdten bilden, sondern in einer gro-

Ben Kavitdt liegen.

Auf diese Weise wird zum einen der Einsatz der Substanzen mini-
miert, zum anderen aber werden die Nachteile vermieden, die mit
kleinen Kavit&dten verbunden sind und das Handling beim Pipet-
tieren sowie die Oberfl&dchenspannungen und den StreB fiir die

Zellen betreffen.

Dabei kann jeder Assay, der ortsaufgeldst iber Zelleigenschaf-
ten Auskunft gibt, zum Auslesen eingesetzt werden. Es koénnen
z.B. GFP-Reporterassays, morphometrische Analysen (Neuriten-
wachstum, Differenzierung, Proliferation), Cytoskelettverdnde-

rungen, Bewegungen etc. beobachtet werden.



WO 02/02226 PCT/EP01/07720

15

Ferner kénnen Funktionstests fir Zellkulturzellen nach Gen-
transfer implementiert werden, um zu untersuchen, welches Gen-
produkt die Morphologie verdndert. Dariiber hinaus ist ein Adhi&-
sions- und Proliferationsscreening, z.B. zur Charakterisierung
von Krebszellen, moglich. Ferner kann das Potential zur Me-
tastasierung abgeschédtzt und der Differenzierungszustand be-
stimmt werden. Neben der Diagnostik und dem Krebszellscreening
konnen auch Substanzen getestet werden oder die Beeinflussung
von second messenger Systemen {iber ECM-Rezeptoren untersucht

werden.

Insgesamt bietet die neue Tradgerplatte eine unbegrenzte M&g-
lichkeit fiir funktionelle Untersuchungen an biologischen Zellen

mit geringem Substanzeinsatz und einfachem Handling.

Dabei ist es bevorzugt, wenn die Féngermolekiile ausgewdhlt sind
aus der Gruppe: Proteine, wie z.B. Komponenten extrazellulérer
Matrixproteine (Fibronectin, Laminin, Collagen, Zelloberfl&-
chenproteine, Rezeptoren, Liganden), Poly-Lysin, Peptide aus
Lamininsequenzen, Kontrollpeptide, Kontrollproteine, Peptidomi-

metica, Polymere, Lektine, Antikdrper, Antigene und Allergene.

Die Testsubstanzen sind vorzugsweise ausgewdhlt aus der Gruppe:
Pharmazeutische Prédparate, AntikOrper, Substanzen, die die
Zelleigenschaften beeinflussen, Botenstoffe, Wachstumsfaktoren,

Antigene.

Besonders bevorzugt ist es, wenn die Trédgerplatte aus einem Ma-
terial gefertigt ist, das ausgewdhlt ist aus der Gruppe: Glas

und Kunststoff, insbesondere Polystyrol und/oder Silikon.
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Bei dieser MaBnahme ist von Vorteil, daB sich auf einfache Wei-
sé auch Durchlichtmessungen durchfiihren lassen, wobei sich auf
Glas und Kunststoff in bevorzugter Weise funktionalisierte
Oberfldchen vorsehen lassen, auf denen die Fédngermolekiile
und/oder Testsubstanzen leicht immobilisiert werden kénnen.
Ferner ist es auf einfache Weise méglich, die funktionalisier-
ten Oberfl&dchen in den Bereichen zwischen den Zapfen und/oder
MeBpunkten zu blocken, so daB dort keine Zellen adh&rieren k&n-

nen.

Die funktionalisierte Oberfldche ist dabei ausgewdhlt aus der
Gruppe: Aldehydaktivierte Oberfldche, epoxidaktivierte Oberfli-
che, aminosilanisierte Oberfldche, Poly-D-Lysin beschichtete

Oberfldche, Protein-beschichtete Polystyroloberfl&che.

Weiter ist es bevorzugt, wenn nicht immobilisierte Zellen vor
dem Erfassen der Zelleigenschaften durch Waschen von der Tra-

gerplatte entfernt werden.

Auch auf diese Weise kann noch besser verhindert werden, daB
Zellen sozusagen von einem zum anderen MeBpunkt wandern und auf

diese Weise ein falsches Ergebnis vort&duschen.

Die neuen Trégerplatten kdnnen fiir bestimmte Assays vorbereitet
und als solche kommerziell vertrieben werden. Dabei ist es mdg-
lich, Tr&agerplatten fiir Allergietests, Krebszellscreening etc.
vorzubereiten, indem die Tr&gerplatten mit bestimmten Finger-
molekiilen versehen werden, wobei ferner zusammen mit den F&n-
germolekiilen auch Testsubstanzen auf den MeBpunkten/Zapfen im-

mobilisiert sein koénnen. Es ist jedoch auch m&glich, die Test-
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substanzen nach Art eines Kits zusammen mit den Trdgerplatten

auszuliefern.

Bei den Trdgerplatten ist es dabei bevorzugt, wenn sie vorzugs-
weise durch Bestrahlen mit UV-Licht oder Gamma-Strahlung steri-
lisiert sind, wobei sie weiter vorzugsweise durch Inkubieren
mit PBS rehydriert und ferner vorzugsweise feucht verpackt

sind.

Auf diese Weise ist es moglich, eine vorbereitete Trédgerplatte
iiber Wochen und Monate vorrdtig zu halten, ohne daB eine Konta-

mination oder das Risiko des Austrocknens besteht.

Mit der neuen Trédgerplatte ist es somit erstmals mdglich, stan-
dardisierte Assays durchzufiihren und die dazu verwendeten Tri-
gerplatten sowie modglicherweise auch die Testsubstanzen in L&~

sung als Kit zu erwerben.

Vor dem Hintergrund der obigen Ausfiihrungen betrifft die vor-
liegende Erfindung ferner ein Verfahren zur Durchfiihrung funk-
tioneller Tests an biologischen Zellen, bei dem die Zellen auf
die neue Trédgerplatte ausgebracht werden, die immobilisierten
Zellen in einer LOsung kultiviert werden, die eine Testsubstanz
enthdlt, deren EinfluB auf die Zellen untersucht werden soll,

und die beeinfluBten Zellen ortsaufgeldst erfaBt werden.

In einem Ausfilhrungsbeispiel werden dabei solche Zelleigen-
schaften ortsaufgeldst erfaBt, die iiber eine Co-Stimulation der
Zellen durch Féngermolekiile und Testsubstanzen beeinfluB3bar

sind.
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In einem weiteren Ausfiihrungsbeispiel kann die Testsubstanz An-
tikdrper umfassen, die gegen Zelloberfldchenrezeptoren der Zel-

len gescreent werden.

In einem weiteren Ausfiihrungsbeispiel kann die Testsubstanz
Zellen umfassen, deren Wechselwirkung mit den immobilisierten
Zellen untersucht wird, wobei die L&sung ferner Substanzen um-~

fassen kann, die die Wechselwirkung beeinflussen.

Weitere Vorteile ergeben sich aus der Beschreibung und der bei-

gefiigten Zeichnung.

Es versteht sich, daB die vorstehend genannten und die nach-
stehend noch zu erl&@uternden Merkmale nicht nur in den jeweils
angegebenen Kombinationen, sondern auch in anderen Kombinatio-
nen oder in Alleinstellung verwendbar sind, ohne den Rahmen der

vorliegenden Erfindung zu verlassen.

Ausfiihrungsbeispiele der Erfindung sind in der Zeichnung darge-
stellt und werden in der nachfolgenden Beschreibung n#her er-

ldutert. BEs zeigen:

Fig. 1 eine Trédgerplatte mit MeBpunkten in schematischer
Draufsicht;
Fig. 2 einen nicht maBstabsgetreuen Schnitt durch die Tri-

gerplatte aus Fig. 1;

Fig. 3 in einer Darstellung wie Fig. 2 ein Ausfiihrungs-

beispiel einer neuen Trdgerplatte;
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Fig. 4 in einer Darstellung wie Fig. 2 eine als Bodenplatte
eines ZellkulturgefédBes ausgebildete erfindungsgemi-

Be Trégerplatte mit Zapfen;

Fig. 5 in einer Darstellung wie Fig. 3 die Verwendung der

Trdgerplatte aus Fig. 4;

Fig. 6 eine Trédgerplatte wie in Fig. 4, die mit einer ab-

nehmbaren Dosierplatte versehen ist; und

Fig. 7 eine perspektivische Darstellung von Trédgerplatte
und Dosierplatte aus Fig. 6 im zusammengesteckten

und auseinandergenommenen Zustand.

In Fig. 1 ist mit 10 eine rechteckige Trdgerplatte aus Glas
oder Kunststoff bezeichnet, auf der hier beispielhaft einige
MeBpunkte 11 angeordnet sind, an denen in Fig. 1 nicht darge-
stellte biologische Zellen immobilisiert werden k&nnen. Zwi-
schen den MeBpunkten 11 sind Bereiche 12 der Trédgerplatte 10
vorgesehen, an denen die biologischen Zellen nicht immobilisie-

ren.

Die MeBpunkte 11 haben einen Durchmesser 14 von 600 bis 800 um
und einen Randabstand 15 von 400 bis 200 um, so daB sich ein
Mittenabstand von 500 um ergibt. Auf diese Weise sind auf einer
Trdgerplatte 10 mit einer Kantenldnge von 1 cm 100 MeBpunkte

unterzubringen.

Wie es in der prinzipiellen Seitenansicht der Fig. 2 gezeigt
ist, kann die Trdgerplatte 10 als Bodenplatte eines Zellkultur-
gefédBes 16 ausgebildet sein. Die Trédgerplatte 10 trdgt auf ih-
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rem planaren Abschnitt 17 eine funktionalisierte Oberfliche 18,
an der in den MeBpunkten Fédngermolekiile 19 immobilisiert sind.
Uber immobilisierte Linker 21 sind in den MeBpunkten ferner

Testsubstanzen 22 immobilisiert.

An die Féngermolekiile 19 sowie die Testsubstanzen 22 binden
biologische Zellen 23, deren Reaktion auf die Co-Stimulierung
durch die Fédngermolekiile 19 sowie die Testsubstanzen 22 unter-

sucht werden soll.

In den Bereichen 12 zwischen den MeBpunkten 11 ist die funktio-
nalisierte Oberfldche 18 durch Molekiile 24 geblockt, so daB die
Zellen 23 nur im Bereich der MefBpunkte 11 immobilisiert werden

konnen.

In Fig. 3 ist ein erfindungsgemédBes Ausfiihrungsbeispiel der
Trdgerplatte 10 gezeigt, die hier erhabene Bereiche in Form von
zZapfen 25 trdgt, auf denen Jjeweils als Stirnfl&che ein planarer
Abschnitt 17 vorgesehen ist, der wie in Fig. 2 gezeigt mit ei-
ner funktionalisierten Oberfldche versehen ist, auf der einzel-
ne MeBpunkte 11 ausgebildet sind. Die Fldche des Abschnittes 17
betrdgt hier beispielsweise 1,6 x 1,6 mm?, kann aber auch deut-
lich kleiner sein. Ein Zapfen kann beispielsweise eine H8he von

1 mm haben.

Die MeBpunkte 11 umfassen in dem gezeigten Beispiel nur Fénger-
molekiile 19, an die sich Zellen 23 anlagern, die Testsubstanzen
22 befinden sich in einer L&sung 26, die in einem Kulturgefdl

27 enthalten ist.
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Die Trédgerplatte 10 ist mit den planaren Abstinden 17 nach un-
ten von oben auf das KulturgefdB 27 aufgelegt, so daB die Zap-
fen 25 in die L&sung 26 hineinragen. Durch die Schwerkraft 18-
sen sich jetzt nicht immobilisierte Zellen 23 von den Zapfen 25
ab, wdhrend die an den MeBpunkten 11 immobilisierten Zellen 23
mit den frei in der LOsung 26 vorhandenen Testsubstanzen 22 in-

teragieren.

Nach Ende der Inkubation wird die Trégerplatte 10 nach oben von
dem KulturgefdB 27 abgenommen, wobei auf den Zapfen 25 nur sol-
che Zellen 23 verbleiben, die eine Co-Stimulierung durch die
Fdngermolekiile 19 und die Testsubstanzen 22 erfahren haben. Auf
diese Weise wird ein Ubersprechen zwischen benachbarten MeB-

punkten 11 vermieden.

In Fig. 4 ist in einer Darstellung wie Fig. 2 eine Trégerplatte
10 gezeigt, die als Bodenplatte eines ZellkulturgefdBes 16 aus-
gebildet ist. In Fig. 4 sind erfindungsgem&B auf der Tréger-
platte 16 Zapfen 25 angeordnet, die an ihrer Stirnseite 28 eine
funktionalisierte Oberfldche besitzen, an die Zellen 23 adhd-
rieren. Die Zapfen 25 sind in Fig. 4 vollstédndig in einer L&-
sung 29 untergetaucht. Das Aufbringen der Zellen 23 kann entwe-
der dadurch erfolgen, daB die Zellen 23 frei in der L&sung 29
vorhanden sind und sich gleichmdBig auf den Stirnseiten 28 nie-
derschlagen. In diesem Falle werden alle Zapfen 25 mit Zellen

identischen Typs besiedelt.

Andererseits konnen die Stirnseiten 28 verschiedener Zapfen 25
auch mit Zellen verschiedenen Typs besiedelt werden, wozu die
Zellen mit einer bei 31 lediglich schematisch angedeuteten Ka-

pillare individuell auf die Stirnseiten 28 gegeben werden, wo
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sie adhdrieren. Zellen 23, die nicht adhdrieren und/oder im
UberschuB zugegeben werden, sinken in vertiefte Zwischenriume

32, die die Zapfen 25 rdumlich voneinander trennen.

Auf diese Weise ist sichergestellt, daB auf den Stirnseiten 28

die gewlinschten Zellen 23 immobilisiert sind.

Lediglich der Vollsté@ndigkeit halber sei noch darauf hingewie-
sen, daB die Trennung der Mefipunkte voneinander auf der Stirn-
seite 28 eines Zapfens 25 dadurch erfolgt, daB die funktionali-
sierte Oberfldche 18 aus Fig. 2 in den Bereichen 12 zwischen
den MeBpunkten 11 geblockt ist. Durch die Zwischenr&dume 32 zwi-
schen den Zapfen 25 erfolgt eine weitere, r&dumliche Trennung,
die verhindert, daB Zellen 23 von einem Bereich von MeBpunkten
11 zu einem anderen Bereich von MeBpunkten 11 gelangen, was zu
einem Ubersprechen und damit zu einer Verfdlschung der MeB-

ergebnisse filhren kénnte.

In die Losung 29 kénnen nun beispielsweise Testsubstanzen gege-
ben werden, deren Reaktion auf die Zellen 23 getestet werden
soll. Nach einer entsprechenden Inkubation wird die L&sung 29
entfernt, woraufhin die Zellen 23 auf den Zapfen 25 ortsaufge-
16st beziiglich bestimmter Zelleigenschaften vermessen werden,
wozu beispielsweise auch Reporterassays verwendet werden kon-

nen.

Wenn auf den Zapfen 25 verschiedene Zelltypen immobilisiert
sind, konnen diese parallel im gleichen ZellkulturgefdB 27 ver-
messen werden, beispielsweise beziliglich Differenzierung, Proli-
feration, Apoptose oder beziiglich spezifischer Bindung von in

der Losung 29 befindlichen Antikorpern an Oberfl&chenantigene
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der Zellen. Als Referenz kdénnen isolierte Oberflachenantigene
auf einem weiteren Zapfen im selben KulturgefdB 27 immobili-
siert sein. Ein dritter Zapfen kann zudem zur Bestimmung der
gesamten Antikorperkonzentration in der L&sung 29 verwendet
werden. Dazu kénnen auf diesem Zapfen beispielsweise Zweitanti-
korper gegen konstante Bereiche der getesteten Erstantikdrper
in LOsung immobilisiert werden. Auf diese Weise ist ein schnel-
les, paralleles Screening von Antikorperspezifitdten auf unter-

schiedliche native Zelloberfldchenmolekiile m&glich.

Dariiber hinaus ist es mSglich, in die L&sung 29 Zellen eines
weiteren Typs zu geben, die mit den immobilisierten Zellen spe-
zifisch interagieren, wobei die Wechselwirkung durch zugegebene

Testsubstanzen weiter beeinfluBt werden kann.

Um sicherzustellen, daB zwischen den immobilisierten Zellen und
den weiteren, in der LOsung 29 vorhandenen Zellen kein physi-
scher Kontakt hergestellt wird, kann das Zellkulturgef&dB 16 aus
Fig. 4 &hnlich wie in Fig. 3 {liber Kopf eingesetzt werden, was

in Fig. 5 gezeigt ist.

Auf dem Zapfen 25' sind Zellen 23' immobilisiert, wdhrend auf
dem Zapfen 25'' Zellen 23'' eines anderen Typs immobilisiert

sind.

Am Boden des ZellkulturgefdBes 27 befinden sich Zellen 23'''
eines dritten Typs, die beispielsweise bestimmte Faktoren pro-

duzieren, die auf die Zellen 23' und 23'' einwirken.

Auf diese Weise ist die Analyse von Co-Kulturen méglich, bei

denen sich Zellen unterschiedlicher Gewebetypen durch Abgabe
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bestimmter Faktoren beeinflussen. Beispiele fiir mit dem Ansatz
gemdB Fig. 5 zu untersuchende Co-Kulturen sind zelluldre Model-
le fiir Testsysteme zur Blut-Hirn-Schranke, bei denen die Gin-
gigkeit von Wirkstoffen untersucht wird und Endothelzellen so-
wie Astrozyten eingesetzt werden. Die Endothelzellen bendtigen
ndmlich zur Ausbildung spezifischer Blut~Hirn-Schrankenfunkti-
onen Faktoren, die von den Astrozyten gebildet werden. Durch
bestimmte Testsubstanzen kann die Wechselwirkung zwischen
Astrozyten und den Endothelzellen beeinfluBt und diese Beein-

flussung ortsaufgeldst untersucht werden.

Diese Co-Kulturen kénnen ohne Diffusionsbarriere (Membran)
durchgefithrt werden, wobei die Herstellung der Testplatten 10
beispielsweise durch SpritzguBtechnik mSglich ist. Besonders
vorteilhaft ist, daB Co-Kulturen mehrerer unterschiedlicher im-
mobilisierter Zelltypen mit einem in Losung befindlichen Zell-
typ im selben Zellkulturgef&B schnell und einfach durchgefiihrt
werden konnen, so daB eine multiparametrische Analyse unter ab-
solut identischen Kulturbedingungen fiir alle Zellen durchfiihr-
bar ist. Damit ergibt sich ferner die MSglichkeit, einen Bezug

zu einer internen Referenzzellinie herzustellen.

Nachdem der Assay durchgefiihrt wurde, wird das Zellkulturgef&dB
16 von dem ZellkulturgefdB 27 abgenommen und die auf den Zapfen
25', 25'' immobilisierten Zellen 23' und 23'' werden beziliglich
spezifischer Parameter ortsaufgeldst vermessen. Sollten sich
wdhrend der Messung Zellen 23', 23'' von den Zapfen 25', 25''
1l6sen, so verbleiben sie in dem ZellkulturgefdB 27 und werden
nicht mit detektiert. Auf diese Weise werden nur solche Zellen
23', 23'' vermessen, die auch tats&dchlich an dem Assay teilge-

nommen haben.



WO 02/02226 PCT/EP01/07720

25

In Fig. 6 ist eine Testplatte 10 wie in Fig. 4 dargestellt, auf
die eine Dosierplatte 40 aufgesteckt wurde. Die Dosierplatte 40
weist Bohrungen 41 im RastermaB der Anordnung der Zapfen 25
auf, wobei die Bohrungen 41 eine gréBere Tiefe aufweisen, als
es der HOhe der Zapfen 25 entspricht. Beim Aufstecken der
Dosierplatte 40 auf die Trdgerplatte 10 werden die Bohrungen 41
biindig iiber die Zapfen 25 geschoben, die dazu sich nach oben
verjiingend leicht konisch ausgebildet sein k&nnen. Selbstver-
stdndlich miissen auch die Bohrungen 41 entsprechend konisch

ausgebildet sein.

Auf diese Weise werden die Stirnseiten 28 der Zapfen 25 zu BG-
den von Kavitdten 42, die mit Hilfe einer Pipette oder Kapilla-
re 31 mit Fliissigkeiten oder Zellsuspensionen eines Zelltyps
oder unterschiedlicher Zelltypen befiillt werden konnen. Nach
AbschluB der Zellkultur in den Kavitdten, also nach Immobili=-
sierung der Zellen auf den Stirnseiten 28, wird die Dosierplat-
te 40 von der Tr&gerplatte 10 abgenommen. Die Zapfen 25 k&nnen
dann so verwendet werden, wie dies oben im Zusammenhang mit den
Figuren 3 und 5 beschrieben wurde. Durch die Verwendung der Do-
sierplatte 40 sind einfache selektive Modifikationen einzelner
Zapfen 25 m&glich, ohne daB benachbarte Zapfen 25 kontaminiert
werden. Das System kann dabei an bestehende Verfahren zum auto-
matisierten Liquid Handling adaptiert werden. Gleichzeitig bie-~
tet das Verfahren die bereits beschriebenen Vorteile eines ein-

fachen, schnellen und parallelen Assays in MakrogefédfBien.

In Fig. 7 ist in einer perspektivischen Darstellung zum einen
der Zustand dargestellt, in dem die Dosierplatte 40 auf eine
Trédgerplatte 10 aufgesteckt wurde, wobei weiter perspektivisch

ebenfalls der Zustand dargestellt wurde, in dem die Dosierplat-
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te 40 wieder von der Trdgerplatte 10 abgehoben wurde und auf

den Zapfen 25 Zellen 23', 23'' immobilisiert sind.

Beispiel 1: Herstellen von Trédgerplatten mit MeSBpunkten

Als Trédgerplatten werden aldehydaktivierte oder mit Aminopro-
pylsilan bzw. mit poly-Lysin modifizierte Glastr&dger, Polysty-
roltrdger oder Silikontrdger mit Zapfen verwendet, auf denen

als Féngermolekiile Peptide immobilisiert werden.

Die Peptide werden nach etablierten Verfahren (Fmoc-Strategie)
an fester Phase hergestellt, wobei in jedem Synthesezyklus vor
der Abspaltung der tempordren Fmoc-Schutzgruppe die N-Termini
potentiell nicht verldngerter Peptidsequenzen durch eine Umset-
zung mit Essigsdureanhydrid fiir weitere Kupplungen mit Ami-
nosidurebausteinen blockiert werden. Am Ende der Synthese wird
am N-Terminus der vollstdndigen Peptidsequenz eine Gruppe ein-
gebaut, iiber die das Peptid spezifisch an Oberfldchen angebun-
den werden kann (z.B. Thiolfunktion in Cystein). Da dadurch un-
vollstdndige Peptidsequenzen nicht mehr an die Oberfldchen ge-
bunden werden, erfolgt bei der Oberfladchenmodifikation eine
Aufreinigung der Rohpeptide. Eine aufwendige vorhergehende

HPLC-Aufreinigung kann so vermieden werden.

Die Herstellung des Arrays von MeBpunkten kann nach zwei Metho-

den erfolgen:

1) Peptide werden vor dem Aufbringen kovalent an Trédger-
proteine (BSA, Poly-Lysin) gebunden und zusammen mit den
erforderlichen anderen Komponenten auf aldehydaktivierte

Zapfen oder Xunststoffoberfldchen gespottet (10 bis
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30 nl/MeBpunkt, 0,1-35 mg/ml). Die Immobilisierung der
Peptide erfolgt iiber Ausbildung von Schiffbasen, die mit-
tels NaCNBH; zu Amin reduziert werden. Die Bindung von
Kunststoffoberflidchen erfolgt i{iber hydrophobe Wechselwir-

kungen.

Poly-Lysin-Losung (10-30 nl, 1 mg/ml) wird auf aldehyd-
aktivierte oder hydrophobe Zapfen/Oberfldchen gespottet.
AnschlieBend werden die Aminogruppen des aufgebrachten Po-
ly-Lysins mit SMPB umgesetzt, wozu der komplette Tréger
mit 5 mM sulfo-SMPB (2,3 mg/ml in destilliertem Wasser)
fir 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert und anschlie-
Bend zweimal fir 5 Minuten mit destilliertem Wasser gewa-
schen wird. Da das SMPB nur mit Aminogruppen des Poly-
Lysins reagiert, werden die restlichen Aldehydgruppen auf
dem Trdger hierbei nicht umgesetzt. Uber diese Aldehyd-
gruppen koénnen in einem zweiten Schritt beispielsweise
Komponenten von extrazelluldren Matrixproteinen als Test-

substanzen kovalent auf den Glas-trdger gebunden werden.

Das Spotten erfolgt mittels konventioneller Gerite fiir die

Inkjettechnologie oder das Kontaktprinting.

Fir die Kopplung der Peptide an die SMPB-aktivierten Poly~-
Lysin-Spots wird der Objekttrdger in dem Gerdt so ju-
stiert, daB die zu spottenden Peptide punktgenau auf die
SMPB-aktivierten Poly~Lysin-Spots plaziert werden k&nnen.
Die Peptide werden dazu in 10% DMF/90% PBS (in DMF ge-
16st).
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Auf nicht mit Poly-Lysin besetzte Bereiche der MeBpunkte
werden ECM-Komponenten, Laminin, Fibronectin, Collagen

oder Poly-Lysin gespottet (10 - 30 ml, 1 - 25 mg/ml).

Nicht kovalent gebundene Peptide oder Proteine werden durch Wa-
schen des Trédgers entfernt und freie Aldehydgruppen mit Serin
(1 mg/ml) oder H,N-PEG (2 mg/ml) in NaCNBH, (0,1 M) geblockt.
Diese Gruppen verhindern/minimieren eine Adhdsion der biologi-

schen Zellen aufBlerhalb der MelBpunkte.

Zur Sterilisation wird der Objekttrdger mit dem Array fir 5 Mi-
nuten unter der Sterilbank mit UV-Licht bestrahlt. AnschlieBend
wird das Array in einer Petrischale mit PBS fiir 10 Minuten re-

hydriert und dann feucht verpackt.

Beispiel 2: Messungen an Hithnchentectumzellen

Eine Zellsuspension von Hiihnchentectumzellen wird in 0,5 ml L&-
sung auf das Array aufgebracht, und parallel oder anschlieflend
werden Testsubstanzen zugegeben, die mit Neuritenwachstum in-
terferieren. Nach 24 Stunden werden nicht gebundene Zellen weg-

gewaschen.

Die gebundenen Zellen werden hinsichtlich ihrer spezifischen
Adhdrenz auf den MeBpunkten sowie hinsichtlich Vitalitdt und
bestimmter Differenzierungsmerkmale (Polarit&dt/Neuriten-

wachstum) beurteilt.

Dazu werden die Zellen fixiert und mit einem axonspezifischen

Antikdrper (anti-Neurofilament AK, anti Tau-AK) markiert. Auf
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diese Weise kann das Neuritenwachstum automatisch ausgelesen

und quantifiziert werden.

Das Neuritenwachstum 1&8t sich mit diesem Assay in An- und Ab-
wesenheit von integrinspezifischen Antikdrpern testen. Dabei
konnte gezeigt werden, daB der Antikdrper W1IB1l0 (Anti-f 1 Inte-
grin) pl-abhdngiges Neuritenwachstum auf Laminin und Fibro-
nectin verhindert, daB N-CAM und N-Cadherin-abh&dngiges Neuri-

tenwachstum jedoch nicht beeinfluBt wird.

Beispiel 3: T-Zellaktivierung

Hier soll die T-Zellantwort nach Antigenstimulierung gemessen
werden. Dazu wird das Antigen in bereits beschriebener Weise
auf der Trédgerplatte immobilisiert, wobei eine Signalverstdr-
kung erreicht wird, indem das Antigen zusammen mit dem T-Zell-
stimulierenden Oberfldchenrezeptor-Antik&rper (Anti-CD28 Co-
Stimulator) immobilisiert wird. Es ist bekannt, daB Anti-CD28

allein keine T-Zellstimulierung verursacht.

Als MefBparameter dient die Cytokin-Bestimmung nach Aktivierung
der T-Zellen. Diese Bestimmung kann iiber den Nachweis von se-
zernierten Cytokinen mit Standard-Elisa-Tests oder iiber die
Messung des intrazelluldr angehduften Cytokins nach Freiset-

zungs-Blockade (Brefeldin A) erfolgen.

Wird durch Zugabe von sekretionblockierenden Agenzien die Cyto-
kinfreisetzung, nicht aber die Cytokinsynthese unterbunden,
kann das von der T-Zelle synthetisierte, aber nicht sekretierte
Cytokin in der Zelle nachgewiesen werden. Wenn unterschiedliche

Antigene in den MeBpunkten immobilisiert werden, kann die T-
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Zellantwort auf die unterschiedlichen Antigene ortsaufgeldst

beobachtet werden.
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Patentanspriiche

Trdgerplatte zur Durchfiihrung funktioneller Tests an bio-
logischen Zellen (23), mit einem Array von MeBpunkten
(11), an denen die Zellen (23) interagieren und binden
kénnen, wobei die MeBpunkte (11) durch Bereiche (12) der
Trdgerplatte (10) voneinander getrennt sind, an denen die
Zellen (23) nicht immobilisiert werden k&nnen, und an den
MeBpunkten (11) Fangermolekiile (19) immobilisiert sind, an
die die Zellen (23) mittels ihrer Zelloberfldchenmolekiile

binden koénnen,

dadurch gekennzeichnet, daB3 die Tr&dgerplatte (10) r&umlich
voneinander getrennte, erhabene Abschnitte (17) aufweist,
auf denen jeweils zumindest ein MeBpunkt (1ll1) vorgesehen

ist.

Trdgerplatte nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB
die Fadngermolekiile (19) Liganden fiir Zelloberfldchenrezep-

toren umfassen.

Trdgerplatte nach Anspruch 1 oder Anspruch 2, dadurch ge-
kennzeichnet, daB an den MeBpunkten (1ll1) identische Fé&n-

germolekiile (19) immobilisiert sind.

Trdgerplatte nach Anspruch 1 oder Anspruch 2, dadurch ge-
kennzeichnet, daB an den MeBpunkten (1l1l) unterschiedliche

Fédngermolekiile (19) immobilisiert sind.
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Trdgerplatte nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch ge-
kennzeichnet, daB an den MeBpunkten (11) eine Testsubstanz

(22) immobilisiert ist.

Trdgerplatte nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB
an den MeBpunkten (11) identische Testsubstanzen (22) im-

mobilisiert sind.

Tradgerplatte nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB
an den MeBpunkten (11) unterschiedliche Testsubstanzen

(22) immobilisiert sind.

Trdgerplatte nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch ge-
kennzeichnet, daB sie vorzugsweise durch Bestrahlen mit

UV-Licht oder Gamma-Strahlen sterilisiert ist.

Trdgerplatte nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch ge-
kennzeichnet, daB sie vorzugsweise durch Inkubieren mit

PBS rehydriert ist.

Trdgerplatte nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch ge-

kennzeichnet, daB sie feucht verpackt ist.

Trdgerplatte nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch
gekennzeichnet, daB Jjeder erhabene Abschnitt (17) nach Art
eines Zapfens (25) und an seiner Stirnseite (28) im we-

sentlichen planar ausgefiihrt ist.

Trigerplatte nach einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch
gekennzeichnet, daB die MeBpunkte (11) einen Durchmesser

(14) zwischen etwa 200 um und etwa 4000 um aufweisen.
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Tragerplatte nach einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch
gekennzeichnet, daB die MeBpunkte (11) einen Randabstand

(15) zwischen etwa 300 um und etwa 700 um aufweisen.

Trdgerplatte nach einem der Anspriiche 11 bis 13, dadurch
gekennzeichnet, daB jeder Zapfen (25) an seiner Stirnseite

(28) eine Fliche von 1-5 mm®* aufweist.

Trdgerplatte nach einem der Anspriiche 1 bis 14, dadurch
gekennzeichnet, daBl die Fédngermolekiile (19) ausgewdhlt
sind aus der Gruppe: Proteine, wie z.B. Komponenten extra-
zelluldrer Matrixproteine (Fibronectin, Laminin, Collagen,
Zelloberfldchenproteine, Rezeptoren, Liganden), Poly-
Lysin, Peptide aus Lamininsequenzen, Kontrollpeptide, Kon-
trollproteine, Peptidomimetika, Polymere, Lektine, Anti-

kbrper, Antigene und Allergene.

Trédgerplatte nach einem der Anspriiche 1 bis 15, dadurch
gekennzeichnet, daB die Testsubstanzen (22) ausgewdhlt
sind aus der Gruppe: Pharmazeutische Prédparate, AntikSr-
per, Substanzen, die die Zelleigenschaften beeinflussen,

Botenstoffe, Wachstumsfaktoren, Antigene und Allergene.

Trégerplatte nach einem der Anspriiche 1 bis 16, dadurch
gekennzeichnet, daB3 sie aus einem Material gefertigt ist,
das ausgewdhlt ist aus der Gruppe: Glas und Kunststoff,

insbesondere Polystyrol und/oder Silikon.

Trédgerplatte nach einem der Anspriiche 1 bis 17, dadurch

gekennzeichnet, daB sie zumindest auf den erhabenen Ab-
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schnitten (17) eine funktionalisierte Oberfl&dche (18) auf-

weist.

Trdgerplatte nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB
die funktionalisierte Oberfldche (18) ausgewdhlt ist aus
der Gruppe: Aldehydaktivierte Oberfl&dche, epoxidaktivierte
Oberflédche, aminosinalisierte Oberfl&dche, Poly-D-Lysin be-
schichtete Oberfldche, protein-beschichtete Polystyrol-

oberfl&dche.

Trédgerplatte nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daB
die funktionalisierte Oberfldche (18) in den Bereichen

(12) zwischen den MeBpunkten (11) geblockt ist.

Trdgerplatte nach einem der Anspriiche 1 bis 20, dadurch
gekennzeichnet, daBl sie als Zapfen (25) tragende Boden-

platte eines Zellkulturgef&dBes (16) ausgebildet ist.

Verfahren zur Durchfiihrung funktioneller Tests an biologi-

schen Zellen (23), mit den Schritten:

Ausbringen der Zellen (23) auf einer Tré&dgerplatte (10)

nach einem der Anspriiche 1 bis 20,

Rultivieren der auf den erhabenen Abschnitten (17) immobi-
lisierten Zellen (23) in einer LOsung (26, 29), die Test-
substanzen (22) enth&dlt, deren EinfluB auf die Zellen (23)

untersucht werden soll, und

ortsaufgel&ste Erfassung der beeinfluBten Zellen (23).
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Verfahren nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, daB
solche Zelleigenschaften ortsaufgeldst erfaB3t werden, die
iber eine Co-Stimulation der Zellen (23) durch Fangermole-

kiile (19) und Testsubstanzen (22) beeinfluBbar sind.

Verfahren nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, daB
die Testsubstanz (22) Antikdrper umfafit, die gegen Zell-

oberfldchenrezeptoren der Zellen (23) gescreent werden.

Verfahren nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, daB
die Testsubstanz (22) Zellen (23''') umfaBt, deren Wech-
selwirkung mit immobilisierten Zellen (23', 23'') unter-

sucht wird.

Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daB
die Losung (29) ferner Substanzen umfaBt, die die Wechsel-

wirkung beeinflussen.

Verfahren nach einem der Anspriiche 22 bis 26, dadurch ge-
kennzeichnet, dall die Tr&dgerplatte nach dem Inkubieren mit
dem planaren Abschnitt (17) nach unten von oben in ein Ge-
fdf mit einer die Testsubstanz (22) enthaltenden L&sung

(26) getaucht wird, um die Zellen (23) zu beeinflussen.

Verfahren nach einem der Anspriiche 22 bis 27, dadurch ge-
kennzeichnet, daB nicht immobilisierte Zellen (23) vor der
Erfassung der Zelleigenschaften durch Waschen von der Tré&-

gerplatte (10) entfernt werden.

Kit mit einer Tré&dgerplatte (10) nach einem der Anspriiche 1

bis 21.
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Kit nach Anspruch 29, mit einer Testsubstanz (22).

Trdgerplatte zur Durchfilhrung funktioneller Tests an bio-
logischen Zellen (23), mit einem Array von MeBpunkten
(11), an denen die Zellen (23) interagieren und binden
kénnen, wobei die MeBpunkte (1l1) durch Bereiche (12) der
Trédgerplatte (10) voneinander getrennt sind, an denen die
Zellen (23) nicht immobilisiert werden k&nnen, und an den
MeBpunkten (11) Fédngermolekiile (19) immobilisiert sind, an
die die Zellen (23) mittels ihrer Zelloberfldchenmolekiile
binden koénnen, dadurch gekennzeichnet, daB an den MeBpunk-

ten (11) eine Testsubstanz (22) immobilisiert ist.

Dosierplatte fiir eine Tr&gerplatte (10) nach einem der An-
spriiche 1 bis 21, wobei die Dosierplatte (40) den Zapfen
(25) entsprechende Bohrungen (41) aufweist, so daB bei
aufgesteckter Dosierplatte (40) die Zapfen (25) mit ihren
Stirnseiten (28) die Bohrungen (41) nach unten abschlie-

Ben, wobei Kavitadten (42) gebildet werden.

Kit nach Anspruch 29 oder 30, mit einer Dosierplatte (40)

nach Anspruch 32.

Verfahren nach einem der Anspriiche 22 bis 28, dadurch ge-
kennzeichnet, daB vor dem Ausbringen der Zellen (23) iiber
den Zapfen (25) Kavit&dten (42) gebildet werden, vorzugs-
weise durch Aufstecken einer Dosierplatte (40) nach

Anspruch 32.
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