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Described is a device designed to hold a multiplicity of Y b5 52
chemical and/or biological samples. The device has at least
one mechanical micro-sample holder (50) with a lower surface
(60) and, remote from it, an upper surface (58), the holder
being divided into a multiplicity of recesses (52) with floors,
the recesses (52) being produced using non-cutting techniques,
in particular by etching. In order to produce apertures extending

between the upper and lower surfaces of the sample holder, at /u - e w» o e
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least part of the floor (54) of each recess (52) is porous.

(57) Zusammenfassung

60

Die Vorrichtung zur Aufnahme einer Vielzahl von chemischen und/oder biologischen Proben ist mit mindestens einem mikromech-
anischen Probentriiger (50) mit einer Unterseite (60) und einer dieser abgewandten Oberseite (58), in der eine Vielzahl von mit Béden
versehenen Ausnehmungen (52) auf nicht-spanende Weise, insbesondere durch Atzen gebildet sind, versehen. Zur Bildung von sich zwis-
chen der Oberseite und der Unterseite des Probentrigers erstreckenden Durchlissen sind die Béden (54) der Ausnehmungen (52) zumindest
teilweise pords.
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Probentridger und seine Verwendung

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Probentrager
sowie die Verwendung des Probentridgers in einem Verfahren
zur parallelen Fihrung chemischer und biologischer Reak-

tionen.

Bei der Suche nach neuen Verbindungen mit gewlinschten
Funktionen werden vermehrt nicht-rationale Verfahren der
Synthese von Leitstrukturen eingesetzt, um zunichst eine
groffe Anzahl verschiedener Strukturen zu synthetisieren.
Dies betrifft die Synthese kleiner Molekiile durch chemi-
sche oder photosynthetische Verfahren wie auch die Syn-
these grdferer biologischer Molekiile wie Peptide, Prote-

~ine, Nukleinsduren unter Ausnutzung chemischer oder enzy-
matischer Reaktionsverfahren. Durch die Verfigbarkeit
miniaturisierter Analyseverfahren, durch die sich die
sogenannte "Fitness" eines Syntheseproduktes bezogen auf
eine erwlinschte Funktion feststellen bzw. quantitativ
messen lakt, ist bereits die Synthese dieser Leitstruktu-
ren im MiniaturmaRstab méglich.

Die Anforderungen gehen dabei deutlich tber den mit der
Mikrotitrationsplatte bereits erreichbaren Grad der Minia-
turisierung und =zahlenmiRigen Parallelfihrung von Reak-
tionen hinaus. Es wird vielfach angestrebt, mehr als tau-
send Reaktionen parallel fithren zu kénnen. Daffir miissen
prinzipiell neue Konzeptionen der Vorrichtung und der
Probenhandhabung realisiert werden. Hierzu bedarf es unter
anderem eines MikroreaktionsgefiRes bzw. Reaktionsraumen
und einer Vorrichtung, mit der diese Mikroreaktionsriume
oder -gefafe beschickt, entleert, zur Analyse und Synthese
von Proben vorbereitet usw. werden. Dabei muf gleichzeitig
gewahrleistet sein, daff die jeweiligen Proben zuverléssig
zugeordnet und wiedergefunden werden kdnnen. Um die gefor-
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derten Probenzahlen bearbeiten zu kénnen, ist es unbedingt

erforderlich, mit entsprechend kleinen Mengen und Volumina

zu arbeiten.

In R. Frank, Tetrahedron Vol. 48, 42, 9217-9232, wird ein
Verfahren beschrieben, nach dem es méglich ist, auf Cellu-
losefiltern im Spot-Verfahren Bibliotheken von festphasen-
gekoppelten Peptiden in parallel geflihrten Synthesen zu
erstellen, um sie anschliefend einer funktionalen Priifung
zu unterziehen, z.B. der Bindung an einen Antikdrper. Ver-
gleichbare Verfahren wurden von Fodor et al. (Science
1991, 251, 767 - 773) und Geysen et al. (Proc. Natl. Acad.
Sci. 1984, 81, 3998 - 4002) beschrieben. Andere Verfahren
werden in einem Review (Fields et al. Int. J. Peptide
Protein Res. 1990, 35, 161 - 214) diskutiert. Die Kopp-
lungs-Chemie ist, von Variationen abgesehen, fir alle Ver-
fahren im Prinzip vergleichbar und greift auf traditio-
nelle Verfahren bezlglich Lésungsmittel zurtck. Ver-
gleichbare Verfahren sind flir die Oligonukleotid-Synthese
entwickelt worden. Die Verfahren sind fir einen 50 nMol-
MafRstab ausgelegt. Die Spanne umfaft einen £fmol- bis
UMol-Bereich. Die einzelnen Pipettierschritte umfassen
zwar Volumina von 0,1 - 0,01 pl, dennoch sind diese Be-

dingungen noch immer Uberdimensioniert oder ungeeignet.

Selbst Syntheseraten im fmol-Bereich bedeuten bei einem
anschlieRenden Test in einem Volumen von 10 ul eine Kon-
zentration von > 10 uM, d.h. eine Konzentration, die fir
hochspezifische und hochaffine Bindungsassays noch zu grof
sein kann. Ein weiterer Nachteil ist das Zerfliefen der
Tropfen. Tropfengrdfeen von 100 nl auf Whatman 1Chr oder
Whatman 3MM generieren Spots von 3 - 4 mm Durchmesser. Beil
automatischer Auftragung kénnen kleinere Spots mit einer
Dichte von 100 Spots pro cm? realisiert werden.
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Die Filtertechnologie ist aber problematisch in der Hand-
habung und Positionierung, wenn noch héhere Spotdichten
erzeugt werden sollen. Dann ist auch ein herkdmmliches
Pipettiersystem ungeeignet und nicht mehr hinreichend pra-
zise, die entsprechenden Positionierungen der Proben re-

produzierbar zu bewerkstelligen.

Nachteilig ist auch eine anschliefende Bewertung jeder
einzelnen Position auf bestimmte Eigenschaften. So ist es
hdufig winschenswert, die festphasengekoppelten Synthese-
produkte in ein Reaktionsvolumen in Ldsung zu entlassen,
da die Festphasenkopplung hiufig unerwiinschte Effekte in
Hinblick auf die 2zu analysierende Funktion ergibt. Eine
Trennung der einzelnen Kompartimente ist aber auf einem

fldchigen Tréger nicht ohne weiteres zu erreichen.

Zur parallelen Fihrung einer Vielzahl von chemischen und/
oder biologischen Reaktionen bedarf es eines Probentrigers
mit einer Vielzahl von Ausnehmungen (in dieser Beschrei-
bung auch mit Kompartiment bezeichnet) in seiner Obersei;
te. Hierzu werden zweckmifigerweise mikromechanisch herge-
stellte Strukturen verwendet. Ein solcher Probentriger mit
mikroskopisch kleinen Ausnehmungen ist aus DE 39 15 920 Al
bekannt. Die Ausnehmungen dieses bekannten Probentrigers
weisen einen geschlossenen in der Unterseite des Proben-

tragers auf.

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrﬁnde, einen Proben-
trager zu schaffen, der eine Vielzahl von zu untersuchen-
den Proben mit einem Volumen von insbesondere weniger als
10 pl aufnehmen kann und der zu Synthetisierungs-, Sequen-
zierungs- und Analysezwecken eingesetzt werden kann.

Zur Losung dieser Aufgabe wird mit der Erfindung ein Pro-
bentrager vorgeschlagen, der durch die Merkmale des An-
spruchs 1 gekennzeichnet ist. Zweckmifige Ausgestaltungen
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dieses Probentrdgers sind jeweils in den Unteranspriichen
angegeben. Der erfindungsgemidfe Probentriager 1&Rt sich
insbesondere wie in den Verwendungsansprilichen angegeben

einsetzen.

Der erfindungsgemdfle Probentrager weist eine Oberseite und
eine dieser abgewandten Unterseite auf. Die Bdden der in
der Oberseite eingebrachten Ausnehmungen sind pords, und
zwar entweder Uber den gesamten jeweiligen Bodenbereich
oder Uuber einen Teil des jeweiligen Bodenbereichs. Damit
sind die Ausnehmungen oder Kompartimente durchléssig, so
daR mittels Unterdruck an der Unterseite des Probentriagers
die Proben aus den Ausnehmungen uUber deren pordse Bdden
abgesaugt werden kénnen. Dies kann auch mittels Kapillar-
wirkung geschehen, indem die Unterseite des Probentrégers
mit einer Kapillarwirkung erzeugenden Struktur fiir jeden
Boden oder filir mindestens einen bzw. einige der B&éden ver-
sehen ist. Erst die Pordsitét oder, allgemeiner ausge-
drickt, die Durchlassigkeit macht es mdglich, den Proben-
trdger flir Sequenzierungszwecke und Synthetisierungszwecke
sowie Analysen wirkungsvoll einzusetzen, wobei im Rahmen
dieser Untersuchungen stets eine Vielzahl von parallelen

Reaktionsprozessen ablaufen.

Die Porengrdfie der Bdden ist zweckmidBigerweise derart be-
messen, daf’? in die Ausnehmungen eingebracht Festphasen,
wie sie zur Oberfléachenbindung von Festphasen-Synthesen
eingesetzt werden, in den Ausnehmungen verbleiben. Als
Festphasen kommen beispielsweise Glasstaub oder Harze bzw.
Harzpartikel in Frage. Zweckmidfliigerweise erfolgt die Ein-
bringung der Festphasenpartikel dadurch, daR eine Flussig-
keit, in der die Festphasenpartikel aufgeschlémmt sind,
auf die Oberseite des Probentriagers aufgestrichen wird.

Der erfindungsgeméfie Probentrager weist eine Vielzahl von

Ausnehmungen bzw. Kompartimenten mit einem befilillbaren
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Volumen von jeweils weniger als 10 pl auf, wobei benach-
barte Kompartimente bzw. Ausnehmungen voneinander einen

Abstand von < 5 mm haben.

Der erfindungsgemdfBe Probentrdger ist geeignet, eine Viel-
zahl von Proben in paralleler Reaktionsfiithrung chemischer
Reaktionen in fllissiger oder heterogener Phase zu bearbei-
ten. Dadurch werden grofe Zahlen parallel geflihrter chemi-
scher und biologischer Reaktionen, insbesondere bei evolu-
tiven Entwicklungsverfahren und Experimenten mdéglich.
Unter paralleler Filhrung ist eine Prozessierung einer
Vielzahl a&hnlicher oder gleicher Reaktionstypen oder
Arbeitsschritte zu verstehen, wobei die Prozessierung der
Reaktionen, die den Reaktionstyp bilden, gleichzeitig oder
nacheinander erfolgen kann. Die erfindungsgemife Vorrich-
tung macht es méglich, kontaminationsfrei Volumina von s
100 pl abzufidllen und die entsprechend abgelegten Proben
zu kennzeichnen und wiederzufinden. Die erfindungsgemiRe
Vorrichtung bildet ein universell anwendbares Reaktions-
und/oder Analysensystem, wobei die Reaktions- bzw. Analy-
sensysteme miteinander gekoppelt sein kénnen.

Der erfindungsgemédfe Probentriger besteht in einer bevor-
zugten Ausfihrungsform aus einer Schicht eines &tzbaren
Materials und weist die Kompartimente als Hohlriume in der
Schicht des Materials auf. Die Kompartimente sind befiill-
bare Hohlrdume, die in die Schicht hineinragen. Typischer-
weise weist ein Kompartiment umschliefende Seitenwinde und
einen Boden auf. Die Kompartimente des Probentrédgers soll-
ten dabei vorzugsweise an einer Seite mit der umgebenen
Atmosphare in Stoffaustausch stehen oder mit einer Gas-
phase und/oder einer fir mindestens zwei Kompartimente
gleichermafen zugé&nglichen fllissigen Phase in molekularem
Stoffaustausch stehen. Dazu ist der Boden der Kompartimen-
te durch eine pordse Bodenplatte gebildet.
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Der Probentrdger nach der Erfindung laRt sich aus den aus
der Halbleitertechnik bekannten Materialien, insbesondere
durch Atzen von Silizium, sowie nach den aus der Halblei-
tertechnik bekannten Verfahren herstellen. Triger mit
einer Vielzahl von miniaturisierten Kompartimenten bzw.
Reaktionskammern lieRen sich prinzipiell auch mit Hilfe
der LIGA-Technik herstellen (zum Prinzip dieser Technik
siehe z.B. V. Menz, P. Bley; Mikrosystemtechnik fiir Inge-
nieure, VCH 1993). Bei dieser Technik wird ein Master
durch Réntgentiefenlithografie erzeugt. Nach galvanischer
Abformung dieses Masters kdénnen dann Tochterelemente ge-
pref3t oder gegossen werden. Dieses Verfahren bietet Kunst-
stoff als Materialalternative zu den oben vorgeschlagenen
Siliziumtradgern. Die Anfertigung von Mastern wird im all-
gemeinen an einem Synchrotron-Belichtungsgerdt vorgenom-
men, das relativ teuer ist und derzeit nur an einigen
wenigen Forschungseinrichtungen zur Verfligung steht, wah-
rend die Silizium- und Dinnschichttechnologie kostengtin-
stig und gut eingefiihrt ist und von zahlreichen Unterneh-
men und Einrichtungen beherrscht wird. Die Kantenqualitat
der Mikrostrukturen kann sich durch die Abformprozesse
vermindern. Die Integration von Diinnschichtelementen
(optische Schichten, Sensoren, Aktoren) ist problematisch,
widhrend sie gut in den Rahmen der vorgeschlagenen Kombi-
nation aus Siliziumeinkristall- und Dinnschichttechnologie
pafkt.

Der Arbeitsablauf bei der Herstellung von Si-Kammertrigern
gliedert sich wie folgt: Auf der Vorder- und Riickseite der
gelappten und polierten Wafer mit einer 100-Orientierung
wird ein Mehrschichtsystem bestehend aus je 2 SiO,- und
Si;N,-Schichten mit Einzelschichtdicken von 0,2 bis 2 um
aufgebracht. Anschliefiend werden Vorder- und Rlickseite des
Wafers mit einem Fotolack beschichtet und eine fotolitho-
grafische Maske auf den zu strukturierenden Seiten er-
zeugt. Im Falle der einfachen Kammertriger wird eine Maske
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mit quadratischen Fenstern auf nur einer Seite herge-
stellt, im Falle der Siebboden-Kammern wird auf der den
grofien Kammerdffnungen gegentiberliegenden Seite eine Maske
mit mittig zu den groflen Fenstern angeordneten kleinen
quadratischen Felder von Porenstrukturen erzeugt. Die
Abmessungen der sich gegenlberliegenden Maskenstrukturen
sind dabei so bemessen, dafl sich auf Grund des kristallo-
grafischen Atzverhaltens des Siliziums und unter Beriick-
sichtigung der Waferdicke eine Kammerform ergibt, die
weitgehend einem quadratischen Pyramidenstumpf entspricht.
Die Maskenstruktur wird durch sukzessive selektive Atzpro-
zesse zundchst in die &duflere Si0,-Schicht, danach in die
darunterliegenden Schichten und anschliefRend in das ein-
kristalline Silizium Ubertragen (zum mikrolithografischen
Silizium-Tiefendtzen siehe DD-PS 300 622).

Im Falle der einfachen Kammertrdger kann der Kammerboden
entweder nur aus der im sichtbaren Spektralbereich trans-
parenten SiO,/Si;N,-Membran (0,8 um dick) oder aus einer
mehrere pm dicken Siliziummembran bestehen, die im IR
transparent ist. Im Fall der Siebbodenkammern besteht das
Bodennetz stets aus der ca. 0,8 um dicken SiO,/Si,N,-Mem-
bran. Kombinationen von Siebbddenelementen und geschlossen

Bbden sind mdéglich.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform sind die Winde der
Kompartimente mindestens teilweise mit einer Schicht eines
inerten Materials versehen. Der Probentrager ist vorzugs-
weise einer gesdttigten Atmosphdre ausgesetzt, um ein Ver-
dampfen der in den Kompartimenten des Probentrigers oder,
bei hydrophobem Probenkdrper auf dessen Oberflidche befind-

lichen Lésungen zu vermeiden.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wirkt der erfindungs-
gemafe Probentrdger mit einer Einrichtung zur Analyse der

Inhalte der Kompartimente zusammen. Die Einrichtung zur
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Analyse ist insbesondere ein optisches Detektionssystem.

Vorzugsweise handelt es sich dabei um ein CCD-System.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform ist der Probentréger
ein Wafer, wie er fir die Halbleitertechnologie verwendet
wird. Die Detektionseinrichtung ist vorzugsweise mit einem
Faserblndel (faseroptische Platte) versehen, das die von
dem Probentrager kommende optische Information aufnimmt
und diese an einen vorzugsweise hochauflé&senden CCD-Sensor
weiterleitet, wobei flr laseroptische Untersuchungen eine
Filterschicht wie ein Metallfilm aufgedampft ist. Der Pro-
bentréger ist dabei ein eigenstdndiges Modul oder mit
einem Probentragerhalter fest verbunden. Die modulare Aus-
fuihrungsform hat den Vorteil, daf’ die Probentridger schnell
auswechselbar sind und sich insbesondere flir den Einmal-
gebrauch eignen. Es ist vorteilhaft die Kompartimente
gleich mit einem oder mehreren Lichtleitern auszustatten.
Die Kompartimente kénnen mit MefReinrichtungen wie Tempera-
turfiihler und/oder Sensoren zur pH-Messung oder CO,-Messung
etc. versehen sein, um die Reaktionen mittels bestimmter

Parameter zu steuern.

Die erfindungsgemédfe Vorrichtung weist vorzugsweise pro
Position eines Kompartiments mehrere miteinander in Kon-
takt stehende Kompartimente in einer Anordnung libereinan-
der auf, wobei die Kompartimente jeweils durch pordse
Einrichtungen voneinander getrennt sind. Zur Reaktionsfih-
rung bei bestimmten Problemstellungen kann es vorteilhaft
sein, in den Kompartimente ein chromatographisches Trenn-
material anzuordnen. Die Kompartimente des erfindungsge-
mafden Probentragers lassen sich von mindestens einer Seite
aus mit einer (Mikro-)Dosiereinrichtung mit vorbestimmten

Loésungsvolumina beladen.

Eine Mikrodosiereinrichtung und/oder der erfindungsgemiRe

lakt bzw. lassen sich zweidimensional (X/Y-Tisch) mecha-
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nisch Uber einen Rechner steuern, um die relative Positio-
nierung von Probentrager und Mikrodosiereinrichtung zu
gewdhrleisten. Die Mikrodosiereinrichtung weist vorzugs-
weise eine in ihrem Querschnitt mindestens teilweise durch
piezoelektrische Einwirkung verdnderbare Kapillare oder
eine Vielzahl solcher Kapillaren auf. Dabei wird die Menge
der jeweils im Probentrdger abzulegenden Losung, vorzugs-
weise rechnergesteuert, lber piezo-getriggerte Tropfenzahl
als ganzzahliges Vielfaches eines Einheitstropfenvolumens
in das Kompartiment Uberfihrt.

Bei der Durchfihrung von Reaktionen in den jeweiligen Kom-
partimenten kann es vorteilhaft sein, dort bereits vorge-
fertigte Reagenzien anzuordnen.

Der erfindungsgemidfle Probentrager laft sich zur parallelen
Flihrung von Reaktionen und/oder Analysen und/oder chroma-
tographischen Trennungen grofer Zahlen voneinander unab-
héngiger Reaktionsansdtze mit dem Ziel der vergleichenden
Analyse und/oder Kultivierung vermehrungsfihigen biolo-
gischen Materials und/oder der chemischen Synthese ver-
wenden. Vermehrungsfiahige biologische Materialien sind
dabei insbesondere Viren und/oder Zellen. Es kénnen in den
Kompartimenten jedoch auch zellfreie Amplifikationen von
Nukleinsduren (PCR-Reaktionen und &hnliches) durchgefiihrt
werden. Der erfindungsgemdflie Probentréger kann aber auch
zur Untersuchung der phénotypischen Eigenschaften von
Mutanten, die sich jeweils in verschiedenen Kompartimenten
befinden oder dort gebildet werden, verwendet werden, ins-
besondere kann im Hinblick auf spezifische Bindungseigen-
schaften oder enzymatische Eigenschaften untersucht wer-
den. In den einzelnen Kompartimenten des Probentrigers
kénnen gezielt chemische Synthesen durchgefiihrt werden,
insbesondere Synthesen und/ oder Modifikationen organi-
scher Molekiile, wie Synthese von Oligopeptiden oder Oligo-
nukleotiden auf DNA- oder RNA-Basis, wobei die Verbindung
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des Mikrodosiersystems mit mindestens 2 Dosierképfen die
gezielte kontaminationsfreie Zugabe von mindestens zwei
unterschiedlichen Reagenzien in dieAKompartimente erlaubt.
Insbesondere lassen sich organische Molekilille, die biolo-
gisch aktive chemische Leitstrukturen aufweisen, posi-
tionsspezifisch in den Kompartimenten mit verschiedenen
Substanzen und/oder Substanzgemischen zur Reaktion bringen
und die dabei entstehenden unterschiedlichen Reaktionspro-

dukte auf bestimmte Eigenschaften analysieren.

Ferner betrifft die Erfindung eine Vorrichtung zur Aufnah-
me einer Vielzahl von chemischen und/oder biologischen
Proben. Der hierzu vorgesehene Probenkdrper weist eine
Vielzahl von Kompartimenten (Reaktionskammern) zur Auf-
nahme der Proben auf. Ferner ist der Probenkdrper mit
mindestens einer Schicht aus einem &tzbaren Material ver-
sehen, in die mittels eines lithografischen Prozesses die
Kompartimente oder Reaktionskammern bildende Hohlrdume

ausgebildet sind.

Der Abstand der Offnungen benachbarter Kompartimente ist

vorzugsweise kleiner als oder gleich 5 mm.

Die mindestens eine Schicht aus &atzbarem Material besteht

vorzugsweise aus Silizium bzw. weist Silizium auf.

Alternativ koénnen die Hohlrdume in dem Probenkdrper auch
mit Hilfe der LIGA-Technik hergestellt werden; in diesem
Fall besteht der Probentrager aus einem Kunststoffmate-

rial.

Eine weitere Variante des Probentrdgers bezieht sich
darauf, daf3 zur Aufnahme der Proben keine Vertiefungen
o.dgl. in die Oberfldche des Probentragers eingearbeitet
sind, sondern daf3 der Probentrdger hydrophobe Bereiche

aufweist, auf die die Proben appliziert werden. Es ist
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denkbar, daff der Probentrdger in den Bereichen seiner
hydrophoben Zonen Vertiefungen aufweist. Die hydrophoben
Bereiche sind vorzugsweise an der Oberfliche des Proben-
tragers vorgesehen. Der Probentrager weist zweckmaRiger-

weise eine scheiben- oder platten&hnliche Struktur auf.

Gerade die Kombination von Mikropipette/Microdrop und
lithografisch gefertigten Probentridgern erlaubt die Wei-
terentwicklung der Relaxationsmethoden. Das bedeutet das
Vermessen kleinster Volumina bei hohen Feldstarken aber
kleiner Spannung (z.B. mit der Beziehung fiir die Feldstar-
ke E = U/d, einen Abstand von d = 10 um und einer Spannung
von 10 V ergibt sich eine Feldstarke von 10 Kv/cm.

Folgende Methoden sind einsetzbar, um dielektrische Re-

laxation gquantitativ vermessen zu kénnen:

1. Kapazitdtsanderung der Kammer
2. Optische detektierbare Verdnderung (Fluoreszenz,
Absorption)

In den klassischen Methoden (T-Sprung, Feldsprung, Druck-
sprung etc.) kommt ausschlieRlich der optische Nachweis
zur Anwendung, weil die Kapazité&tsdnderung in den tiblichen
grofien Volumina zu klein wlre, um detektierbar zu sein.
Dies ist aber bei Miniaturisierung aufgrund kleiner Raum-
mae mdglich, wie in PCT/EP94/00117 beschrieben (mit der
Beziehung fir einen einfachen Plattenkondensator C = g,g,
A/d mit A als Flache, d Abstand der Kondensatorfléachen, g,
Dielektrizitdtskonstante im Vakuum, £, relative Dielektri-
zitatskonstante (stoffabhingig, dimensionslos) ergibt sich
ein Unterschied um den Faktor 1000 in der Kapazitit bei
einem Volumen von 1 ml (1 cm®’) im Vergleich zu einem 1 pl

(10 um?).
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Die erfindungsgemdffe Vorrichtung 1laRt sich insbesondere
zur Durchfihrung chemischer Relaxationsmethoden, insbe-
sondere Drucksprung, Feldsprung und Temperatursprung ver-

wenden.

Der erfindungsgemafie Probentrdger macht es méglich, paral-
lel eine Vielzahl von chemischen und biologischen Reaktio-
nen ablaufen zu lassen. Durch die Verfligbarkeit miniaturi-
sierter Analyseverfahren, durch die sich die sogenannte
"Fitness" eines Syntheseproduktes bezogen auf eine er-
winschte Funktion bzw. Zielkategorie feststellen und quan-
titativ messen laRt, ist bereits die Synthese in Miniatur-
mafstab mbglich. Der erfindungsgemidfie Probentriger 148t
sich gerade fir derartige Syntheseverfahren einsetzen. Die
Struktur einer solchen Fitnesslandschaft einer (un-)be-
kannten biologischen oder biochemischen oder chemischen
Substanz, deren genaue Funktion unbekannt, aber deren
gewlunschte Zielkategorie (z.B. besser an eine andere Sub-
stanz zu binden) definiert ist, ist ebenfalls nicht be-
kannt oder verfigbar. Das nachfolgend vorgestellte Opti-
mierungsverfahren kann genau diese Aufgabe erfillen; es
kann n&mlich Strategien fir Optimierung auf unbekannten
Fitnesslandschaften vorschlagen und damit den Mittelein-
satz zusdtzlich zur Miniaturisierung erhéhen. Dieses Opti-
mierungsverfahren wird weiter unten am Beispiel einer

Standardsynthese noch naher beschrieben.

Der erfindungsgemdfe Probentrager kann aber auch bei Ver-
fahren zur Fitnessoptimierung beliebiger Bakterienpopula-
tionen benutzt werden. Es lassen sich Sequenzabschnitte
randomisieren, wobei Uber den Essay gelernt wird und stets
dasselbe wiederholt wird. Dabei wird die MEM eingesetzt.
Die hierzu notwendigen Oligosynthesen werden in determi-
nistischer Weise allerdings in erheblich héherer Zahl
hergestellt und in die entsprechenden Bakterien hinein-

kloniert.
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Nachfolgend werden anhand der Figuren Ausfilhrungsbeispiele

der Erfindung ndher erldutert. Im einzelnen zeigen:

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

schematisch den Probentridger und eine faser-
optische Platte mit mit dieser gekoppelter CCD-

Einrichtung,

ebenfalls schematisch die Aufbringung der Proben

mit einem Mikrodosiersystem (Microdrop),

die Anordnung eines Zweifach-Mikrodosiersystems
zur getrennten Abgabe zweier unterschiedlicher

Proben, Reagenzien oder sonstiger Substanzen,

schematisch den Probentriger mit optischer Anre-
gung der von diesem aufgenommenen Proben, wobei
die Beobachtung der Proben liber Lichtleiter und

einen Detektor erfolgt,

ein Beispiel flir einen Probentriger (ausschnitts-

weise Darstellung),

stark schematisiert mehrere libereinander angeord-
nete Probentrdger, ebenfalls ausschnittsweise
dargestellt,

eine schematische Darstellung einer Chromato-
graphie mittels der erfindungsgemdfen Vorrich-
tung,

eine Draufsicht auf eine Vorrichtung, in der der

Probentrager eingesetzt werden kann,

eine schematische Darstellung eines Systems, in

dem der Probentrdger einsetzbar ist,
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Fig. 10
Fig. 11
Fig. 12a
Fig. 12b
Fig. 1l2c
Fig. 13
Fign. 14
Fign. 32

PCT/EP94/02173

ein Mikrodispensersystem, mit dem sich Proben auf

den Probentrager applizieren lassen,

einen Ausschnitt des Probentrégers zur Darstel-
lung einer Kammer, eines Kompartiments bzw. einer
Ausnehmung des Probentrdgers, wobei Fig. lla eine
schematische Darstellung, Fig. 11b eine mikrosko-
pische Aufnahme einzelner Kammern und Fig. 1lc

ein Probenkammer-Array zeigt,

ein schematisches Beispiel einer Ausnehmung im

Probentrdger mit Siebboden,

eine mikroskopische Aufnahme einer Ausnehmung mit

Siebboden eines Silizium-Wafers,

wie Fig. 12b, jedoch unter einem Winkel von ca.

15° zur Normalen,

prinzipiell die Verschiebbarkeit der Mikrodosier-
vorrichtung relativ zum den Probentrdger halten-

den Probentrdgerhalter,

bis 31

Ausfihrungsbeispiele fir die Ausbildung der Aus-
nehmungen und Bdden eines Probentrdgers, jeweils
anhand einer schematischen Darstellung eines Kom-
partiments bzw. einer Ausnehmung, wobei die Fign.
29 bis 31 genauere Darstellungen des in Fig. 28
eingekreisten Bereiches A der Abdeckung des Pro-

bentrdgers sind,

bis 38
Ausfihrungsbeispiele fir die zur Lichteinkopplung
und/oder Lichtauskopplung vorgesehenen Linsen-

arrays und
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Fig. 39 ein FluRdiagramm einer automatisierten Peptid-

Synthese.

Fig. 1 =zeigt schematisch einen Probentridger und eine
faseroptische Platte, die mit einer CCD-Einrichtung ge-

koppelt ist.

Die Fig. 2 zeigt schematisch, wie mit dem Mikrodosiersys-
tem (Microdrop) die Proben direkt auf die Glasschicht
einer CCD-Anordnung aufgetragen werden, wodurch geringer
Intensitdtsverlust bewirkt wird. Die Oberfldche der CCD
ist aus Grinden der Inertheit noch mit einer dinnen Glas-
schicht versehen. Integriert werden kénnen ferner Tempe-

rier- und Isolierschichten.

Fig. 3 zeigt schematisch die Anordnung des Mikrodosier-
systems, und zwar ein Beispiel flir die Anordnung von zwei
Mikrodosiersystemen unter einem Winkel untereinander, d.h.
unter einem spitzen Winkel zur Senkrechten zum Probentra-

ger. Folgende Falle koénnen unterschieden werden:

a) 6, = 6,, hy = hy
b) 6, # 6,, hy = h,
c) 6, = 6,, h, # h,

Mehrere Mikrodosiersysteme kénnen hilfreich sein zur
schnellen Beschickung, oder um empfindliche Reaktionen
erst durch Aufbringen der Reaktanten am Reaktionsort zu
starten. Auch lassen sich so Konkurrenzreaktionen mit der

umgebenden Atmosphdre vermeiden.

Die beiden Mikrodosiersysteme (Microdrop) kénnen auch
senkrecht zum Probentrager in verschiedenen Héhen (h, # h,)

oder in gleichen Hbhen (h, = h,) angeordnet sein.
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Fig. 4 =zeigt schematisch, wie die Detektion auch {iber

integrierte Lichtleiter im Probentridger moéglich ist.

Fig. 5 zeigt schematisch eine bevorzugte Ausfihrungsform
des Probentragers. In einer Siebplatte werden kugelfdrmige
oder faserartige Supports mit aktivierter Oberfliche ana-
log zur Standardsynthese am Synthesizer in die einzelnen

Reaktionskammern aufgebracht:

Die Synthese wird durch das Pipettieren verschiedener
Losungen mit Hilfe des Dosierkopfkarussels dem Protokoll
entsprechend gestartet (siehe auch Fig. 10). Die einzelnen

Positionen werden durch den (x,y)-Tisch angefahren.

Fig. 6 zeigt schematisch, wie zur Fraktionierung die zwei
oder noch mehr Siebplatten lbereinander angeordnet werden
kénnen, wobei benachbarte Siebbodenplatten mittels Wafer-

Wafer-Bondens verbunden werden.

Die Produkte koénnen Uber integrierte Sensoren z.B. Licht-
leiter oder direkt mit einer CCD beobachtet werden. Zu-
satzlich ist das Beobachten der obersten Siebplatten mit

einer CCD und einem Mikroskop méglich.

Fig. 7 beschreibt die M&glichkeit der Chromatographie mit
der erfindungsgeméfien Vorrichtung in schematischer Form.

Die Kapillarplatte (Probentradger) oder Chip wird mit ver-
schiedenem Sdulenmaterial beladen. Diese Platte wird nun
mit einem Protein beladen, wobei getestet wird, in welchem

Kanal das Protein zurlickgehalten wird, also bindet.
Weitere Einsatzméglichkeiten sind wie folgt:

Mehrere Chips obiger Konfiguration kénnen mit Protein

unterschiedlicher Salzkonzentration beladen werden. Da-
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durch wird getestet, bei welchem Material und welcher
Salzkonzentration das Protein eluiert oder gebunden
bleibt.

Es werden auf einem Chip ’'Felder’ definiert, d.h. mehrere
Reaktionskompartimente werden mit gleicher FUllung be-
schickt, das Protein wird dann in verschiedenen Salzkon-

zentrationen auf verschiedene Kompartimente geladen.
Affinitatstest:

Ebenso kénnen beliebige Substanzen X" in Kapillarplatten
immobilisiert werden. Im Flufl werden die, diese substan-
zenbindende Substanzen y, bis y" beladen. Die erfolgte
Bindung wird durch das Messen des durchkommenden Anteils
der y, bis y" Substanzen gemessen.

Fig. 8 =zeigt einen bevorzugten Aufbau des Systems aus
Beobachtungseinheit CCD-Kamera Dosiersystem, (x,y)Tisch
mit Probentrégerhalter, Entnahmeposition (Impfnadel) mit

Dekontaminationsofen und einem Mikroskop zur Kontrolle.

Fig. 9 zeigt ein Schema der Komponenten einer bevorzugten
Ausfihrungsform der erfindungsgemdfen Vorrichtung und

ihrer Steuerung.

Fig. 10 zeigt den Aufbau des Dosierkopfkarussells (Mikro-

dispersiersystem) mit (x,y)-Tisch:

Die Dosierkopfhalterungen werden in die entsprechenden
Passungen im Kopfkarussell eingesetzt. Dabei kann die
elektrische Verbindung gleich mit hergestellt werden.
Durch Verdrehen des Karussells werden die Dosierkdpfe

nacheinander an die Dosierposition gebracht.
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Fig. 11 zeigt Beispiele der Probenkammern in Siliziumtech-

nik:

a) Schema

b) Mikroskopische Aufnahme einzelner Kammern mit Sicht-
fenster

c) Probenkammerarray

Fig. 12a zeigt ein schematisches Beispiel eines Komparti-

ments (Siebkammer),in einem Siliziumtrager.

Fig. 12b ist eine mikroskopische Aufnahme einzelner Sieb-
kammern unter 0° (linker Teil) und unter 15° Sichtwinkel

(rechter Teil). _

Fig. 13 zeigt nochmals prinzipiell die Verschiebbarkeit
der Mikrodosiervorrichtung relativ zum ebenfalls ver-
schiebbaren Probentrédgerhalter, vorzugsweise jeweils in
x/y-Koordinaten. Mit dieser Vorrichtungsanordnung lassen
sich in die in Zeilen und Spalten angeordneten Komparti-
mente des Probentridgers berlhrungslos Mikro-Proben ein-

bringen.

Anstelle einer x/y-Steuerung von Mikrodosiervorrichtung
und/oder Probentrdgerhalter ist es auch méglich, beide
Einheiten nach Art eines Plattenspielers relativ zuein-
ander bewegt zu steuern. Die Kompartimente, die bei einer
x/y-Steuerung vorzugsweise in Spalten und Zeilen angeord-
net sind, sind beim "Plattenspieleraufbau" in konzentri-
schen Kreisen oder léngs einer Spirale in dem Probentrdger
angeordnet. Die Mikrodosiervorrichtung wird bei rotieren-
dem Probentrager vorzugsweise radial zu diesem bewegt. Die
Bewegung der Mikrodosiervorrichtung und die Abgabe der
Mikro-Proben erfolgt synchron zur Rotationsbewegung des

Probentrédgers bzw. -halters.
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Die vorliegende Erfindung betrifft unter anderem eine
Kombination aus einem Probentrdger gekoppelt mit einem
auBerst effizienten Mikrodosierungssystem (Pipettiersys-
tem). Zum Zweck der Analyse kann ein Auswertesystem ange-
koppelt werden, vorzugsweise in Kombination mit einer CCD-
Kamera. Es handelt sich um ein neuartiges System flir Pro-
bentrager zur Aufnahme flissiger Reaktionskompartimente,
wobei die einzelnen Probenvolumina < 10 ul, vorzugsweise
1 ul, betragen. Erfindungsgeméf ist die Probentridgertech-
nik mit einem System der Einzelprobenbeschickung kombi-
niert, das auf einem piezogesteuerten Dispenserprinzip
beruht, wobei die Flachenpositionierung (x/y-Positionie-
rung) mit einer Genauigkeit in einer GréRenordnung von
mindestens 10 um mechanisch erfolgt. Die erfindungsgemiRe
Vorrichtung kombiniert somit neuartige Probentriger mit
einer Vielzahl mechanisch gegeneinander abgegrenzter Kom-
partimente, deren relative zweidimensionale Anordnung nach
einem festgelegten Muster erfolgt, wobei die Kompartimente
bevorzugt nach einem lithographischen Verfahren in einem
Basistréger generiert werden. Ein piezo-gesteuertes Mikro-
dispensiersystem als "Pipettiersystem" fiir Probenvolumina
= 5 pl mit einer Dosierungenauigkeit < 5 % bei einer mini-
malen Tropfengrdfie von 5 pl und ein mechanisches Positio-
niersystem, das die gepulst verschossenen Mikrotrdépfchen
auf ein dafiir vorgesehenes Reaktionsfeld computergesteuert

positioniert.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform ist eine Detektions-
und Auswerteeinheit unmittelbar mit dem erfindungsgem&dfRen
System verkoppelt, vorzugsweise uber eine CCD-Kamera. Die
erfindungsgemafse Vorrichtung erlaubt die parallele Analyse
insbesondere unterschiedlicher Mutanten, wie sie bei
Arbeiten zur evolutiven Optimierung von Biopolymeren ent-

stehen.
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Die Vorrichtung erlaubt die Durchfilhrung eines Verfahrens
zur Durchmusterung grofer Populationen von vereinzelten
Bakterien mit den vorher beschriebenen Eigenschaften. Zum
Optimieren einer Eigenschaft, die beispielsweise durch ein
'Gen, der Lange 10 kodiert wird, ergibt dies durch Permu-
tation 4% ca. 1.000.000 Mdglichkeiten, die zu analysieren
sind. Andererseits erméglicht die Vorrichtung die Synthese
einer Vielzahl unterschiedlicher Oligomere im Bereich der
Nukleotidsynthese oder der Peptidsynthese an festen Tr&-

gern oder in homogener Phase.

Bei Verwendung eines Mehrkanalpipettierkopfes lassen sich
positionsspezifisch unterschiedliche Syntheseblécke wie
die vier aktivierten Nukleotidbausteine G,A,C,T oder G,A,
C,U oder Synthone verschiedener Aminosiuren in zuvor am
Rechner festgelegter Weise auf die jeweils gewdhlten Posi-
tionen des Probentrigers aufbringen, um positionsspezi-
fisch definierte Oligomere zu synthetisieren und nachfol-

gend zu testen bzw. prdparativ darzustellen.

Aufer oligomeren Strukturen lassen sich auch organische
Molekiile synthetisieren, bei denen es auf eine Herstellung
geringer Mengen umfangreicher Kollektive von Struktur-
alternativen ankommt. Dies ist beispielsweise bei der
Analyse von Derivaten der Fall, die in Form modifizierter
Leitstrukturen generiert werden, wenn z.B. biologisch
aktive Verbindungen optimiert werden sollen. Im Bereich
der pharmazeutischen Chemie miissen Leitstrukturen oftmals
hinsichtlich einer gréferen Anzahl von Parametern opti-
miert werden neben einer reinen pharmakologischen Aktivi-
tétj Dies betrifft z.B. die Aufnahmezeit, die biologische
Halbwertszeit, Toxizité&t der Abbauprodukte, Membrandiffu-
sionseigenschaften etc. Anstelle gezielter Synthesen wer-
den in der Zukunft vermehrt komplexe Gemische syntheti-
siert werden, sofern entsprechende Assays fiir die Detek-

tion der gewlinschten Eigenschaften bereitstehen und sofern
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die molekularen Strukturen mit verbesserten Eigenschaften

in einfacher Weise ermittelt werden kdnnen.

Bei der sogenannten AFFYMAX-Technik mit positionsspezi-
fischen Licht-induzierten Kopplungsreaktionen (S.P.A.
Fodor et al. (1991) Science 767 - 773) 1l4Rt sich eine
spezifische Verbindung eindeutig aus ihrer jeweiligen
x/y-Position bestimmen. Die Methode ist jedoch aus ver-
schiedenen Grinden in ihrer Anwendungsbreite limitiert.
Sie ist z. B. auf photoaktivierbare Kopplungsreaktionen
beschrankt und erfordert umfangreiche Zwischen- und Wasch-
schritte bei jeder Reaktion, da alle Reaktionspositionen
jeweils mit allen Reagentien in Kontakt kommen. Dariiber-
hinaus mufs die sequentielle Durchfiihrung der Reaktionen
bei Verwendung unterschiedlicher Reagentien pro Reaktions-
schritt als Nachteil angesehen werden.

Bei dem vorliegenden erfindungsgemifen Verfahren kommen
jeweils nur die vorgesehenen Positionen mit den jeweiligen
Reagentien in Kontakt. Deshalb lassen sich die Reaktionen
parallel durchfihren. Pro Position kénnen ein Reagens oder
auch ein Reagensgemisch zugesetzt werden. Das Gemisch kann
dabei bereits im aufgetragenen Tropfen (Mikrodrop) vorlie-
gen oder es kann hergestellt werden, indem aus verschiede-
nen Vorlagen unterschiedliche Reagentien oder Reagentien-
gemische auf eine Position aufgetragen und dabei gemischt
werden. Chemische Ausgangsprodukte lassen sich in aufein-
ander folgenden Schritten in den erfindungsgem&fen Proben-
kammern verbringen oder auf ebenen Flachen mit Hilfe der
Dinnschichttechnik auftragen. So ist es mdglich, vielfal-
tige Synthesen vorzubereiten und zu einem beliebigen,
spateren Zeitpunkt durch Aufbringen von geeigneten
Loésungsmitteln fir die vorgelegten, eventuell lyophili-
sierten Reaktanden oder Reaktionsldsungen bzw. die Reak-

tion thermisch oder photochemisch zu starten.
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Es ist mdglich, durch Grenzfléchenreaktionen durch Spin-
off-Technik auf die Mikroreaktor-Arrays Ausgangssubstanzen
aufzubringen. Umstandliche prédparative Schritte kdénnen so
bei Verwendung der Probentrager durch vorheriges Aufbrin-
gen der Ausgangssubstanzen erspart werden. Auch Biopoly-
mere lassen sich unter Zusatz von Stabilisatoren wie be-
stimmten Zuckerverbindungen selbst in lyophilisierter Form

stabilisieren.

Dies fiihrt zur Zeit- und Arbeitsersparnis beim Anwender.
Darlberhinaus erlaubt diese Technik auch weniger gut aus-
gestatteten Labororatorien, aufwendige Synthesen durchzu-
flihren. Lediglich ein Dispenser-System, mit dem Mikromen-
gen an Lo&sungsmittel auf die (x,y)-Anordnung der Wafer
verteilt werden kann, und eine entsprechende (x,y)—Vef—
schiebeeinheit muf® vorhanden sein, um bestimmte Reaktionen

zu starten.

Durch den Einsatz der Planartechnik (z.B. Si-Technik, DS-
Technik) bei der Herstellung der Mikrostruktur-Arrays wird
das Design solcher Arrays gut kompatibel zu den bekannten
Verfahren der Mikrosensorik, Mikroaktorik.

Die Einflhrung der Sensoren in jedem einzelnen Komparti-
ment ist prinzipiell méglich (siehe Lichtleiter in Sili-
zium: J. Miller Integrierte Optik auf Silizium im Ab-
schluRbericht des VDI/VDE Verbundprojekts Entwicklung
eines CMOS - kompatiblen Gesamtprozesses zur Herstellung
integriert optoelektronischer Schaltungen auf Silizium
(1989) ; Biosensoren: Scheller, Frieder, Schubert Florian
Biosensoren Akademie - Verlag Berlin 89, BioTec (Infor-
mationstransfer der BioTec) Biosensoren, Literaturdoku-
mentation von Kathrin Stein u. Klaus-Dietrich Neumann,

Vogel Verlag, 91 Wirzburg).
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Einsatz als Mikro-Bioreaktor System

Die erfindungsgeméfde Vorrichtung erlaubt die Fraktionie-
rung und Analyse von eukaryotischen Zellen bzw. deren Pro-
dukte nach Groéfie und Affinitdt. Es ist ferner méglich,
Infektionen der eukaryotischen Zellen in geeigneter Weise
zu verfolgen, Viruspartikeln oder Proteine oder andere
Biomolekille bestimmter Anzahl zu fraktionieren und orts-

spezifisch zu applizieren.

Dies wird durch die erfindungsgeméfie Vorrichtung in ihrer
bevorzugten Ausfihrungsform erméglicht: Probenkammern mit
integrierter Membran bzw. Siebstruktur, die sich z.B.
lithographisch herstellen 1&3t, ermdglichen den Aufbau von
Ubereinander gestaffelt angeordneten Probenkammern vor-
zugsweise unterschiedlicher Siebstruktur und Porengrdfe
(siehe Fign. 6, 1l2a-c). Pro Kammer der obersten Anordnung
lassen sich eukaryotische Zellen vereinzeln, welche direkt
oder nach einer Zichtungsphase in Kontakt mit Medium von
oben mikroskopisch oder fluorimetrisch vermessen werden
kénnen. Werden die Zellen z.B. mit einem Virus infiziert,
kénnen spezifische Verdnderungen verfolgt werden, z.B.
eine Lyse. Bestimmte Stoffwechselprodukte lassen sich z.B.
durch nachfolgendes Absaugen mittels der Siebe auftrennen
und detektieren. Die einzelnen Siebe kénnen dabei auch

chromatographische Trennphasen darstellen.
Bakterien, Lumineszenz - Detektion:

In ein Reportergen (z.B. Luciferase) wurde ein Gruppe
1-Intron insertiert. Im Bakterium (E. Coli) wird nach
Splicen durch die entsprechende Ribozymaktivit&dt eine
funktionstiichtige mRNA erzeugt, das flir die Luciferase
kodiert. Die Effizienz des Prozesses wird an der Inten-
sitat der durch die Luciferase vermittelten Bioluminiszenz

gemessen.
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Ein Reportergen wird zusammen mit einem Plasmid, das ein
Ribozym kodiert, das spezifisch mRNA eines Reportergen
erkennt und schneidet, in ein Bakterium kloniert. Schnei-
det das Ribozym korrekt, entsteht ein inaktives Reporter-
gen; schneidet es dagegen nicht, ist das Reportergen aktiv
und kann tUber das entstehende Lumineszenz Signal z.B. von

einer CCD-Kamera erfafdit werden.

Temperaturresistente RNA-Polymerase (in vitro) QfR-RNA-
Sequenzen, die alle flr die Replikation wichtigen Struk-
turen und das aktive Cistron flir die QR-Replikase enthal-
ten, sollten in ihrer Temperaturstabilitdt erhdht werden.
Zusammen mit einem in vitro Translationssystem und einer
anfangs =zugegebenen Replikase werden durch sogenannte
Serial-Transfer-Experimente temperaturstabile Replikasen
gezlchtet. Serial-Transfer-Experimente bedeuten ein kon-
zentrationsabhingiges Uberimpfen selektierter Proben und
Verdiinnen auf neue erfindungsgemdRe Probentrdger die in
diesem Fall mit einer Temperiervorrichtung ausgestattet
sind. Durch Anlegen eines Temperaturgradienten von Platte
zu Platte oder innerhalb einer Platte lassen sich die

Temperaturbedingungen gezielt festlegen.

Mit Dinnschicht- bzw. klassischer Chiptechnologie lassen
sich Probentrdger mit integrierten Temperatursensoren,
Heizvorrichtungen bis zu Lichtleitern oder photoempfindl-
ichen Strukturen herstellen (siehe S. Blttgenbach, Mikro-
mechanik, Teubner 91; W.M. Moreau, Semiconductor Litho-
graphy, Plenum Press 88; Micro Systems Proceedings, Bande
90/91/92, Herbert Reichl Editor; Koéhler, M.: Bridges of
Metallic and Dielectric Films in the Micron and Submikron
Range) . Damit ist es mdbglich, in sehr kleinen Dimensionen
(gl - pl - Bereich) Experimente durchzufiihren, die das
Durchmustern grofer Probenzahlen erlaubt. Dies erméglicht
auch die Durchflhrung temperaturgesteuerter Experimente.

Eingebaute Sensoren erlauben darlberhinaus die chemische
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Analyse der Produkte (Physikalische Sensoren: Temperatur,
Licht (online); chemische Sensoren: Schichten mit Nach-

welsreagentien) .

Nachfolgend soll anhand der Fign. 14 bis 31 auf einzelne
Ausfihrungsbeispiele des Probentridgers eingegangen werden.
In diesen Figuren ist die Ausbildung des Probentrégers
anhand einer AuSnehmung desselben dargestellt. Fur die
Fign. 14 bis 31 gilt, daf der Probentrager (Silizium-
Wafer) mit dem Bezugszeichen 50 bezeichnet ist, eine in
diesem Probentrdger 50 ausgebildete Ausnehmung mit 52
bezeichnet ist und der Siebboden der Ausnehmung 52 mit 54
gekennzeichnet ist. Teilweise ist in den Figuren bei 56
eine von der Ausnehmung 52 aufgenommene Flissigkeitsmenge

dargestellt.

Anhand von Fig. 14 soll kurz auf die Dimensionierung eines
hier beispielhaft gezeigten Probentrigers 50 eingegangen
werden. Der Probentrdger 50 ist scheibenfdrmig ausgebildet
und kann eine Gesamthdhe (Erstreckung zwischen Oberseite
58 und Unterseite 60) zwischen etwa 30,3 bis 3300 um auf-
weisen. Die HOhe einer Ausnehmung 52, d.h. der Abstand
zwischen der Oberseite 58 und dem Siebboden 54 kann zwi-
schen etwa 30 und 3000 um betragen. Die Dicke des Sieb-
bodens 54 kann damit zwischen etwa 0,3 bis 300 um liegen.
Die Porenweite im Siebboden 54 kann ca. 0,2 bis 200 um
betragen, wdhrend der Boden zwischen 1 bis 2000 pm breit
sein kann. Die gesamte Ausdehnung der Ausnehmung 52 (Kam-

merweite) kann zwischen 20 bis 5000 um betragen.

Fig. 15 zeigt einen Probentriger 50 mit einem halbseitig
perforierten Boden 54, der in seinem nicht perforierten
Abschnitt 62 zur Lichteinkopplung (bei 63 angedeutet)

transparent ist.
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Fig. 16 zeigt eine Variante eines Probentrdgers mit einem
halbseitig semitransparenten Siebboden 54, der Uber eine
Hilfte seiner Flache mit einer aufgesputterten Filter-
schicht 64 fir eine teilreflektierende Lichteinkopplung
(bei 66 angedeutet) Uber den Boden ausgestattet ist. Die
Filterschicht 64 weist vorzugsweise eine Dicke zwischen 20

bis 500 nm auf.

Fig. 17 zeigt einen Probentrdger 50 mit geteilter trans-
parenter Bodenhdlfte fir ungeddmpfte und abgeschwéchte
bzw. teilreflektierte Lichteinkopplung und gleichzeitige
volle Lichteinkopplung Uber zwei Teilstrahlen (Breite ca.
2 bis 2000 um). Die geschlossene Bodenhidlfte ist bei 68
dargestellt und weist einen bei 70 angedeuteten transpa-
renten Teil und einen bei 72 angedeuteten semitransparen-
ten teilreflektierenden Teil auf. Die Lichtstrahlen des
Einkopplungslichtes sind bei 74,76 angedeutet.

In Fig. 18 ist ein weiteres Ausfuhrungsbeispiel eines
Probentragers 50 dargestellt. Dieser Probentrdger 50 ist
auf seiner Oberseite mit einer Abdeckung 78 versehen, die
eine mit der Ausnehmung 52 fluchtende DurchlaRéffnung 80
aufweist, lber die eine Probe in die Ausnehmung 52 appli-
ziert wird. Die Abdeckung besteht beispielsweise aus Sili-
zium, Quarz, Polymer wie beispielsweise PMMA oder Glas und
kann eine Dicke im Bereich zwischen 50 bis 5000 um aufwei-
sen. Die Weite der DurchlaRéffnung 80 kann zwischen 20 bis
2000 um liegen. Die Halterung der Abdeckung 78 an dem
Probentrdger 50 erfolgt beispielsweise durch mechanische
Klemmung, die wieder 1ldésbar ist, odexr durch Kleben (Klebe-

spalt) oder durch anodisches Bonden oder Wafer-Wafer-Bon-

den.

Fig. 19 zeigt den Fall eines Probentrdgers 50 mit Ab-
deckung 78 und halbseitig perforiertem Siebboden, der

halbseitig transparent flr die Lichteinkopplung ist. Der
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‘geschlossene und fir die Lichteinkopplung transparente
Teil des Bodens ist bei 62 dargestellt.

Eine Variante zur Ausfihrungsform gemiaR Fig. 18 ist in
Fig. 20 dargestellt. Dort ist der Boden einer Ausnehmung
52 des Probentrdgers 50 halbseitig semitransparent flir
eine teilreflektierende Lichteinkopplung (bei 66 angedeu-
tet) ausgebildet. Der halbseitige semitransparente Teil

des Siebbodens ist bei 64 zu erkennen.

Fig. 21 schlieRlich zeigt die Kombination der Ausflhrungs-

form gemdf Fign. 17 und 18.

Fig. 22 zeigt einen Probentridger 50 mit halbseitig ge-
schlossenem Siebboden (geschlossener Teil bei 62 darge-
stellt), der der Aufnahme von integrierten Mikrosensoren
oder Mikroaktoren dient. Diese Mikrosensoren sind zweck-
maRigerweise im geschlossenen Teil 62 des Bodens inte-

griert.

Ein Beispiel flr einen Probentridger 50 mit halbseitig
geschlossenem Siebboden 54 (geschlossener Teil ist bei 62
angedeutet) und in diesem bzw. an diesem angeordneten
integrierten Dinnschichtheizer 82 ist in Fig. 23 darge-
stéllt; Der Diinnschichtheizer 82 besteht aus Metall, einer
Metallegierung oder einem Metalloxid und kann Schicht-
dicken zwischen 40 nm bis 4 um aufweisen. Er kann in Form
eines Streifenelementes oder maanderfdérmig mit Leiterbahn-
breiten von ca. 1 bis 2000 um ausgebildet sein. Der inte-
grierte Dinnschichtheizer 82 kann funktionsmdffig kombi-
niert sein mit der halbdurchlédssigen Reflektionsschicht
(s. Filterschicht 64 in Fig. 16) und kann gleichzeitig als
Mefs- oder als Heizelement in einer Dicke zwischen 30 bis

300 um ausgefliihrt sein.
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In Fig. 24 1ist ein Probentrdger 50 dargestellt, dessen
geschlossener Teil 62 seines Siebbodens 54 mit einem inte-
grierten Dinnschichtheizer 82 als Heizelement und einem
integrierten Dunnschicht-Mef3widerstand 84 (Thermistor) fir
die simultane Temperatursteuerung und Kontrolle, gegebe-

nenfalls als Regelkreis ausgelegt, versehen ist.

GemafRR dem Ausfihrungsbeispiel nach Fig. 25 wird das Mef3-
element als Mikro-Thermopile 86 zur genauen Messung loka-
ler Temperaturgradienten ausgefihrt. Derartige MeRelemente

sind an sich bekannt.

Fig. 26 schlieflich zeigt den Fall eines Probentrdgers 50
mit einem an der Unterseite angeordneten Dlinnschicht-Wel-
lenleiter 88, der Uber ein Einkopplungsglied (optisches
Element) 90 durch einen transparenten und ansonsten ge-
schlossenen Bereich 92 des Siebbodens 54 Licht in die
Ausnehmung 52 einkoppelt. Selbstversté&ndlich kann die in
Fig. 26 dargestellte Ausfuhrungsform auch Licht aus der

Ausnehmung 52 auskoppeln.

Schliefflich ist in Fig. 27 eine Kombination der Ausftih-
rungsformen nach den Fign. 24 und 26 dargestellt. Der
Probentrager 50 der Fig. 27 weist also einen Diinnschicht-
Wellenleiter 88 zum Ein- und Auskoppeln von Licht in die
Ausnehmung 52 hinein und aus der Ausnehmung 52 heraus auf.
Zusatzlich ist im Bereich des transparenten geschlossenen
Bodenbereichs 92 ein thermischer Sensor und Mikroheizer

(bei 94 angedeutet) integriert.

Fig. 28 zeigt ein Ausfllhrungsbeispiel eines Probentrigers
50 mit einer Abdeckung 78 (wie in Fig. 18), wobei unter-
halb der Abdeckung 78 (im bei A angedeuteten Bereich) ein
der betreffenden Ausnehmung 52 zugeordnetes Sensor- oder
Aktuatorelement angeordnet ist. Dieses Sensor- und/oder

Aktuatorelement kann gema&fs Fig. 29 ein Dinnschichtwider-
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stand 95 mit einer Schichtdicke von 40 bis 4000 um als
Mikroheizer oder Thermistor mit einer Breite von ca. 1 bis
2000 pm sein. Gemaf Fig. 30 kann es sich bei dem innen an
der Abdeckung 78 befindlichen Element um Mikroelektroden
96, beispielsweise aus Pt, Pd, Ao, Al, Cr oder Ti mit
Breiten zwischen 0,3 und 2000 pm flr lokale elektrochemi-
sche Umwandlung und/oder lokale Elektromigration, elektro-
foretische Trennung oder Molekilsorting handeln. Der Elek-
trodenabstand betragt vorzugsweise 0,6 bis 2000 um, wih-
rend die Elektrodenstdrke (Dicke) im Bereich zwischen 40
bis 4000 nm liegen kann. Bei dem unterhalb der Abdeckung
78 angeordneten Element kann es sich auch um freitragende
Mikroelektroden 97 handeln (s. Fig. 31), die der mikro-
kapazitiven Messung und/oder einer molekiildynamischen
Relaktationsmessung bei hohen lokalen Feldstidrken dienen.
_Die Spannweite der Luftbrilicke zwischen den Mikroelektroden
97 betragt etwa 0,5 und kann bis 2000 um betragen. Die
Elektrodendicke liegt bei 40 nm bis 2000 um, die Spann-
weite zwischen 0,1 und 200 pum, vorzugsweise zwischen 1 bis

4 upm.

In Fig. 32 ist in Explosionsdarstellung ein Probentrager
100 mit mit diesem Uber einen Abstandsring 102 verbundenem
Doppel-Linsenarray 104 dargestellt. Die Darstellung im
zusammengebauten Zustand zeigt Fig. 33. Der Probentriger
100 ist mit einer Vielzahl von Ausnehmungen 106 versehen,
die geschlossene oder pordse Bdden 108 aufweisen. Der Ab-
standsring bzw. Abstandskérper 102 ist an der Unterseite
110 des Probentrdgers 100 befestigt und h&lt das an ihm
anliegende Doppel-Linsenarray 104 auf Abstand zu den Bdden
108. Das Doppel-Linsenarray 104 besteht aus einer transpa-
renten Platte 112, die an ihren grof3ifldchigen Seiten mit
Linsen 114 (auf der Oberseite) und 116 (auf der Unter-
seite) versehen ist. Dabei fallen die optischen Achsen
zweier einander gegenlberliegender Linsen 114,116 zusam-

men, wobei diese optischen Achsen mit der Mittelachse
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einer Ausnehmung 106 zusammenfallen. Jeder Ausnehmung 106
sind also zwei Linsen 114,116 zugeordnet. Mit dem Doppel-
Linsenarray 104 ist es mdbglich, aus den Bodenbereichen 108
der Ausnehmungen 106 austretendes Licht auf einen Empfén-
ger, beispielsweise eine CCD-Kamera zu projizieren. Pro-
bentrdger 100, Abstandshalter 102 und Doppel-Linsenarray
104 sind durch Kleben oder anodisches Bonden miteinander
verbunden. Die Mikrolinsen 114,116 kénnen je nach erfor-
derlicher Brennweite und optischer Qualitéat als sphdrische
oder Fresnel-Linsen ausgefihrt sein. Die Ausflhrungsform
gemdfs den Fign. 32 und 33 sowie die nachfolgend noch zu
beschreibenden Ausfihrungsbeispiele gemaf den Fign. 34 bis
38 sind als faseroptische Platte bei den'Ausfﬁhrungsformen

den Fign. 1 und 2 einsetzbar.

Eine andere Ausgestaltung einer Kombination von Mikrolin-
sen mit dem Probentrdger ist in Fig. 34 dargestellt. Dort
befinden sich die Mikrolinsen 118 direkt an der Unterseite

der Bbden 108 des Probentragers 100.

Zur Projektion von nach oben aus den Ausnehmungen 106 aus-
tretendem Licht wird ein Aufbau wie in Fig. 35 gezeigt
vorgeschlagen. Der Probentrdger 100 weist an seiner Ober-
seite eine'transparente Platte 120 auf, auf deren dem
Probentrager 100 abgewandten Oberseite Mikrolinsen 122
angeordnet sind, wobei jede Mikrolinse 122 einer Ausneh-
mung 106, namlich der unter ihr angeordneten, zugeordnet
ist. Die planparallele Platte aus optisch transparentem
Material besteht beispielsweise aus Glas oder Polymer und
weist eine Dicke im Bereich zwischen 0,1 und 30 mm auf.
Die_Verbindung dieser Platte 120 mit dem Probentréger 100
ist dergestalt, daf die optischen Achsen der Mikrolinsen
122 sich in den Mittelachsen der Ausnehmungen 106 fort-

setzen.
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Fig. 36 =zeigt eine Alternative zu Fig. 35, wobei die
Mikrolinsen 124 auf der dem Probentrdger 100 zugewandten
Unterseite der planparallelen Platte 120 aus optisch
transparentem Material angeordnet sind. Auch fir das Aus-
fihrungsbeispiel gemafs Fig. 36 gilt, daf’ die Mikrolinsen
124 achsenzentriert 2zu den Ausnehmungen 106 angeordnet
sind. Die Mikrolinsen 124 weisen vorzugsweise Brennweiten

von ca. 0,1 bis 5 mm auf.

Fig. 37 zeigt die Kombination aus den Fign. 35 und 36. Auf
der Oberseite des Probentrdgers 100 ist die planparallele
Platte 120 aus optisch transparentem Material angebracht,
die, einander gegenitiberliegenden, auf ihrer Oberseite und
ihrer Unterseite Mikrolinsen 122,124 aufweist. Ein Paar
von Mikrolinsen 122,124 ist jeweils einander gegentliberlie-
gend angeordnet, so daf3 die optischen Achsen beider Linsen
zusammenfallen. Es handelt sich bei dem Ausfihrungsbei-
spiel gemadf’ Fig. 37, wie bei demjenigen gemdf den Fign. 32
und 33, um die Kombination eines Probentradgers mit einem
Doppel-Linsenarray. Das Doppel-Linsenarray gemaR Fig. 37
ist achsenzentriert zu den Ausnehmungen 106 angeordnet.
Die Wahl der Plattendicke und Brennweiten der Linsen ist
vorzugsweise dergestalt, daff in den Ausnehmungen 106 ent-
stehendes Licht in parallele oder leicht konvergierende
Strahlenblndel gebracht wird.

Fig. 38 zeigt ein weiteres Ausflhrungsbeispiel einer Kom-
bination aus Probentrdger 100 und Linsenarray, wobei die
planparallele Platte 120 dieses Linsenarrays direkt an der
Unterseite des Probentragers 100 anliegt. Achsenzentriert
zu den Ausnehmungen 106 sind an der Unterseite der plan-
parallelen Platte 120 die Mikrolinsen 126 angebracht. Uber
die Dicke der planparallelen Platte 120 kann der glnstig-
ste Abstand zwischen Linsenarray und Bodenbereich des Pro-

bentrdgers 100 eingestellt werden. Der Dickenbereich der
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Platte liegt vorzugsweise im Bereich zwischen 0,1 und 30

mm.

Fir die in den Fign. 32 bis 38 beschriebenen Ausfihrungs-
formen gilt, daf? die Bodenbereiche der Ausnehmungen ge-
schlossen oder pords ausgebildet sein koénnen. In beiden
F&dllen laf3t sich ein Einfach- oder Doppel-Linsenarray zur

Lichtein- und zur Lichtauskopplung am Probentréger anbrin-

gen.

Nachfolgend soll noch auf die Verwendung eines Probentri-
gers einer der vorstehend beschriebenen Arten zur Synthese
eingegangen werden. In einer Standardsynthese wird zu-
né&chst der ubliche Schritt des Bindens eines Nukeotids
durchgeflihrt. Dabei werden folgende tabellarisch aufge-
fiihrten Schritte durch Anfahren der jeweiligen Pipettier-
position (Dosierkopf mit entsprechender Lésung wird zur
Applikation in eine gewlnschte Ausnehmung des Probentri-

gers bewegt) vollzogen:



WO 95/01559 PCT/EP94/02173

DNA-Synthese nach einem Standardprotokoll

1. | Waschen des Supports DCA 1.50 min | 15 s
mit Dichlorethan
2. | Deprotection der 5’-OH-Gruppe | Detrit. 3.00 min | 30 s
der terminalen 2’-Deoxyri-
bose, Entfernen der DMTr-
Gruppe
3. | Entfernen der DMTr-Gruppe DCA 2.00 min | 20 s
4. | Waschen mit Acetonitril, um Aceto. 1.00 min |10 s
wasserfreie Bedingungen fiir
Kupplung zu bekommen
5. | Aktivierung der Aceto. : | 2.00 min {20 g
Phosphoamidite Tetra.
mit Tetrazol und Kupplung 1: 4
6. | Waschen Aceto. 0.30 min 3 s
7. | Capping A Cap. A 0.10 min 1ls
8. | Capping B Cap. B 0.10 min 1l s
9. | Waschen Aceto. 0.30 min 3 s
10. | Oxidation Ox. 0.10 min 5 s
11. | Waschen Aceto. 0.50 min 5 s
12. | Fir weitere Zyklen: Wieder-
|1 holung von 1. bis 11.
13. | Nach letztem Zyklus: Wieder-
holung von 1. bis 4.

Die Rekationszeiten lassen sich bei Optimierung des Pro-
zesses um einen Faktor 10 (letzte Spalte) reduzieren. Beim
Waschen kénnen und sollen grof’e Mengen Material eingesetzt
werden (relativ billig). Bei Schritt 5. dagegen muf mit
mdéglichst geringen Mengen gearbeitet werden. Das Volumen
pro Kammer betragt 100 nl, das mit Support (z.B. Glas-
staub, Harze) beflillt ist. Bei Schritt 5. muR fir eine

ausreichende Benetzung gesorgt werden.
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.

Eine solche Standardoligo - oder (analog) Peptidsynthese

wird flir Sequenzen der Lidnge m n-mal wiederholt.

Bei Peptidsequenzen unbekannter Eigenschaft (und das wird
meistens der Fall sein) wird mit einer Bindungsstudie z.B.
Antigen etc. die Qualitdt des entstandenen Peptides ge-
testet. Diese z.B. in Leuchtkraft gemessene Fitness mit
der Sequenzzuordnung wird dem Rechner zur Feststellung der
Fitnesslandschaft und anschliefiender Optimierung liberlas-

sen.
Ein solches Verfahren wird im folgenden beschrieben.

Man startet mit einer Zufallspopulation von Peptiden, die
jedoch auch an einigen Regionen konstant sein diirfen (z.B.
kiinstliche Immunglobuline). Diese werden synthetisiert und
auf ihre Wirksamkeit hin untersucht, d.h. jeder Sequenz
wird ein Fitnesswert zugeordnet. Ein neuronales Netz (NN)
wird nun trainiert, indem man die Abhéngigkeit von Sequenz
und Fitnesswerten lernen l&Rt. Das NN hat lediglich die
Aufgabe, die Fitnessfunktion zu lernen, die man bei vielen
Aufgaben nicht kennt. Parallel dazu laBt man Algorithmen

evolieren.

- Monomer [Position] = Monomer oder chemische Gruppe
oder Zufallseinheit.

- Monomer [Position 1 - Position 2] = definierte
Monomerfolge oder definierte chemische Gruppenfolge
oder Zufallssequenz.

- if Monomer [Position] = Monomer oder chemische Gruppe
then toto Zeilennummer.

- goto Zeilennummer.

- writeln (Monomer oder Monomer [Position]).

- Callproc; (Monomer oder Monomerfolge).
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Diese Programme sollen Peptide (oder andere Biopolymere
oder fur bestimmte innerhalb eines Bakteriums kodierende
Gensequenzen) konstruieren. Diese Peptide (oder anderes
biologisches Material) werden dem NN gegeben, welches
dazugehérige Fitnesswerte abschatzt, die wiederum als
Grundlage zur Algorithmusbewertung dienen. Hat man einen
Algorithmus gewonnen, dessen Fitness einem Grenzkriterium
genligt, werden entsprechend diesem Algorithmus Peptide

synthetisiert und das gesamte Verfahren iteriert.

Eine graphische Darstellung einer automatisierten Peptid-
synthese ist als FluRdiagramm in Fig. 39 gezeigt. Die
Schritte 158 bis 162 lassen sich alternativ oder auch
zusdtzlich flr die Sequenzen selbst durchflihren. Bei
Schritt 158 kénnen also alternativ oder zusdtzlich auch N
Sequenzen Uber ein herkdémmliches Optimierungsverfahren
selbst gefunden werden. Entsprechend wird dann alternativ
oder zusdtzlich in Schritt 160 der Fitnesswert flr jede
der N Sequenzen mit Hilfe des trainierten NN ermittelt.
SchlieRlich wird die Abfrage in Schritt 162 dahingehend
gedndert oder ergdnzt, daf abgefragt wird, ob eine "gute"

Sequenz ermittelt wurde.

Mit Hilfe dieses Verfahrens ware es mdglich Peptide zu

gewinnen, die HIV neutralisieren. Die synthetisierten

Peptide missen lediglich auf ihre Wirksamkeit beziiglich

HIV untersucht werden. Das NN lernt dann, Sequenzen bezlig-

lich ihrer Wirksamkeit gegenliber HIV zu kategorisieren.

Die Vorteile eines solchen Vorgehens sind die Erlangung

- einer Konstruktion eines NN, welches gelernt hat,
gewisse Bewertungskriterien bezliglich der gewlinschten
Eigenschaften zu verallgemeinern,

- eines Algorithmus, von dem man lernen kann, welche
strukturellen Eigenschaften ein Biopolymer haben muf,
um eine gewlnschte funktionale Eigenschaft zu erzie-

len,
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- des Peptids als Molekll selbst und

- neuer Einsichten dber antivirale Strategien, Binde-

doménen etc.

Mit Hilfe der hier beschriebenen Einrichtungen kann eine
Evolutionsmaschine mit folgendem Charakteristika aufgebaut
werden: Einzelreaktoren des Volumens 1 nl bis zu 100 nl
bilden ein zweidimensionales Feld (Array) von Kammern.
Jede einzelne Kammer ist durch ihre Position in x- und in
y-Richtung exakt definiert. X-y-Tische mit den erforder-
lichen Positioniergenauigkeiten sind kommerziell verfig-
bar. Der als Kammertrdger fungierende Wafer ist mit dem
xy-Tisch starr verbunden. Uber den PC-gesteuerten Tisch
14Rt sich jede gewilinschte Kammer in jede gewlnschte Posi-
tion bringen. Damit kann jede Kammer in beliebiger zeit-
licher Reihenfolge unter jeder der Entnahmepositionen
(Nadel) und des Mikrodosiersystems bzw. unter jedem Sensor
plaziert werden. Uber ein Tischsteuerprogramm kann die
systematische Abfrage der einzelnen Kammern oder von
Stichproben erfolgen. Die Transferoperationen und die
Ergebnisse von Mefdvorgangen koénnen mit den dazugehdrigen
Zeit- und Ortsangaben auf einem digitalen Datenspeicher

(z.B. Festplatte) abgelegt werden.

Durch die Festlegung im Bus-Steuerprogramm kann die auto-
matische Abarbeitung von Parallelversuchen mit Transfer-
operationen und Meflvorgdngen sehr rationell organisiert
werden. Die Auswertung Uber den Steuerrechner erleichtert
entscheidend die Datenzuordnung und garantiert auch bei
groffer Kammerzahl und damit grofder Anzahl von Einzelopera-
tionen ein geringes Fehlerrisiko. Mit Hilfe der Speiche-
rung der Daten von allen Einzeloperationen lassen sich

ProzeRablaufe leicht rekonstruieren.

Durch die Rechnerkontrolle kann auch ein verzweigtes

Arbeitsprogramm aufgebaut werden, bei dem die Abhdngigkeit
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Qon Mef3ergebnissen (z.B. als MafR fur Stoffwechselaktivitat
oder Produktkonzentration) Entscheidungen lber Transfer-
operationen vorgenommen werden. Die notwendigen MefRopera-
tionen lassen sich ebenfalls nach dieser ergebnisorien-
tierten Programmentscheidung automatisch festlegen. Damit

wird ein selbstoptimierender Automat verwirklicht.

Durch die grofie Anzahl arbeitender Reaktionskammern kann
einerseits die Wirkung vieler verschiedener Streffaktoren
auf ein Produkt in einem Durchlauf getestet werden. Ande-
rerseits kénnen viele verschiedene Produkte unter Einwir-
kung eines Strefifaktors getestet werden. Sektorweise oder
zeilenweise lassen sich Streffaktoren paar- oder gruppen-
weise in feinen Konzentrationsabstufungen kombinieren. In
Abhangigkeit vom Steuerprogramm kénnen Wachstumsvorgénge
auch in einer Sukzession des Einwirkens unterschiedlicher
Streffkombinationen, d.h. Selektionsfaktoren ablaufen, wenn
die entsprechenden Transferoperationen durchgefithrt wer-
den. Dadurch wird eine Wachstumslinie einer Abfolge unter-
schiedlicher Bewertungslandschaften unterworfen, wobei die
Auswahlkriterien fest oder bedingt vorherbestimmt sein
kénnen. Auf diese Weise lassen sich in einer solchen Evo-
lutionsmaschine geradezu komplexe Selektionspfade konstru-
ieren oder untersuchen. Gegebenenfalls lassen sich auch
Konkurrenzverhdltnisse und Rekombinationsprozesse nach

gréferen evolutiven Schleifen experimentell erkunden.

Thermostatierung und Thermoisolation dienen dem Zweck, die
gewlnschten Wachstums- oder Reaktionstemperaturen einzu-
stellen. Lokale Temperaturgradienten kénnen Uber inte-
grierte Mikroheizer eingestellt werden, die in Diunn-

schichttechnik auf dem Trédgerwafer ausgefliithrt sind.

Wahrend die Zuordnung des Mikrodosiersystems zu einer
bestimmten Kammer Uber den xy-Tisch erfolgt, muR die

Kapillarspitze bzw. die Impfnadel zum Zwecke der Proben-
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entnahme oder Probenzufihrung in eine Kammer in z-Richtung
abgesenkt werden. Im abgesenkten Zustand ist kein xy-
Transport mdglich. Der Transport in z-Richtung mufz tber

einen separaten Antrieb (Schrittmotor) erfolgen.

Als Sensoren zur Messung von Reaktionsverladufen bzw.
mikrobiellem Wachstum bieten sich spektroskopische oder
fluorimetrische Verfahren an, da bei diesen Verfahren kein
direkter Kontakt zwischen Losung und Sonde 2zu bestehen
braucht. Uber Absorptions- oder Fluoreszenzmessungen laft

sich eine mittlere bis hohe Selektivitat der MeRverfahren

erreichen.

Um die Messung bei hoher Meflrate genau zu gestalten, d.h.
hohe Integrationszeiten 2zu ermdglichen, ist der Einsatz

einer CCD-Kamera anstelle von Einzelsonden sinnvoll.
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ANSPRUCHE

Vorrichtung zur Aufnahme einer Vielzahl von chemi-
schen und/oder biologischen Proben, mit
- mindestens einem mikromechanischen Probentriger
mit einer Unterseite und einer dieser abgewandten
Oberseite, in der eine Vielzahl von mit B&den
versehenen Ausnehmungen auf nicht-spanende Weise,
insbesondere durch Atzen gebildet sind,
dadurch gekennzeichnet ,
daft zur Bildung von sich zwischen der Oberseite und
der Unterseite des Probentrigers erstreckenden Durch-
léssen die B&den der Ausnehmungen zumindest teilweise

pords sind.

Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,

dafs jeder Boden zumindest teilweise pords ist.

Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn-
zeichnet, daR der Abstand benachbarter Ausnehmungen

kleiner als oder gleich 5 mm ist.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch
gekennzeichnet, daf der Probenkdrper aus einem Halb-
leiter-Material der Gruppe III bis VIII der Elemente
des Periodensystems, insbesondere Silizium, besteht
oder dieses Halbleiter-Material insbesondere Silizium
aufweist und daf® zur Herstellung der Ausnehmungen ein

Lithographie-ProzefRR verwendet wird.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch
gekennzeichnet, dafl der Probentriger aus einem Kunst-
stoffmaterial besteht oder dieses aufweist und daR
die Ausnehmungen mittels LIGA-Technik hergestellt
sind. -
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Vorrichtung nach einem der Ansprliche 1 bis 5, dadurch
gekennzeichnet, daff der Probentrdger scheiben- oder
plattenfédrmig, insbesondere nach Art eines Wafer,

ausgebildet ist.

Vorrichtung nach einem der Anspriche 1 bis 6, dadurch
gekennzeichnet, dafi mehrere Probentrager libereinander
angeordnet sind, wobei die pordésen Bdden der Ausneh-
mungen eines Probentragers mit den Ausnehmungen und
Bdden eines benachbarten Probentrdgers fluchtend aus-

gerichtet sind.

Vorrichtung nach einem der Ansprlche 1 bis 7, dadurch
gekennzeichnet, dafl die Ausnehmungen diese begrenzen-
de Flachen aufweisen, die mit fur die jeweilige
chemische und/oder biologische Reaktion inertem Mate-

rial versehen sind.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch
gekennzeichnet, daf? die Ausnehmungen mindestens ein

chromatographisches Trennmaterial beinhalten.

Vorrichtung nach einem der Ansprliche 1 bis 9, dadurch
gekennzeichnet, daf’3 die Bboden jeweils teilweise mit
einer Filterschicht aus einem semitransparenten Mate-
rial zur teilreflektierenden Einkopplung elektromag-
netischer Strahlung, insbesondere Licht, versehen

sind.

Vorrichtung nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet,
daf? die Filterschicht gesputtert ist.

Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 11, da-
durch gekennzeichnet, daf die Bdden jeweils mit einer

Filterschicht aus einem flUr elektromagnetische Wel-



WO 95/01559

13.

14.

15.

16.

17.

PCT/EP94/02173

- 41 -

len, insbesondere Licht, transparenten Material ver-

sehen ist.

Vorrichtung nach einem der Ansprlche 1 bis 12, da-
durch gekennzeichnet, daff die Bdden jeweils mit
Schichten zur ungeddmpften und abgeschwéchten bzw.
teilreflektierten Einkopplung und gleichzeitig vollen
Einkopplung von elektromagnetischer Strahlung, insbe-
sondere Licht, durch getrennte Teilstrahlen versehen

sind.

Vorrichtung nach einem der Anspriliche 1 bis 13, da-
durch gekennzeichnet, daf auf der Oberseite des Pro-
bentragers oder, im Falle mehrerer libereinander ange-
ordneter Probentrager, auf der Oberseite des obersten
Probentrigers eine Abdeckung mit einzelnen mit den
Ausnehmungen fluchtenden DurchlafRéffnungen angeordnet
ist, die jeweils kleiner als der Offnungsquerschnitt
der Ausnehmungen in der Oberseite des Probentrigers

sind.

Vorrichtung nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet,
daR die Abdeckung mit dem Probentriger durch insbe-
sondere lOsbare mechanische Klemmung, durch Kleben,
durch anodisches Bonden oder durch Wafer-Wafer-Bonden

verbunden ist.

Vorrichtung nach Anspruch 14 oder 15, dadurch gekenn-
zeichnet, daR die Abdeckung aus einem &tzbaren Mate-
rial besteht und die Durchlafdffnungen durch Atzen
litographisch hergestellt sind.

Vorrichtung nach Anspruch 14 oder 15, dadurch gekenn-
zeichnet, daR die Abdeckung aus einem Kunststoffmate-
rial besteht oder dies aufweist und daf die Durchlafk-
6ffnungen mittels LIGA-Technik hergestellt sind.
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Vorrichtung nach einem der Ansprlche 1 bis 17, da-

durch gekennzeichnet, daf3 die Ausnehmungen oder -die

den Ausnehmungen des Probentragers zugewandte Unter-

'seite der Abdeckung fir insbesondere jede Ausnehmung

mit einem Widerstandselement, insbesondere einem
Dunnschichtwiderstand, als Mikroheizer oder Thermi-

stor versehen ist.

Vorrichtung nach einem der Ansprlche 1 bis 18, da-
durch gekennzeichnet, dafl die Ausnehmungen oder die
den Ausnehmungen des Probentrdgers zugewandte Unter-
seite der Abdeckung flur insbesondere jede Ausnehmung
mit Elektroden fir lokale elektrochemische Umwandlung

und/oder Molekililsortierung versehen ist.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 14 bis 19, da-
durch gekennzeichnet, dafd die Ausnehmungen oder die
den Ausnehmungen des Probentriagers zugewandte Unter-
seite der Abdeckung flir insbesondere jede Ausnehmung
mit Elektroden fir mikrokapazitive Messungen und/oder
die Applikation molekiildynamischer Feldstadrken ver-

sehen ist.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 20, da-
durch gekennzeichnet, dafd jeder Boden einen geschlos-
senen und einen pordsen Bodenbereich aufweist, die

nebeneinander angeordnet sind.

Vorrichtung nach einem der Anspriche 1 bis 21, da-
durch gekennzeichnet, daf? jede Ausnehmung und insbe-
sondere jeder Boden mit einem elektrischen Wider-
standselement, insbesondere Dinnschichtwiderstand als
Heizelement versehen ist, das bzw. der in den Boden

integriert ist.
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Vorrichtung nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet,
dafd das Material des Widerstandselements eine halb-

durchlassige Reflexionsschicht bildet.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 23, da-
durch gekennzeichnet, daf jede Ausnehmung und ins-
besondere jeder Boden mit einem insbesondere inte-
grierten elektrischen Widerstandselement, insbeson-
dere Dunnschichtwiderstand als Heizelement und mit
einem weiteren insbesondere integrierten elektrischen
Widerstandselement, insbesondere MeRwiderstand ver-

sehen ist.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 24, da-
durch gekennzeichnet, daf jede Ausnehmung und insbe-
sondere jeder Boden mit einem optischen Lichtwellen-
leiter gekoppelt, insbesodnere verbunden ist, dessen
eines Ende Uber ein Koppelglied mit einem fiir die
Uber den Lichtwellenleiter zu Utbertragende elektro-
magnetische Strahlung transparenten Bodenbereich

verbunden ist.

Vorrichtung nach einem der Ansprliche 1 bis 15, da-
durch gekennzeichnet, daff jede Ausnehmung mit min-
destens einem Sensor zur Messung eines Reaktionspara-
meters, insbesondere zur pH-Messung und/oder CO,-Mes-
sung versehen ist oder jeder Ausnehmung mindestens

ein solcher Sensor zugeordnet ist.

Vorrichtung nach einem der Anspriche 1 bis 25, da-
durch gekennzeichnet, dafl der Boden mindestens einer
Ausnehmung und/oder mindestens eine Ausnehmung so,
wie in den Ansprichen 1 bis 24 beschrieben, ausgebil-
det ist.
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Vorrichtung nach einem der Anspriche 1 bis 27, da-
durch gekennzeichnet, daf ein Lisenarray vorgesehen
ist, das flir jede Ausnehmung mindestens eine Linse

aufweist.

Vorrichtung nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet,
daf jeder Ausnehmung eine Linse oder ein Linsenpaar

des Linsenarrays zugeordnet ist.

Vorrichtung nach Anspruch 28 oder 29, dadurch gekenn-
zeichnet, daRR das Linsenarray eine planparallele
Platte aus optisch transparentem Material mit einer
Oberseite und einer dieser abgewandten Unterseite
aufweist und dafl die Linsen auf der Oberseite und/
oder der Unterseite der planparallelen Platte ahge—

ordnet sind.

Vorrichtung nach einem der Anspriche 28 bis 30, da-
durch gekennzeichnet, dafl das Linsenarray von dem

Probentriager beabstandet ist.

Vorrichtung nach einem der Anspriche 28 bis 30, da-
durch gekennzeichnet, daR das Linsenarray auf der

Oberseite des Probentrdgers angeordnet ist.

Vorrichtung nach Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet,
daf3 das Linsenarray eine planparallele Platte aus
optisch transparentem Material aufweist, die auf
ihrer dem Probentrdger abgewandten Oberseite mit

Linsen versehen ist.

Vorrichtung nach Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet,
daf? das Linsenarray eine planparallele Platte aus
optisch transparentem Material aufweist, die auf
ihrer dem Probentrdger zugewandten Unterseite mit

Linsen versehen ist.
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Vorrichtung nach Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet,
daf? das Linsenarray eine planparallele Platte aus
optisch transparentem Material aufweist, die auf
ihrer dem Probentrager abgewandten Oberseite und auf
ihrer dem Probentrager zugewandten Unterseite jeweils

mit Linsen versehen ist.

Vorrichtung nach einem der Anspriche 28 bis 35, da-
durch gekennzeichnet, daRR die optische Achse der
einer Ausnehmung zugeordneten Linse oder die opti-
schen Achsen einer Ausnehmung zugeordneten Linsen
oder ihre Verlangerungen bzw. Verlangerungen durch

die Ausnehmung oder Ausnehmungen hindurch verlauft.

Vorrichtung nach Anspruch 28 oder 29, dadurch gekenn-
zeichnet, daf# die Linsen des Linsenarrays in den

Bdden der Ausnehmungen integriert sind.

Verwendung eines Probentrdgers nach einem der An-
spriche 1 bis 37 zur parallelen Fihrung von Reaktio-
nen und/oder Analyse und/oder chromatographischen
Trennung grofer Anzahlen voneinander unabhidngiger
Reaktionsansdtze mit dem Ziel der vergleichenden
Analyse wie Segmentierung und/oder der Kultivierung
vermehrungsfédhigen biologischen Materials wund/oder
der chemischen Synthese wie Peptid- und/oder Nuc-

leotid- und/oder Protein-Synthese.

Verwendung eines Probentridgers nach einem der An-
spruche 1 bis 37 zur Festphasensynthetisierung, wobei
auf in die Ausnehmungen zur Oberfl&chenbindung der zu
synthetisierenden Substanzen eine Festphase einge-
bracht wird, insbesondere durch Bestreichen der Ober-
seite des Probentrdgers mittels einer in einer Fliis-
sigkeit aufgeschldmmten Festphase, insbesondere Glas-

staub oder Harzpartikel.
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Verwendung eines Probentrégers nach einem der An-
spriche 1 bis 37 zur parallelen Sequenzierung von
Nukleinsduren, insbesondere nach dem Verfahren von
Sanger, Maxam Gilbert, oder zur parallelen Sequen-

zierung von Peptiden oder Proteinen.

Verwendung eines Probentragers nach einem der An-
spriiche 1 bis 37 zur Analyse einer extern durchge-

fihrten Sequenzreaktion.

Verwendung eines Probentragers nach einem der An-
spriche 1 oder 37, dadurch gekennzeichnet,. daf
phénotypische Eigenschaften von Mutanten, die sich
jeweils in verschiedenen Ausnehmungen befinden oder
dort generiert werden, auf die jewellige Fitness
getestet werden, insbesondere auf spezifische Bin-

dungseigenschaften oder enzymatische Eigenschaften.

Verwendung eines Probentrdgers nach einem der An-
spriche 1 bis 37, dadurch gekennzeichnet, daf® in den
einzelnen Ausnehmungen gezielt chemische Synthesen
durchgefihrt werden, insbesondere die Synthese und/
oder chemische Modifikation organischer Molekiile,
insbesondere die Synthese von Oligopeptiden oder
Oligonukleotiden auf DNA- oder RNA-Basis.

Verwendung eines Probentrdgers nach einem der An-
spruche 1 bis 37, dadurch gekennzeichnet, daR die
organischen Molekiile biologisch aktive, chemische
Leitstrukturen darstellen, die positionsspezifisch in
den Kompartimenten mit verschiedenen Substanzen und/
oder Substanzgemischen zur Reaktion gebracht werden
und die unterschiedlichen Reaktionsprodukte auf be-

stimmte Eigenschaften analysierbar sind.
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