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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfah-
ren zur Funktionalisierung von festen Tragern, die
mittels Durchflihrung eines solchen Verfahrens erhal-
tenen funktionalisierten festen Trager, ihre Verwen-
dungen, insbesondere zur Immobilisierung biologi-
scher Molekile, wie Nucleinsauren, Polypeptide, Li-
pide, Kohlenhydrate und Hormone.

[0002] Trager, die immobilisierte biologische Mole-
kile tragen, werden vorteilhafterweise zum Nach-
weis und zur Erkennung biologischer Spezies ver-
wendet, aber andere Anwendungen dieser Trager,
wie chemische Synthese oder Modifikation auf Tra-
ger oder auch die Verstarkung biologischer Reaktio-
nen auf Trager, sind ebenfalls mdglich.

[0003] In dem besonderen Rahmen des Nachwei-
ses und der Erkennung biologischer Spezies ist es
von grofdter Bedeutung, dass man uber funktionali-
sierte feste Trager verfligen kann, die eine bestimmte
Anzahl von Qualitaten besitzen.

[0004] Diese Trager missen insbesondere die re-
produzierbare Immobilisierung biologischer Molekiile
von Interesse gestatten, weil eine reproduzierbare
Immobilisierung Voraussetzung fiir einen ebenfalls
reproduzierbaren Nachweis ist.

[0005] Diese Trager missen ferner die Immobilisie-
rung biologischer Molekiile von Interesse auf emp-
findliche Weise gestatten. Die Empfindlichkeit eines
funktionalisierten festen Tragers hangt vom Immobili-
sierungsgrad und dem Verfahren zum Nachweis ei-
nes Signals ab, aber auch und vor allem von der
Hoéhe des Hintergrunds (unspezifischen Signals).
Eine Verringerung des Hintergrunds verbessert das
Signal/Hintergrund-Verhaltnis. Tats&chlich rihrt in ei-
ner Vorrichtung, in der man das Vorliegen biologi-
scher Spezies in Nachbarschaft zur Oberflache
nachweist, der Hintergrund im Wesentlichen von der
unspezifischen Absorption anderer Molekile als die
biologischen Molekiile von Interesse, die man immo-
bilisieren mdchte, her, und man mdchte diese folglich
beschranken.

[0006] Andererseits ist es wichtig, dass man Uber
wiederverwendbare funktionalisierte feste Trager
verfugen kann. Tats&chlich wird der Grof3teil der zur-
zeit verfigbaren funktionalisierten Trager als Einwe-
gartikel beschrieben, was natirlich als ein Vorteil fir
den Verwender betrachtet werden kann. Diese Tra-
ger sind jedoch Einwegartikel, weil es, insbesondere
aufgrund der starken Abweichung des gemessenen
Signals, ganz einfach nicht moglich ist, sie mehrmals
zu verwenden. Die Qualifikation "Einwegartikel" wird
somit zum Synonym mit "mittelmaRiger Qualitat". Die
Méoglichkeit, Gber einen wiederverwendbaren Trager
verfugen zu koénnen, ist von grolem Interesse, weil

sie die Analyse mehrerer biologischer Proben mit ei-
ner einzigen und gleichen Vorrichtung gestattet, was
die Durchfiihrung quantitativer Vergleiche ermoglicht.
AuRerdem kénnen mit wiederverwendbaren Trager
mehrere Messungen an einer einzigen Probe durch-
geflhrt werden, so dass eine Verbesserung der Er-
gebnisse unter statistischem Gesichtspunkt moglich
ist, was mit einem Einwegtrager nicht vorgesehen
werden kann, der aufgrund der schlechten Immobili-
sierung der biologischen Molekiile auf dem Trager zu
schnell abweicht.

[0007] SchlieRlich muss auf einem funktionalisier-
ten Trager, auf dem man die immobilisierten Spezies
auf Plots genau lokalisieren mdchte, der Immobilisie-
rungsschritt auf der Oberflache der Plots gut lokali-
siert und homogen durchgefiihrt werden, um jedes
Risiko von Auslaufen oder Héfen zu vermeiden.

[0008] Die Immobilisierung biologischer Molekile
auf festen Tragern erfolgt im Allgemeinen in zwei ge-
trennten Schritten:
— einem ersten Schritt der Funktionalisierung der
Trager, bestehend aus einer chemischen Modifi-
kation ihrer Oberflache durch Pfropfung von Syn-
thesemolekilen (Kupplungsmitteln), welche die
Befestigung der biologischen Molekile auf dem
Trager gewahrleisten;
— einem zweiten Schritt der Immobilisierung, be-
stehend aus dem Herstellen einer kovalenten Bin-
dung zwischen den biologischen Molekilen und
diesen funktionalisierten Tragern.

[0009] Um solche kovalenten Bindungen herzustel-
len, kdnnen verschiedene Typen von Reaktionen in
Abhangigkeit einerseits von der Art des Kupplungs-
mittels und andererseits von dem zu immobilisieren-
den biologischen Molekiil eingesetzt werden.

[0010] Wenn es sich um die Befestigung von Prote-
inen oder Oligonucleotiden handelt (die einen ami-
nierten Spacerarm tragen), sind somit an der Reakti-
on mit der Oberflache Aminfunktionen beteiligt. Die
Befestigung dieser Funktionen an der Oberflache
wird hauptsachlich durch Bindungen des Thioharn-
stoff- oder Amidtyps gewabhrleistet. Die Bildung von
Thioharnstoffen ist insbesondere in dem Artikel von
Guo Z. et al., Nucleic Acid Research, 1994, 22,
5456-5465 beschrieben und besteht aus der Aktivie-
rung aminierter Oberflachen durch schwefelhaltige
Molekile, wie beispielsweise Phenylendiisothiocya-
nat und dem anschlieBenden Umsetzen der Molek-
le an der so aktivierten Oberflache. Die Bildung von
Amidbindungen wird durch Reaktionen von Aminen
mit Carbonsauren erhalten, im Allgemeinen durch
chemische Modifikation eines aminierten Tragers
(beispielsweise durch Bernsteinsdureanhydrid oder
eine Polymerisationsreaktion), wie es zum Beispiel in
den amerikanischen Patenten Nr. 5 919 523, 5 667
976 und 6 043 353 beschrieben ist.
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[0011] Die direkte Funktionalisierung auf festem
Trager durch Carbonsauren kann durch Bildung von
selbstassemblierten Schichten saurer Alkanthiole auf
Goldabscheidungen (BONCHEVA M. et al., Lang-
muir, 1999, 15, 4317-4320; HUANG et al., Langmuir,
2000, 16, 3272-3280) oder auch durch Hydrosilylie-
rungsreaktionen auf Siliciumtragern (Strother T. et
al., J. Am. Chem. Soc., 2000, 122, 1205-1209)
durchgefiihrt werden; jedoch beinhaltet im letzten
Fall die Befestigung von Biomolekilen Komplexie-
rungsreaktionen.

[0012] Im besonderen Fall der Immobilisierung von
Proteinen hat man bereits vorgeschlagen, Trager aus
Quarz mit einem Silan zu funktionalisieren, das Es-
tergruppen tragt, von denen anschliefend die
Schutzgruppen abgespalten werden (Brennan J. D.
et al.,, Can. J. Chem., 1994, 72, 721-728).

[0013] Auch durch die chemische Modifikation bio-
logischer Molekule war die Entwicklung weiterer Im-
mobilisierungsverfahren moglich. So hat man ein
elektrochemisches Immobilisierungsverfahren vorge-
schlagen, das auf der Polymerisation von Pyrrol ba-
siert (Livache T. et al., Biosensors & Bioelectronics,
1998, 13, 629-634 und Garnier F. et al., Synthetic
Metals, 1999, 100, 89-94). Durch dieses Verfahren
ist es madglich, Molekiile (Oligonucleotide, Peptide),
die Pyrrolreste tragen, durch lokalisiertes Einfangen
zu immobilisieren, es macht jedoch die Verwendung
von leitenden Tragern erforderlich und erfordert ein
Mehrfachzielsteuerungsverfahren.

[0014] Es wurde ebenfalls vorgeschlagen, Oligonu-
cleotide durch eine Dialdehydgruppe zu modifizieren,
so dass ihre Befestigung an Hydrazidfunktionen
moglich ist. (Proudnikov D. et al., Analytical Bioche-
mistry, 1998, 259, 34-41 und Dubiley S. et al., Nucle-
ic Acid Research, 1997, 25, 2259-2265). Die funktio-
nalisierten Trager sind in diesem Fall Polyacrylamid-
oder Nitrocellulosegele, die dicke und somit dreidi-
mensionale Netze bilden, die den Vorteil haben, dass
die bei einer gleichen Oberflache die Dichte der im-
mobilisierten Strange erhéhen. Diese Gele weisen je-
doch im Hinblick auf die Gr6RRe der abgeschiedenen
Plots und die GréRe der DNA-Strange, die hybridi-
siert werden kdénnen, bestimmte Beschrankungen
auf (Yershov G. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
1996, 93, 4913-4918).

[0015] Ein mehr und mehr verwendeter weg bein-
haltet schlieBlich die Umsetzung von Oligonucleoti-
den, die einen Spacerarm mit einer endstandigen
Thiolfunktion besitzen, an Oberflachen, die mit Halo-
genacetaten funktionalisiert sind (US 5 412 087 und
Tang K. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1999, 96,
10016-10020). Die Einfihrung von Dischwefelbru-
cken oder Thioetherbindungen nach Addition einer
Pyridylsulfidgruppe an das Oligonucleotid (WO
99/20640) ist an Oberflachen mdglich, die durch Thi-

ole funktionalisiert sind. Auch wenn die Thiole ausrei-
chend reaktiv und unempfindlich gegenuber Feuch-
tigkeit erscheinen, sind diese Funktionen trotzdem
schwierig einzusetzen, weil sie zur Oxidation zum Di-
sulfid neigen. Eine vorherige Reduktion des Disulfids
in situ ist somit oft erforderlich, damit man hoffen
kann, reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten.

[0016] Somit besteht folglich ein grol’es Spektrum
an Moglichkeiten, um zu funktionalisierten Tragern zu
gelangen, die eine Immobilisierung biologischer Mo-
lekile von Interesse gestatten. Bis heute konnten
man jedoch die Gewinnung wiederverwendbarer
funktionalisierter fester Trager, welche die Immobili-
sierung biologischer Molekile von Interesse auf re-
produzierbare und empfindliche Weise sowie den
Nachweis eines Signals bei gleichzeitiger Beschran-
kung des Signal/Hintergrund-Verhaltnisses gestat-
ten, nicht auf véllig zufriedenstellende Weise durch-
fuhren.

[0017] Aus diesem Grund haben sich die Erfinder
zum Ziel gesetzt, derartige Trager bereitzustellen,
und sind zu dem Gegenstand der vorliegenden Erfin-
dung gelangt.

[0018] Ein erster Gegenstand der vorliegenden Er-
findung ist ein Verfahren zur Funktionalisierung eines
festen Tragers, der an der Oberflache Hydroxyl- oder
Hydridfunktionen tragt, umfassend die folgenden
Schritte:
a) Pfropfen mindestens eines bifunktionellen Mo-
leklls mittels kovalenter Bindung (Silylierung oder
Hydrosilylierung), das eine geschitzte Carbon-
saurefunktion der folgenden Formel (1) tragt:

A-X-COOR ()

worin:

— A eine Gruppe darstellt, die eine kovalente Bin-
dung des bifunktionellen Molekdls der Formel (1)
an die Hydroxyl- oder Hydridfunktionen des Tra-
gers gestattet,

— R eine Schutzgruppe der Carbonsaurefunktion
darstellt,

— X eine gerade oder verzweigte, gesattigte oder
ungesattigte C,-C,,-Kohlenwasserstoffkette dar-
stellt, die gegebenenfalls durch ein oder mehrere
Heteroatome, die aus N, O und S ausgewahlt
sind, unterbrochen ist;

b) Entfernen der Schutzgruppen von den Carbon-
saurefunktionen, von denen im Verlauf des Pfrop-
fungsschrittes a) nicht die Schutzgruppe entfernt
wurde;

dadurch gekennzeichnet, dass der Schritt a) bei
einer Temperatur zwischen 50 und 200°C mit ei-
ner Verbindung der Formel (1) durchgefiihrt wird,
in der A eine monofunktionelle Gruppe ist, und da-
durch, dass das Verfahren ferner einen Schritt c)
der Passivierung der restlichen Hydroxyl- oder
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Hydridfunktionen des Tragers, die nicht mit dem
oder den Molekul(en) der Formel () umgesetzt
wurden, umfasst.

[0019] Erfindungsgemall umfasst die Kohlenwas-
serstoffkette des bifunktionellen Molekils der Formel
(I) 2 bis 18 Kohlenstoffatome; bei einer derartigen
Kettenlange (weniger als 20 Kohlenstoffatome) kann
man nicht zu einem festen Trager gelangen, der eine
autoassemblierte organisierte Einzelschicht (SAM)
tragt. Tatsachlich ist gemal A. ULMAN, Chem. Rev.,
1996, 96, 1533-1554, die SAM-Bildung auf festen
Tragern mithilfe von Organosiliciumverbindungen,
die ein ftrifunktionelles Ende (des Alkyltrichlorsi-
lan-Typs) besitzen, méglich, wenn die Kohlenwasser-
stoffkette mindestens 20 Kohlenstoffatome enthalt.

[0020] Erfindungsgemal ist es im Gegensatz dazu
durch Verwendung von Molekulen der Formel (1), in
denen die Gruppe A, die deren die Befestigung auf
dem Trager gestattet, monofunktionell ist, mdglich,
dichte mono- oder submolekulare Schichten auf re-
produzierbare Weise zu erhalten. AulRerdem besit-
zen die Molekile der Formel (l), die an der Oberfla-
che des Tragers befestigt sind, jeweils ihren Veranke-
rungspunkt direkt auf der Oberflache, im Gegensatz
zu bi- oder trifunktionellen Molekiilen, die oft zu di-
cken, rauen und schlecht definierten Pfropfungs-
schichten fihren.

[0021] Die festen Trager, die geman diesem Verfah-
ren funktionalisiert werden kdnnen, sind vorzugswei-
se pordse oder ebene, organische (Kunststoffmateri-
alien) oder anorganische Oberflachen der Typen Me-
talloxide, Siliciumdioxid und seiner Derivate (Glas,
Quarz, ...), d.h. jede Oberflache, die oberflachliche
Hydroxylfunktionen aufweist, sowie Halbleiter des Si-
liciumtyps, die an der Oberflache Hydride (Si-H) auf-
weisen.

[0022] Die monofunktionelle Gruppe A kann insbe-
sondere aus Dialkyl(dialkylamino)silan-, Dialkylhalo-
gensilan-, Diphenyl(dialkylamino)silan-, Diphenylha-
logensilan-, [(Monoalkyl), (Monophenyl), (Dialkylami-
no)]silan-, [(Monoalkyl), (Monophenyl), (Halogen)]si-
lan-, Alken-, Alkingruppen und metallorganischen
Verbindungen, wie Organomagnesium- oder Orga-
nolithiumverbindungen, ausgewahlt sein.

[0023] Die Schutzgruppe R der vorstehenden Mole-
kile der Formel (I) kann aus den in Protective groups
in organic synthesis (T. W. GREENE et al., 2. Aufla-
ge, Wiley Interscience) ausgewahlt sein, wie bei-
spielsweise ein C,-C,-Alkylrest oder ein zyklischer
Rest.

[0024] Nach einer vorteilhaften Ausfiihrungsform
dieses Verfahrens und, wenn die Oberflache des fes-
ten Tragers oberflachliche Hydroxylfunktionen auf-
weist, sind die Molekile der Formel () vorzugsweise

aus den Organosiliciumverbindungen der folgenden
Formel (la) ausgewahlt:

A
L I )
A27S1"‘(CH2)n_C"'—O"’R (la
As

worin:
— A, und A, gleich oder verschieden sind und ei-
nen C,-C,-Alkyl- oder einen Phenylrest darstellen,
— A, einen C,-C,-Alkoxy-, Dialkyl- (C,-C,) ami-
no-Rest oder ein Halogenatom, wie Chlor, dar-
stellt,
- R eine Schutzgruppe darstellt, die aus C,-C,-Al-
kylresten und zyklischen Resten, wie dem Benzyl-
rest, ausgewahlt ist,
— n eine ganze Zahl zwischen 2 und 18 ist.

[0025] Unter den fir A1 und A2 definierten C,-C,-Al-
kylresten kann man insbesondere Methyl-, Ethyl-,
Propyl- und Butylreste nennen, wobei der Methylrest
besonders bevorzugt ist.

[0026] Unter den fir A,
kyl-(C,-C,)amino-Resten kann
den Dimethylaminorest nennen.

definierten Dial-
man insbesondere

[0027] Unter den fiir die Gruppe R definierten
C,-C,-Alkylresten kann man insbesondere Methyl-,
Ethyl-, Isopropyl- und t-Butylreste nennen, wobei der
t-Butylrest besonders bevorzugt ist.

[0028] Erfindungsgemal sind die Verbindungen der
Formel (la) ganz besonders aus denjenigen ausge-
wahlt, in denen:

— A, und A, gleich sind und einen Methylrest dar-

stellen,

— A, einen Dimethylaminorest oder ein Chloratom

darstellt,

-n=10ist und

— R einen t-Butylrest darstellt.

[0029] In dem besonderen Fall, in dem A, einen Di-
methylaminorest darstellt, kann das entsprechende
Molekil ((CH,;),N-Si-(CH,),-(CH,),,-C-(O)-O-t-butyl),
das nicht kommerziell erhaltlich ist, gemaf herkdmm-
licher Verfahren zur Veresterung von Undecylensau-
re (Trost B. M. et al., "Comprehensive organic syn-
thesis", 1991, 6, Pergamon Press; Staab H. A. et al.,
"Azolides in organic synthesis and biochemistry",
1998, Wiley Weinheim) und zur Hydrosilylierung (Fle-
ming |., "Comprehensive organic synthesis", Band I,
Kapitel 13) hergestellt werden.

[0030] Gemal einer anderen vorteilhaften Ausfiih-
rungsform des Verfahrens und, wenn die Oberflache
des festen Tragers oberflachliche Hydridfunktionen
tragt, sind die Molekule der Formel (1) vorzugsweise
aus Alkenen, Alkinen, Aldehyden, Peroxiden oder
aus metallorganischen Verbindungen ausgewahlt.
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Unter diesen Verbindungen sind Methyl- oder t-Buty-
lester der Undecylensaure besonders bevorzugt.

[0031] Wenn der Schritt a) ein Silylierungsschritt ist,
kann er gleich gut in organischer, katalysierter oder
nicht katalysierter wassriger Phase oder in der
Dampfphase durchgefiihrt werden.

[0032] Wenn er in organischer Phase erfolgt, um-
fasst der Schritt a) vorteilhafterweise die folgenden
Schritte:
i) Beseitigung von Verunreinigungen des festen
Tragers und Hydroxylierung seiner Oberflache,
ii) Einbringen einer Organosiliciumverbindung der
allgemeinen Formel (Ia), wie vorstehend definiert,
in ein Losungsmittel, das aus unpolaren Kohlen-
wasserstofflésungsmitteln, polaren Ldsungsmit-
teln und ihren Gemischen ausgewahlt ist, unter ei-
ner inerten Atmosphare,
iii) Silanisierung des im Schritt i) erhaltenen Tra-
gers mittels Eintauchen in die im Schritt ii) herge-
stellte Losung und
iv) Harten des im Schritt iii) erhaltenen silanisier-
ten Tragers nach Verdampfen des Losungsmittels
unter einer inerten Atmosphare und bei einer
Temperatur zwischen 50 und 200°C, vorzugswei-
se bei 140°C, fur eine Dauer zwischen 2 und 72
Stunden und
v) Waschen und Trocknen des im Schritt iv) erhal-
tenen modifizierten Tragers.

[0033] Unter "Verunreinigungen" des festen Tragers
wird jede Verbindung verstanden, wie Fett, Staub
oder andere, die an der Oberflache des Tragers vor-
liegt und nicht Teil der chemischen Struktur des Tra-
gers selbst ist.

[0034] Je nach der Art des festen Tragers kann der
Schritt i) mithilfe von einem oder mehreren Losungs-
mitteln und/oder Oxidationsmitteln und/oder Hydro-
xylierungsmitteln  (zum Beispiel einem Sulfo-
chrom-Gemisch), einem oberflachenaktiven Mittel
(zum Beispiel Hellmanex®), einer photochemischen
Behandlung durch Ozon oder jeder anderen geeig-
neten Behandlung durchgefuhrt werden.

[0035] Beim Schritt ii) betragt die Konzentration der
Organosiliciumverbindung der Formel (la) im L&-
sungsmittel vorzugsweise zwischen 10° und 1
mol/Liter.

[0036] Wenn Schritt a) ein Hydrosilylierungsschritt
ist und der verwendete feste Trager aus Glas oder Si-
liciumdioxid ist, umfasst der Schritt a) vorzugsweise
die folgenden Schritte:

i) Beseitigung von Verunreinigungen des festen

Tragers und Hydratisierung seiner Oberflache,

ii) Waschen des Tragers in einem wasserfreien Al-

kohol, wie wasserfreiem Methanol,

iii) In-Kontakt-bringen des Tragers mit einem Al-

ken, das zuvor unter Argon desoxygeniert wurde,
iv) Hydrosilylierung des Tragers durch Zugabe ei-
nes Katalysators (Speier- oder Karstedt-Katalysa-
tors, Ethyldichloraluminium) wahrend 2 bis 24
Stunden bei einer Temperatur zwischen 90 und
200°C.

[0037] Erfindungsgemal ist es durch den Pfrop-
fungsschritt a) mdglich, eine Menge von Molekilen
der Formel (1) zwischen 1 und 8 pmol/m? des Subst-
rats zu befestigen.

[0038] Vorzugsweise muss der Pfropfungsschritt
den Schutz der Carbonsaure des bifunktionellen Mo-
lekils der Formel (1) intakt lassen, damit eine bessere
Organisation der gepfropften Schicht, die Pfrop-
fungsdichte sowie die Reproduzierbarkeit der Reakti-
on gewahrleistet sind. In bestimmten Fallen erfolgt je-
doch eine Entfernung der Carbonsaure-Schutzfunkti-
onen bei bestimmten Hydrosilylierungsreaktionen
oder, wenn man ein Chlorsilan als Verbindung der
Formel (la) einsetzt.

[0039] Wenn der Pfropfungsschritt a) beendet ist, ist
es somit notwendig, von den Carbonsaurefunktionen
die Schutzgruppen zu entfernen, die noch nicht wah-
rend des Pfropfungsschritts entfernt worden sind.

[0040] GemaR einer ersten Variante des erfindungs-
gemalen Verfahrens kann der Schritt der Entfernung
der Schutzgruppen b) unter milden Bedingungen ge-
maf einem Verfahren durchgefiihrt werden, welches
das Herstellen eines Silylesters, der in Wasser leicht
hydrolysierbar ist, vorzugsweise durch Umsetzen
des Tragers mit einem Silan der folgenden Formel (ll)
umfasst:

(C,-C,-Alkyl),-Si-Y ()

worin Y ein Halogenatom, wie lod, Brom oder Chlor,
darstellt.

[0041] Die Verwendung eines kleinen Silanmolekiils
der Formel (l) bietet den Vorteil, dass die Bedeckung
des Tragers (Passivierung) vervollstandigt werden
kann, weil dieses kleine Silanmolekul auch mit den
restlichen Hydroxylfunktionen des Tragers reagiert,
die nichtim Verlauf der Pfropfungsreaktion mit den bi-
funktionellen Molekiilen des Formel (I) reagiert ha-
ben oder die sich durch Hydroxylierung von Hydriden
an dem Silicium wahrend des Hydrosilylierungs-
schritts gebildet haben.

[0042] Die Bildung dieser Ester kann folgenderma-
Ren erhalten werden:
— entweder durch Umsetzung des Tragers und ei-
nes lodtrialkylsi lans, wie lodtrimethylsilan, in ei-
nem wasserfreien organischen Losungsmittel
(wie Chloroform oder Dichlormethan) bei Umge-
bungstemperatur oder unter Erhitzen bis auf eine
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Temperatur von etwa 60°C

— oder durch Umsetzung des Tragers mit Chlortri-
methylsilan in Gegenwart von Natriumiodid in
wasserfreiem Acetonitril oder Aceton bei Umge-
bungstemperatur oder etwa 40°C.

[0043] In diesem Fall wird der Passivierungsschritt
¢) also gleichzeitig mit Schritt b) durchgefihrt.

[0044] Gemal einer zweiten Variante des erfin-
dungsgemalen Verfahrens ist der Schritt b) eine
thermische Schutzgruppenentfernung. Dieses Ver-
fahren zur Schutzgruppenentfernung ist auf be-
stimmte Carbonsaureester, wie Isopropyl- und t-Bu-
tylester, anwendbar.

[0045] Diese thermische Schutzgruppenentfernung
kann durch Behandlung des funktionalisierten Tra-
gers bei einer Temperatur zwischen 250 und 280°C
fur 30 bis 60 Minuten in einer inerten Atmosphare
(beispielsweise Argon oder Stickstoff) durchgefihrt
werden.

[0046] Durch diesen thermischen Schutzgruppen-
entfernungsschritt, der nach dem Silylierungs- oder
Hydrosilylierungsschritt  durchgefihrt wird, ist es
maglich, in situ durch einfache Erhéhung der Tempe-
ratur die oberflachliche Carbonsaurefunktion herzu-
stellen.

[0047] Vorteilhafterweise kann somit dieser thermi-
sche Schutzgruppenentfernungsschritt gleichzeitig
mit Schritt a) durch einfache Erhdéhung der Tempera-
tur am Ende von Schritt a) durchgefiihrt werden.

[0048] Die thermische Schutzgruppenentfernung
kann vorteilhafterweise auch lokalisiert durchgefihrt
werden, indem die Temperatur lokal erhdht wird, bei-
spielsweise mithilfe eines Laserblndels oder jedem
anderen geeigneten Mittel, um aktivierbare Zone
festzulegen, die von Zonen umgeben sind, in denen
die Carbonsaurefunktionen geschitzt bleiben.

[0049] Erfindungsgemal wird die Entfernung der
Schutzgruppen von den Carbonsaurefunktionen vor-
zugsweise durch Bildung eines Silylesters durchge-
fuhrt, weil durch dieses Verfahren gleichzeitig Car-
bonsaurefunktionen unter milden Bedingungen her-
gestellt und die restlichen Hydroxylfunktionen des
Tragers (Schritt der Tragerpassivierung) blockiert
werden kénnen, was es anschlieRend ermoglicht, die
unspezifische Adsorption von Molekilen auf dem
Trager zu beschranken. Dabei handelt es sich tat-
sachlich um die unspezifische Adsorption biologi-
scher Molekdule, die fur den Hintergrund beim Nach-
weis verantwortlich ist.

[0050] Wenn die Schutzgruppenentfernung von den
Carbonsaurefunktionen thermisch durchgefihrt wird,
fuhrt man folglich anschlielend einen Passivierungs-

schritt der Hydroxyl- oder Hydridfunktionen des Tra-
gers durch, indem diese zum Beispiel mit einem Silan
der Formel (ll), wie vorstehend beschrieben, umge-
setzt werden, oder durch jedes andere, dem Fach-
mann herkdmmlicherweise bekannte Verfahren, wie
beispielsweise durch Umsetzung des Tragers mit He-
xamethyldisilazan oder auch gemafR einem Verfah-
ren, bei dem kleine Molekile, wie Methanol, stark ad-
sorbieren.

[0051] Wenn die Schritte zur Entfernung der
Schutzgruppen von den Carbonsaurefunktionen und
der Passivierung des Tragers beendet sind, werden
die funktionalisierten Trager mit Wasser gewaschen
und, zum Beispiel durch einen Druckluftstrahl, ge-
trocknet.

[0052] Gegenstand der Erfindung ist auch der funk-
tionalisierte feste Trager, der mittels Durchflihrung
des erfindungsgemaflien Funktionalisierungsverfah-
rens erhalten wird, und wie vorstehend beschrieben.

[0053] Diese funktionalisierten Trager gestatten die
reproduzierbare Immobilisierung biologischer Mole-
kile von Interesse, wobei gleichzeitig die unspezifi-
sche Adsorption von Molekiilen verhindert und somit
das Signal/Hintergrund-Verhaltnis beim Nachweis er-
hoht wird. Sie gestatten ferner die Beschrankung von
Auslaufen und Héfen bei lokalisierten Auftragungen,
indem die Ausbreitung der Reagenzientropfen kon-
trolliert wird.

[0054] Diese funktionalisierten Trager kdénnen ins-
besondere zur Immobilisierung von biologischen Mo-
lekilen von Interesse, die funktionelle Amin- oder Hy-
droxylfunktionen tragen, wie Nucleinsduren, Poly-
peptide (Proteine, Enzyme), Lipide, Kohlenhydrate
oder Hormone, mittels kovalenter Bindung verwendet
werden.

[0055] Im Sinne der vorliegenden Erfindung und im
Folgenden werden unter "Nucleinsauren" sowohl Oli-
gonucleotide als auch DNA oder RNA oder auch Nu-
cleinsduren mit modifiziertem Grundgerist oder mo-
difizierten Basen verstanden, wie Peptid-Nucleinsau-
ren (PNA), die anstelle der Phosphodiesterbindun-
gen Peptidbindungen umfassen.

[0056] Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist
somit auch ein Verfahren zur Immobilisierung biologi-
scher Molekule auf einem funktionalisierten festen
Trager, dadurch gekennzeichnet, dass es die folgen-
den Schritte umfasst:
a) Herstellung eines funktionalisierten festen Tra-
gers, der endstandige Carbonsaurefunktionen in
Esterform tragt, gemall dem Verfahren, wie vor-
stehend definiert,
b) Entfernen der Schutzgruppen und Aktivierung
der endstandigen Carbonsaurefunktionen,
c) In-Kontakt-bringen des im Schritt a) oder b) er-
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haltenen modifizierten festen Tragers mit einer
oder mehreren lokal aufgebrachten Lésungen in
einem oder mehreren Lésungsmitteln, dem (den)
zu immobilisierenden biologischen Molekil(en),
wobei diese biologischen Molekile an einem ihrer
Enden eine Aminfunktion oder eine Hydroxylfunk-
tion oder einen durch eine primare Aminfunktion
funktionalisierten Spacerarm tragen,

d) Verdampfen des Lésungsmittels, um die kova-
lente Bindung des (der) biologischen Molekiil(s/e)
an den Carbonsaurefunktionen zu bewirken,

e) Inaktivierung der aktivierten Carbonsaurefunk-
tionen, die nicht mit den biologischen Molekilen
umgesetzt wurden, mithilfe eines Amins in der
Gasphase oder in L6sung und

f) Waschen des festen Tragers, an dem die biolo-
gischen Molekiile immobilisiert sind.

[0057] Der Schritt b) der Aktivierung der Carbonsau-
refunktionen kann beispielsweise mithilfe einer Lo6-
sung von N-Hydroxysuccinimid, Carbonyldiimidazol
oder Carbodiimid oder auch mit jedem anderen ge-
eigneten und dem Fachmann bekannten Aktivie-
rungsreagenz durchgeflihrt werden.

[0058] Beispielsweise kann dieser Aktivierungs-
schritt in Gegenwart von Carbonyldiimidazol (0,1 M)
in wasserfreiem Tetrahydrofuran (THF) in zwei Stun-
den bei etwa Umgebungstemperatur durchgefiihrt
werden. Dieser Typ der Aktivierung gestattet es ins-
besondere, aktivierte Oberflachen zu erhalten, die
mit nucleophilen Reagenzien (Aminen, Alkoholen,
Wasser) sehr reaktiv sind. In diesem Fall l1asst man
die biologischen Molekile in wasserfreien Lésungs-
mitteln in Gegenwart eines tertidren Amins, wie Triet-
hylamin, reagieren, um das Vorliegen der Aminoform
der funktionellen Gruppe der biologischen Molekiile
zu gewabhrleisten.

[0059] Im Verlauf von Schritt c) betragt die Konzen-
tration der LOsung oder Lésungen von biologischen
Molekilen vorzugsweise zwischen 107 bis 10~ mol/l.

[0060] Es ist selbstverstandlich, dass im Verlauf von
Schritt ¢) zur Solubilisierung der biologischen Mole-
kile jedes wassrige oder wasserfreie Lésungsmittel
verwendet werden kann, das ein gutes Ldsen der
Ersteren und eine abschlieRende Kontrolle des Ver-
dampfens der Lésung gestattet. Die Art des Lésungs-
mittels muss selbstverstandlich in Abhangigkeit von
der Art des zu isolierenden biologischen Moleklils ge-
wahlt werden. Als Beispiel und nicht als Beschran-
kung lassen sich Phosphatpuffer, Dimethylsulfoxid
(DMSO), wasserfreies Acetonitril oder auch ein Ace-
tonitril/Wasser-Gemisch nennen.

[0061] Jede Lésung von zu immobilisierenden bio-
logischen Molekilen kann an einer bestimmten Stelle
des Tragers mithilfe eines geeigneten Mikroauftra-
gungsverfahrens abgelagert werden.

[0062] Wenn die Immobilisierungsreaktion, zum
Beispiel zur Immobilisierung von Oligonucleotiden,
unter wasserfreien Bedingungen durchgefuhrt wird,
ist es somit beispielsweise mdglich, wasserfreies
DMSO zu verwenden. Selbstverstandlich wird die
Reaktion unter wasserfreier Atmosphare durchge-
fuhrt. In diesem Fall liegen die Oligonucleotide vor-
zugsweise in der Lésung in einer Konzentration zwi-
schen 107° und 10~ mol/l vor.

[0063] DNA-Strange und Oligonucleotide sind in
wassriger Losung in allen Anteilen 16slich. Wenn man
diesen Typ des biologischen Molekiils immobilisieren
moéchte, wird der Immobilisierungsschritt also vor-
zugsweise unter wassrigen Bedingungen durchge-
fuhrt. Die Aktivierung der Carbonsaurefunktionen
durch N-Hydroxysuccinimid gestattet es, unter wass-
rigen Bedingungen zu arbeiten.

[0064] Erfindungsgemal ist der Schritt d) der Immo-
bilisierung biologischer Molekule durch Verdampfen
des Loésungsmittels fir das gute Ablaufen des Immo-
bilisierungsverfahrens entscheidend, weil er die ko-
valente Pfropfung der biologischen Molekiile von In-
teresse auf den funktionalisierten Trager gestattet.
Tatsachlich verwendet das erfindungsgemafie Immo-
bilisierungsverfahren vorzugsweise sehr verdinnte
Lésungen biologischer Molekile (in der GréRenord-
nung von 107 bis 10 mol/l), deren Nachweis an-
schliefend unmoglich ist, wenn die Pfropfung durch
kovalente Bindung nicht durchgefihrt wurde. Vor-
zugsweise wird dieser Verdampfungsschritt langsam
durchgefiihrt, d.h. fir einen Zeitraum zwischen etwa
1 bis 10 Stunden.

[0065] Wenn der Immobilisierungsschritt beendet
ist, wird anschlieflend zur Inaktivierung der aktivier-
ten Carbonsaurefunktionen, die nicht mit den biologi-
schen Molekilen reagiert haben, mithilfe eines
Amins in der Gasphase oder in Losung uUbergegan-
gen (Schritt e).

[0066] Dieser Inaktivierungsschritt gestattet es, Pro-
bleme mit dem Auslaufen der Tropfen, der Verunrei-
nigung oder Verschmutzung im Verlauf der folgenden
Schritte zu vermeiden, er kann auch als "Capping"
bezeichnet werden.

[0067] Gemal einer vorteilhaften Ausfihrungsform
des erfindungsgemafRen Immobilisierungsverfahrens
wird dieser Inaktivierungsschritt durchgefuhrt, indem
man Methylamin oder Dimethylamin, vorzugsweise
Dimethylamin, fur 15 bis 45 Minuten in der Gasphase
reagieren lasst.

[0068] Durch diesen Inaktivierungsschritt ist es
leicht méglich, mehrere Trager gleichzeitig zu behan-
deln.

[0069] Gemal einer anderen vorteilhaften Ausfiih-
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rungsform dieses Verfahrens wird der Inaktivierungs-
schritt nur auf zuvor festgelegten Zonen eines glei-
chen Tragers durchgefihrt, wobei die Zonen, die
nicht inaktiviert werden sollen, zuvor beispielsweise
durch Tropfen von Wasser, organischen Lésungsmit-
teln oder Mineraldl geschiitzt werden.

[0070] Die Desaktivierung der nicht geschitzten Zo-
nen gestattet es somit, ein Netz von aktivierten oder
reaktivierbaren Zonen und chemisch inerten Zonen
herzustellen.

[0071] Durch diese Ausfiihrungsform des Verfah-
rens ist es moglich, zu rdumlich aufgetrennten Tra-
gern zu gelangen, die zum Beispiel durch Auftragung
von Wassertropfen auf einer Oberflache, die (zum
Beispiel durch Carbonyldiimidazol) aktivierte Carbon-
saurefunktionen tragt, gefolgt von dem Schritt der In-
aktivierung der zuganglichen Oberflachen durch ein
Amin in der Gasphase und anschlieRendes Spllen
des Tragers erhalten werden kdénnen. Die durch die
Wassertropfen inaktivierten Zonen kénnen anschlie-
Rend vor dem Schritt der kovalenten Bindung der bi-
ologischen Molekiile reaktiviert werden.

[0072] Der abschlieRende Waschschritt f) soll die
Molekile desorbieren, die nicht kovalent an den erfin-
dungsgemal funktionalisierten Trager gebunden
sind, um eine reproduzierbare Dichte von an der
Oberflache befestigten biologischen Molekiilen zu er-
halten.

[0073] Dieser Waschschritt wird vorzugsweise
durchgefihrt, indem man den Trager aufeinanderfol-
genden, nach und nach immer stringenteren Wasch-
schritten unterzieht, die zum Beispiel von einem Wa-
schen mit Wasser bei einer Temperatur von etwa
80°C fir etwa eine Stunde bis zu Waschen in einer
konzentrierten, zum Beispiel 10%igen, wassrigen
Natriumdodecylsulfat-(SDS-)LOsung bei einer Tem-
peratur von etwa 80°C fir 1 Stunde, gegebenenfalls
gefolgt von Ultraschallbehandlung fur einige Minuten,
reichen kdénnen.

[0074] Die Wiederverwendung der Trager wird
durch den Erhalt reproduzierbarer Signale bestimmt.
Diesem Waschschritt kommt eine Funktion im Hin-
blick auf die Wiederverwendung dieser Trager zu,
weil durch ihn gewahrleistet werden kann, dass die
Trager im Verlauf der folgenden optionalen Nach-
weisschritte keine Molekule freisetzen.

[0075] Dieser Waschschritt hat zwar zur Folge, dass
eine bestimmte Anzahl nicht kovalent gebundener bi-
ologischer Molekiile beseitigt werden und folglich der
Immobilisierungsgrad und somit das Nachweissignal
verringert wird, aber er gestattet es auch, den unspe-
zifischen Adsorptionsgrad und somit den Hintergrund
beim Nachweis zu verringern. Das Endergebnis die-
ses Waschschritts ist somit eine Verbesserung des

Signal/Hintergrund-Verhaltnisses sowie der Repro-
duzierbarkeit der Messung.

[0076] Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind
aullerdem feste Trager, die mittels Durchfihrung des
erfindungsgemafien Immobilisierungsverfahrens er-
halten werden, d.h. feste Trager, auf denen biologi-
sche Molekile von Interesse durch kovalente Bin-
dung immobilisiert sind.

[0077] Diese festen Trager kénnen gleich gut als
Werkzeuge zur Analyse (Diagnostik, Sequenzierung
usw.) wie als Werkzeuge zur Praparation (Isolation,
Trennung komplexer Molekiile) oder zur Beschich-
tung von Oberflachen mit spezifischen Eigenschaften
(Beschichtungen fur Chromatographie, "aktive" Be-
schichtungen, wie antistatische, antibakterielle usw.
Beschichtungen ...) verwendet werden.

[0078] Somit finden sie Anwendung auf zahlreichen
Gebieten, wie:
— der Synthese auf festen Tragern,
— der Trennung und Reinigung von Molekilen
(Elektrophorese, Chromatographie),
—in der Molekularbiologie, insbesondere wenn die
immobilisierten biologischen Molekile Enzyme
sind,
— als biologische Fanger ("Immunoassays", Tech-
nik zur DNA-Analyse auf Basis von Mikroarrays,
zum Beispiel Sequenzierung durch SBH-Hybridi-
sierung, Einzelnucleotidpolymorphismus (single
nucleotide polymorphism, SNP) und biomedizini-
sche Diagnostik).

[0079] Die Verwendung erfindungsgemafer funktio-
nalisierter fester Trager gestattet es, verschiedene
Typen biologischer Molekiile zu immobilisieren und
somit verschiedene Typen von Chips, wie Nuclein-
saure-Chips, wie DNA-Chips, Polypeptid-Chips, wie
Protein-Chips usw., herzustellen.

[0080] Die Verwendung erfindungsgemall modifi-
zierter fester Trager ist besonders vorteilhaft zur Her-
stellung von DNA-Chips, namlich von Tragern, auf
denen eine Gruppe von DNAs mit bekannten Se-
quenzen in einer ganz genauen Anordnung kovalent
gebunden ist, wobei diese Chips viele Male wieder-
verwendet werden kénnen. Solche DNA-Chips er-
moglichen es, durch Hybridisierung der auf dem Tra-
ger immobilisierten DNAs mit Ziel-Nucleinsauren
oder -Oligonucleotiden die Sequenz dieser Zielmole-
kille zu bestimmen oder die Expression von Genen
zu verfolgen. Die Anwendungen sind zahlreich: Ent-
deckung neuer Gene, neuer Medikamente, Durch-
fuhrung von Diagnostik, Toxizitatsstudien usw.

[0081] Somit ist ein Gegenstand der vorliegenden
Erfindung auBerdem ein Nucleinsdure- oder Poly-
peptid-Chip, dadurch gekennzeichnet, dass er durch
das erfindungsgemale Verfahren zur Immobilisie-
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rung biologischer Molekile erhalten wird, wobei die-
se biologischen Molekile Nucleinsduren oder Poly-
peptide sind.

[0082] Die erfindungsgemaflen Nucleinsaure- oder
Polypeptid-Chips bieten den Vorteil, dass sie stabil
sind und deshalb viele Male wiederverwendet wer-
den koénnen, insbesondere die DNA-Chips kénnen in
zahlreichen Hybridisierungs- und Denaturierungszy-
klen wiederverwendet werden.

[0083] Neben den vorstehenden Vorrichtungen um-
fasst die Erfindung auch andere Vorrichtungen, die
sich aus der nachstehenden Beschreibung ergeben,
sie sich auf ein Beispiel der Funktionalisierung eines
festen Tragers, auf ein Beispiel der Immobilisierung
von Oligonucleotiden sowie auf ein Beispiel, das die
Reproduzierbarkeit des erfindungsgemafien Immobi-
lisierungsverfahrens demonstriert, bezieht.

[0084] Es sollte in jedem Fall selbstverstandlich
sein, dass die Beispiele nur zur Veranschaulichung
des Gegenstands der Erfindung gegeben werden
und fiur diesen in keiner Weise eine Beschrankung
darstellen.

Beispiel 1: Herstellung eines funktionalisierten festen
Tragers

1) Waschen und Hydroxylierung der Proben

[0085] Glasplatten (76 x 26 mm) werden in eine Lo-
sung von Schwefelsdure und Wasserstoffperoxid
(7/3 Vol./Vol.) fur eine Stunde bei 80°C eingetaucht.
Die Platten werden anschlieend grindlich mit ultra-
reinem Wasser gespult und dann mit einem Gasge-
blase getrocknet. Sie werden schlief3lich in einem
Glasreaktor eingebracht.

2) Silanisierung

[0086] Der Reaktor, der die Glasplatten enthalt, wird
fur eine Stunde unter Vakuum auf 140°C und dann fur
eine Stunde unter Spilen mit Inertgas (Argon, Stick-
stoff) erhitzt. Der Reaktor wird anschlie3end in einem
Eiswasserbad abgekihlt, und 150 ml Pentan werden
injiziert, um die Oberflache der Proben zu bedecken.
Dann werden 300 ml Silan injiziert.

[0087] Das Pentan wird anschlief’end unter Vakuum
verdampft, und dann wird der Reaktor auf 140°C er-
hitzt und mit einem Strom von Inertgas (Argon oder
Stickstoff) fur 12 Stunden gespiilt.

3) Spulen der Proben

[0088] Am Ende der Silanisierung werden die Glas-
platten in Tetrahydrofuran (THF) unter Ultraschall ge-
waschen, bevor sie gelagert oder den anderen Funk-
tionalisierungsschritten unterzogen werden.

Beispiel 2: Immobilisierung von Oligonucleotiden auf
einem erfindungsgemafen funktionalisierten Trager

1) Entfernung der Schutzgruppen von den Carbon-
saurefunktionen

[0089] Die vorstehend im Beispiel 1 erhaltenen
funktionalisierten Glasplatten werden unter einer in-
erten Atmosphére bei 140°C fur 2 Stunden getrock-
net. Nach dem Abkiihlen werden sie in eine zuvor
uber Aluminium getrocknete Dichlorme-
than-(DCM-)Lésung getaucht, dann wird lodtrime-
thylsilan in einer Menge injiziert, die ausreicht, um
eine Konzentration von 0,1 M zu erzielen. Die Hydro-
lyse erfolgt fiir eine Nacht bei Umgebungstempera-
tur. Am Ende der Umsetzung werden die Platten mit
deionisiertem Wasser gewaschen und durch einen
Druckluftstrahl getrocknet.

2) Aktivierung der Proben mit N-Hydroxysuccinimid

[0090] Die Platten werden bei 140°C unter Argon fur
zwei Stunden getrocknet. Nach Abkuhlen werden sie
in eine Losung von wasserfreiem THF, die N-Hydro-
xysuccinimid (0,1 M) und Diisopropylcarbodiimid (0,1
M) enthalt, eingetaucht. Die Aktivierung wird fur 5
Stunden bei Umgebungstemperatur durchgefihrt.
Die Platten werden anschlieBend mit wasserfreiem
THF gespllt und dann unter inerter Atmosphare im
Dunkeln gelagert.

3) Immobilisierung der Oligonucleotide

[0091] Die Oligonucleotide (25mere, die einen
durch eine Aminfunktion (C4-NH,) funktionalisierten
Spacerarm trugen) werden in PBS-Phosphatpuffer
(phosphatgepufferter Salzlésung) mit pH 8,5 geldst.
Oberflachen von 1 cm? werden mit 50 pl Oligonucle-
otidlésung bedeckt. Nach langsamem Verdampfen
des PBS-Puffers bei einer Temperatur von 50°C wer-
den die Platten durch Blockierung (Capping) der Sau-
refunktionen, die nicht mit den Aminfunktionen der
Spacerarme der Oligonucleotide reagiert haben, in-
aktiviert. Dazu werden die Platten mit Methylamin in
der Gasphase fir 30 Minuten behandelt.

4) Waschen der Platten

[0092] SchlieRlich werden die Oberflachen in aufei-
nanderfolgenden, immer stringenteren Badern gewa-
schen: ultrareines Wasser bei 100°C fir 45 Minuten,
dann 10% SDS bei 80°C flir 45 Minuten und schliel3-
lich 10% SDS unter Ultraschall fiir 5 Minuten.

Beispiel 3: Nachweis der Reproduzierbarkeit des er-
findungsgemafRen Immobilisierungsverfahrens

[0093] Verschiedene Glasplatten, die gemall dem
vorstehend im Beispiel 1 beschriebenen Verfahren
funktionalisiert und mit N-Hydroxysuccinimid geman
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dem vorstehend im Beispiel 2 beschriebenen Verfah-
ren aktiviert wurde, wurden zur Immobilisierung von
1 pl von Lésungen von Oligonucleotiden in einer Kon-
zentration von 12 pmol/l (25mere mit einem Spacer-
arm, der eine primare Aminfunktion tragt, in 3'-Positi-
on) verwendet.

[0094] Nach Waschen und Hybridisieren der kom-
plementaren Sequenz wurden nach einmaligem Wa-
schen in 1X SSC-Puffer (Standard-Natriumcitrat),
entsprechend einer 1/20-Verdlinnung eines 20X
SSC-Puffers, der ein Gemisch aus NaCl (3 M) und
Natriumcitrat (3 M) enthalt, bei einer Temperatur von
47°C flr 45 Minuten die folgenden Ergebnisse in Be-
zug auf die Anzahl der pro cm? auf drei verschiede-
nen Platten hybridisierten Strange erhalten (quantita-
tive Daten wurden durch radioaktive Markierung mit
2P erhalten):

— Platte Nr. 1: 2,20 10"

— Platte Nr. 2: 2,26 10"

— Platte Nr. 3: 2,23 10"

[0095] Diese Ergebnisse zeigen die grol’e Repro-
duzierbarkeit der erfindungsgemafien Immobilisie-
rungsverfahrens.

[0096] Auf einer anderen Glasplatte ergibt eine ers-
te Hybridisierung mit einer Doppelstrang-PCR von 60
Basenpaaren eine Hybridisierung in der Grofienord-
nung von 3,95 108 Strangen/cm?. Nach Denaturieren
und Rehybridisieren unter identischen Bedingungen,
wie bei den drei vorstehenden Platten, wurden eine
Dichte von 2,6 10" Oligonucleotidstrangen/cm? er-
halten.

[0097] Die Gesamtheit dieser Ergebnisse zeigt folg-
lich die groRe Reproduzierbarkeit der Platten zwi-
schen den Chargen sowie die Mdglichkeit, die Trager
ohne Signalverlust wiederzuverwenden.

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Funktionalisierung eines festen
Tragers, der an der Oberflache Hydroxyl- oder Hy-
dridfunktionen tragt, umfassend die folgenden Schrit-
te:

a) Pfropfen mindestens eines bifunktionellen Mole-
kils mittels kovalenter Bindung, das eine geschitzte
Carbonsaurefunktion der folgenden Formel (l) tragt:

A-X-COOR 0

worin;

— A eine Gruppe darstellt, die eine kovalente Bindung
des bifunktionellen Molekils der Formel (I) an die Hy-
droxyl- oder Hydridfunktionen des Tragers gestattet,
— R eine Schutzgruppe der Carbonsaurefunktion dar-
stellt,

— X eine gerade oder verzweigte, gesattigte oder un-
gesattigte C,-C,,-Kohlenwasserstoffkette darstellt,

die gegebenenfalls durch ein oder mehrere Heteroa-
tome, die aus N, O und S ausgewahlt sind, unterbro-
chen ist;

b) Entfernen der Schutzgruppen von den Carbonsau-
refunktionen, von denen im Verlauf des Pfropfungs-
schrittes a) nicht die Schutzgruppe entfernt wurde;
dadurch gekennzeichnet, dass der Schritt a) bei ei-
ner Temperatur zwischen 50 und 200°C mit einer Ver-
bindung der Formel (I) durchgefuhrt wird, in der A
eine monofunktionelle Gruppe ist, und dadurch, dass
das Verfahren ferner einen Schritt c) der Passivie-
rung der restlichen Hydroxyl- oder Hydridfunktionen
des Tragers, die nicht mit dem oder den Molekul en)
der Formel (l) umgesetzt wurden, umfasst.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die festen Trager aus Kunststoffmate-
rialien, Metalloxiden, Siliciumoxid und seinen Deriva-
ten und Halbleitern ausgewahlt sind.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch
gekennzeichnet, dass die monofunktionelle Gruppe
A aus Dialkyl(dialkylamino)silan-, Dialkylhalogensi-
lan-, Diphenyl(dialkylamino)silan-, Diphenylhalogen-
silan-, [(Monoal-kyl), (Monophenyl), (Dialkylami-
no)]silan-, [(Monoal-kyl), (Monophenyl), (Halogen)]si-
lan-, Alken-, Alkingruppen und metallorganischen
Verbindungen ausgewahlt ist.

4. Verfahren nach einem der vorstehenden An-
spriche, dadurch gekennzeichnet, dass die Schutz-
gruppe R ein C,-C,-Alkylrest oder ein zyklischer Rest
ist.

5. Verfahren nach einem der vorstehenden An-
spriche, dadurch gekennzeichnet, dass die Oberfla-
che des festen Tragers oberflachenstandige Hydro-
xylfunktionen besitzt und dass die Molekile der For-
mel (1) aus den Organosiliciumverbindungen der fol-
genden Formel (la) ausgewahlt sind:

A, 0
AN Il
Az—/51-—{CH2)n—C--O--R (la)
A3
worin:

— A, und A, gleich oder verschieden sind und einen
C,-C,-Alkyl- oder einen Phenylrest darstellen,

— A, einen C,-C,-Alkoxy-, Dialkyl-(C,-C,) amino-Rest
oder ein Halogenatom, wie Chlor, darstellt,

— R eine Schutzgruppe darstellt, die aus C,-C,-Alkyl-
resten und zyklischen Resten ausgewahlt ist,

n eine ganze Zahl zwischen 2 und 18 ist.

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Verbindungen der Formel (la) aus
denjenigen ausgewahlt sind, in denen:

— A, und A, gleich sind und einen Methylrest darstel-
len,
- A, einen Dimethylaminorest oder ein Chloratom
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darstellt,
-n=10istund
— R einen t-Butylrest darstellt.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4,
dadurch gekennzeichnet, dass die Oberflache des
festen Tragers oberflachenstandige Hydridfunktio-
nen besitzt und dass die Molekule der Formel (1) aus
Alkenen, Alkinen, Aldehyden, Peroxiden oder aus
metallorganischen Verbindungen ausgewahlt sind.

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Verbindungen der Formel () aus
Methyl- oder t-Butylestern der Undecylensaure aus-
gewabhlt sind.

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6,
dadurch gekennzeichnet, dass der Schritt a) ein
Schritt der Silanisierung in organischer Phase ist, der
die folgenden Schritte umfasst:

i) Beseitigung von Verunreinigungen des festen Tra-
gers und Hydroxylierung seiner Oberflache,

ii) Einbringen einer Organosiliciumverbindung der all-
gemeinen Formel (la), wie vorstehend definiert, in ein
Lésungsmittel, das aus unpolaren Kohlenwasser-
stofflésungsmitteln, polaren Lésungsmitteln und ih-
ren Gemischen ausgewahlt ist, unter einer inerten At-
mosphare,

iii) Silanisierung des im Schritt i) erhaltenen Tragers
mittels Eintauchen in die im Schritt ii) hergestellte L6-
sung und

iv) Harten des im Schritt iii) erhaltenen silanisierten
Tragers nach Verdampfen des Lésungsmittels unter
einer inerten Atmosphéare und bei einer Temperatur
zwischen 50 und 200°C, vorzugsweise bei 140°C, fur
eine Dauer zwischen 2 und 72 Stunden und

v) Waschen und Trocknen des im Schritt iv) erhalte-
nen modifizierten Tragers.

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4,
7 oder 8, dadurch gekennzeichnet, dass der feste
Trager ein Trager aus Glas oder Siliciumoxid ist und
dass der Schritt a) ein Hydroxysilylierungsschritt ist,
der die folgenden Schritte umfasst:
i) Beseitigung von Verunreinigungen des festen Tra-
gers und Hydratisierung seiner Oberflache,
i) Waschen des Tragers in einem wasserfreien Alko-
hol, wie wasserfreiem Methanol,
iii) In-Kontakt-bringen des Tragers mit einem Alkohol,
der zuvor unter Argon desoxygeniert wurde,
iv) Hydroxysilylierung des Tragers durch Zugabe ei-
nes Katalysators wahrend 2 bis 24 Stunden bei einer
Temperatur zwischen 90 und 200°C.

11. Verfahren nach einem der vorstehenden An-
spriche, dadurch gekennzeichnet, dass der Schritt
der Entfernung der Schutzgruppe b) mittels Bildung
eines Silylesters durchgefiihrt wird, indem der Trager
mit einem Silan der folgenden Formel (II) umgesetzt
wird:

(C,-C,-Alkyl),-Si-Y (N

worin Y ein Halogenatom, wie lod, Brom oder Chlor,
darstellt.

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Bildung des Silylesters
— entweder durch Umsetzung des Tragers und eines
lodtrialkylsilans in einem wasserfreien organischen
Lésungsmittels bei Umgebungstemperatur oder un-
ter Erhitzen bis auf eine Temperatur von etwa 60°C
— oder durch Umsetzung des Tragers mit Chlortrime-
thylsilan in Gegenwart von Natriumiodid in wasser-
freiem Acetonitril oder Aceton bei Umgebungstempe-
ratur oder etwa 40°C erhalten wird.

13. Verfahren nach Anspruch 11 oder 12, da-
durch gekennzeichnet, dass der Schritt c) gleichzeitig
mit Schritt b) durchgefihrt wird.

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis
10, dadurch gekennzeichnet, dass der Schritt b) ein
thermischer Schutzgruppenentfernungsschritt ist.

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der thermische Schutzgruppen-
entfernungsschritt gleichzeitig mit Schritt a) durch
einfache Erhéhung der Temperatur am Ende von
Schritt a) durchgefihrt wird.

16. Funktionalisierter fester Trager, der gemafR
einem der Anspriche 1 bis 15 erhalten wird.

17. Verwendung mindestens eines funktionali-
sierten festen Tragers, wie im Anspruch 16 definiert,
zur Immobilisierung biologischer Molekdle von Inter-
esse, die aminierte oder hydroxylierte funktionelle
Gruppen tragen, durch kovalente Bindung.

18. Verwendung nach Anspruch 17, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die biologischen Molekiile aus
Nucleinsauren, Polypeptiden, Lipiden, Kohlenhydra-
ten und Hormonen ausgewahlt sind.

19. Verfahren zur Immobilisierung biologischer
Molekile auf einem funktionalisierten festen Trager,
dadurch gekennzeichnet, dass es die folgenden
Schritte umfasst:

a) Herstellung eines funktionalisierten festen Tra-
gers, der endstandige Carbonsaurefunktionen in Es-
terform tragt, gemal dem Verfahren, wie in einem der
Anspriche 1 bis 15 definiert,

b) Entfernen der Schutzgruppen und Aktivierung der
endstandigen Carbonsaurefunktionen,

c¢) In-Kontakt-bringen des im Schritt b) oder c) erhal-
tenen modifizierten festen Tragers mit einer oder
mehreren lokal aufgebrachten Lésungen in einem
oder mehreren Lésungsmitteln, dem (den) zu immo-
bilisierenden biologischen Molekil(en), wobei die bi-
ologischen Molekiile an einem ihrer Enden eine
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Aminfunktion oder eine Hydroxylfunktion oder einen
durch eine primare Aminfunktion funktionalisierten
Spacerarm tragen,

d) Verdampfen des Lésungsmittels, um die kovalente
Bindung des (der) biologischen Molekdul(s/e) an den
Carbonsaurefunktionen zu bewirken,

e) Inaktivierung der aktivierten Carbonsaurefunktio-
nen, die nicht mit den biologischen Molekilen umge-
setzt wurden, mithilfe eines Amins in der Gasphase
oder in Lésung und

f) Waschen des festen Tragers, an dem die biologi-
schen Molekile immobilisiert sind.

20. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das im Schritt e) verwendete
Amin aus Methylamin und Dimethylamin ausgewahit
ist.

21. Verfahren nach Anspruch 19 oder 20, da-
durch gekennzeichnet, dass der Schritt €) nur in vor-
bestimmten Zonen eines gleichen Tragers durchge-
fuhrt wird, wobei die Zonen, die nicht inaktiviert wer-
den sollen, zuvor geschitzt werden.

22. Fester Trager, der gemafl dem Verfahren zur
Immobilisierung, wie in einem der Anspriiche 19 bis
21 definiert, erhalten wird.

23. Fester Trager nach Anspruch 22, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die immobilisierten biologischen
Molekile Nucleinsduren oder Polypeptide sind, und
dadurch, dass er einen Nucleinsaurechip oder einen
Polypeptidchip bildet.

24. Verwendung eines festen Tragers, wie im An-
spruch 22 oder 23 definiert, zur
— Synthese auf festen Tragern,
— Trennung und Reinigung von Molekilen,
— in der Molekularbiologie, insbesondere wenn die
immobilisierten biologischen Molekile Enzyme sind,
oder auch
— als biologische Fanger.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen
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