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Verbesserte strukturiert-funktionale Bindematrices

fir Biomolekiile

Beschreibung

Die vorliegende Erfindung betrifft Funktionselemen-
te, die auf einem Trdger angeordnete, aus biofunk-
tionalisierbaren oder biofunktionalisierten Nano-
10 partikeln bestehende Mikrostrukturen umfassen, Ver-
fahren zur Herstellung dieser Funktionselemente so-

wie die Verwendung derselben.

Die Untersuchung von biologischen Molekiilen wie DNA
oder Proteinen spielt in den unterschiedlichsten
15 Bereichen eine immer wichtigere Rolle, beispiels-
welse in der Umweltanalytik zum Nachweis von Mikro-
organismen, in der klinischen Diagnostik zur Iden-
tifizierung von Erregern oder zur Bestimmung von
Resistenzen gegen Medikamente usw. Unabhdngig von
20 der speziellen Anwendung missen diese Analysever-
fahren immer die gleichen Anforderungen erfillen.
Insbesondere sollten sie schnell und kostengilinstig
durchfihrbar sein, gleichzeitig aber sehr empfind-
lich sein und zuverlédssig reproduzierbare Ergebnis-

25 se liefern.

Einen Meilenstein bei der Analyse von biologisch
aktiven Moleklilen stellen die sogenannten Biochips
dar. Mit Hilfe von auch als DNA-Arrays bezeichneten
Gen-Chips kann beispielsweise die Nucleinsidure-
30 Bestimmung in zu untersuchenden Proben wesentlich

vereinfacht, beschleunigt, parallelisiert, automa-
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tisiert und prézisiert werden. Bei diesen Gen-Chips
handelt es sich um miniaturisierte Tr&ager, auf de-
ren Oberfldche Nucleinsduren bekannter Sequenz in
einem geordneten Raster immobilisiert oder synthe-
5 tisiert sind. Gen-Chips werden vorzugsweise in der
klinischen Diagnostik von Infektions-, Krebs- und
Erbkrankheiten eingesetzt. Die Effizienz solcher
Gen-Chips bei der Analyse von Proben beruht insbe-
sondere darauf, dass nur noch minimalisierte Pro-
10 benvolumina benétigt werden und die Auswertung mit-
tels hochempfindlicher Messverfahren erfolgen kann.
Unter Verwendung dieser Chips lassen sich daher
grole Probenzahlen parallel untersuchen (High
Throughput Screening).

15 Auch Protein-Arrays sind bekannt, bei denen analog
zu den Gen-Chips Proteine oder Peptide auf bei-
spielsweise Kunststoffmembranen in einem geordneten
und bekannten Raster angeordnet sind. Derartige
Protein-Arrays werden vor allem zur Untersuchung

20 der wechselseitigen Bindung von Proteinen, zum Bei-
spiel Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen, zur Identi-
fizierung intrazelluldrer Proteinkomplexe, zur Un-
tersuchung von  DNA-Protein- und RNA-Protein-
Wechselwirkungen oder zur Analyse von Protein-

25 Antikdrper-Interaktionen eingesetzt. Mit Hilfe der
Protein-Chip-Technologie konnten bereits zahlreiche
Proteinmarker fir Krebserkrankungen oder Krankhei-

ten wie die Alzheimer-Demenz identifiziert werden.

An einen Tr&ger gebundene biologische Molekiile
30 spielen auch bei der Entwicklung von Biocomputern
eine wichtige Rolle. Mit dem ,Biocomputer™ ist ins-

besondere der Ersatz herkémmlicher elektronischer
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Bauelemente wie Transistoren, Dioden, Schalter usw.
durch Bauelemente verbunden, die zumindest teilwei-

se aus organischen Materialien bestehen oder diese
enthalten. Die Verwendung biologischer Molekiile als

5 elektronische Bauelemente verfolgt vor allem das
Zziel, die Fahigkeiten informationsverarbeitender
biologischer Systeme, wie beispielsweise Modell-

und Objekterkennung, Reproduktion und Selbstorgani-
sation auszunuten. Herkémmliche Bauelemente auf Si-

10 licium-Basis besitzen diese Fahigkeiten nicht. Dazu
kommt, dass durch die Verwendung biologischer Mole-
kile ein Miniaturisierungsgrad elektronischer Bau-
elemente erreicht werden kann, der sich mit Silici-
um-Bauelementen nicht anndhernd realisieren lisst.

15 Eine Miniaturisierung der Bauelemente ist mit einer
erheblichen Verbesserung aller signifikanten Para-
meter von Chips wie Integrationsdichte, Verlust-
leistung, Schaltgeschwindigkeit und Kosten um Gré-
Benordnungen verbunden. Die Grenzen der Miniaturi-

20 sierung sind bei Bauelementen auf Silicium-Basis
zwar noch nicht erreicht, jedoch bereits absehbar,

da mit zunehmendem Miniaturisierungsgrad, insbeson-
dere zunehmender Packungsdichte, Probleme wie Wir-—
meabfihrung und unerwiinschte elektrische Effekte

25 auftreten.

Ein groBer Teil der Forschung in der Bioelektronik
konzentriert sich heute auf die Verwendung von Pro-
teinen als Grundstrukturen fiir molekulare Bauele-
mente. Proteine weisen eine hohe Variabilitit in
30 ihrer Funktion und eine hohe Stabilitat in ihrer
Struktur auf. Bei der Anwendung von Proteinen wer-—
den die folgenden Strategien verfolgt: Untersuchung
und Modifizierung der Funktionsmechanismen von Pro-
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teinen fir Logikoperationen, Ausnutzung der Struk-
tureigenschaften fir die Anwendung als Tr&dgermole-
kiile fir andersartige molekulare Bausteine und Nut-
zung der Struktur- und Funktionseigenschaften wvon
5 Proteinen zur technologischen Herstellung molekula-
rer Schaltkreise. Derzeit werden insbesondere Pho-
torezeptor-Proteine untersucht, die Licht direkt in
ein Signal umwandeln kénnen. Dieser Prozess umfasst
die Bildung eines elektrischen Dipols und wird wvon
10 einer Farbverdnderung des Proteins begleitet. Auf-
grund diese optoelektrischen Eigenschaften lassen
sich solche Proteine als ,smart material“ einset-
zen. Das bislang am besten untersuchte Beispiel ist
Bakteriorhodopsin, dessen Verwendung in der opti-
15 schen Informationsverarbeitung als optischer Spei-

cher angestrebt wird.

Derartige bioelektronische Bauelemente koénnen auch
zusammen mit herkémmlichen elektronischen Bauele-
menten im ,gemischten™ Computersystem Verwendung
20 finden. Die bioelektronischen Bauelemente koénnen
jedoch auch in anderen Technikbereichen eingesetzt
werden, beispielsweise in der Medizintechnik. Die
Verwendung biologischer Materialien in der medizi-
nischen Mess- und Uberwachungstechﬁik sowie flr
25 kiinstliche Organtransplantate und Prothesen bietet
viele entscheidende Vorteile. Beispielsweise wird
angestrebt, wirkliche Sehhilfen fiir erblindete Men-
schen zu entwickeln. So werden derzeit sogenannte
Retina-Chips entwickelt, die als Implantat im
30 menschlichen Auge fungieren sollen.

Bei der Generierung von Sensoren und  Screening-

systemen in den verschiedenen Bereichen der Analy-
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tik ist die Strukturierung von Schichten auf Tri-
germaterialien von groRer Bedeutung. Fir die Be-
schichtung wvon Trégerh aus Metallen, Polymeren,
Glas, Halbleitern oder Keramik mit Self-Assembled-

5 Monoschichten, anderen monomolekularen Belegungenh
Lacken, Metallfilmen oder Polymerfilmen sind mehre;
re Verfahren beschrieben. So ist die Abscheidung
von nicht-funktionalisierten Partikeln fiur optische
Anwendungen zur Strukturierung von planaren Ober-

10 flachen bekannt (Chen, Jiang, Kimerling und Ham-
mond, Langmuir, 16 (2000), 7825-7834).

Fan et al. (Nature, 405 (2000), 56-60) beschreiben
die Erzeugung funktioneller, hierarchisch organi-
sierter Strukturen, wobei die Selbstausrichtung von
15 Silica-Tensid-Systemen mit schnellen Druckverfah-
ren, insbesondere der Stift (pen)-Lithographie, dem
Tintenstrahl-Drucken und dem Tauchbeschichten
strukturierter SAM-Monolayer kombiniert wird. Das
beschriebene Verfahren 1l&sst sich zur Herstellung
20 von Sensor-Arrays und Fluid- oder Photonen-Systemen
einsetzen. Wichtig fiur das beschriebene Verfahren
ist die Verwendung stabiler, homogener Tintengemi-
sche, die nach Evaporation in einem Self-Assembly-
Prozess die gewlinschte, organisch modifizierte Si-
25 lica-Tensid-Mesophase bilden kénnen. Dazu wird ein
oligomeres Silica-Sol in Ethanol/Wasser bei einer
Hydroniumionen-Konzentration hergestellt, die die
Siloxan-Kondensationsrate minimiert und so die O-
berflachen-Selbstausrichtung des Silica-Tensid-
30 Systems wahrend des Strukturierungsprozesses ermdg-
licht. Mit der Tintenfliissigkeit wird auf einer O-
berfldche ein Muster erzeugt, wobei die bevorzugte

Evaporation von Ethanol die Anreicherung von Was-
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ser, Tensid und Silikaten bewirkt, so dass sich ein
komplexer dreidimensionaler Konzentrationsgradient
bildet. Bei Uberschreiten der kritischen Micellen-
Konzentration (c.m.c.) werden Micellen erzeugt, wo-
5 bel mit fortschreitender Evaporation, insbesondere
von Wasser, die kontinuierliche Selbstorganisation
der Micellen zu Silica-Tensid-Kristallen an den
Flissigkeits-Dampf-Grenzfldchen induziert wird.
Hydrophobe, Alkohol-1&sliche Molekilile konnen nach
10 Ethanol-Evaporation in dem Netzwerk der resultie-
renden Mesophase kompartimentiert werden. Unter
Verwendung des Mikropen-Lithographie-Verfahrens
(MPL) konnen so Funktionen enthaltende, geordnete
Nanostrukturen erzeugt werden. Die Erzeugung sol-
15 cher Strukturen unter Verwendung funktionalisierba-
rer Nanopartikel mittels des Mikropen-Lithographie-

Verfahrens ist nicht beschrieben.

Die Beschichtung von Trdgern mit biologischen Mole-
) ktilen, insbesondere die strukturierte Beschichtung,
20 ist jedoch wesentlich komplizierter. Die Immobili-
sierung von Biomolekiilen an einen Tr&ger erfolgt im
Allgemeinen durch Adsorption oder kovalente Bin-
dung. Dabeil miissen die Einzelmolekiile einerseits in
hoher Packungsdichte in definierten Abstadnden posi-
25 tioniert werden. Andererseits miissen die Molekiile
so stabilisiert und so an den Tréger gebunden wer-
den, dass ihre biologische Aktivitidt nicht verdn-
dert wird oder verloren geht. So sollte bei der Im-
mobilisierung von Proteinen die fiir die biologische
30 Aktivitat erforderliche dreidimensionale Struktur,
beispielsweise die dreidimensionale Struktur am ak-

tiven Zentrum eines Enzyms, nicht veridndert werden.
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Das US~Patent Nr. 5,609,907 beschreibt die Herstel-
lung makroskopischer Metalloberfldchen unter Ver-
wendung selbstausrichtender kolloidaler Metallpar-
tikel. Dabel werden mit Streptavidin markierte Au-
5 [Kolloide auf biotinylierte SAM (self-assembled mo-
nolayer)-Oberfldchen unstrukturiert  aufgebracht.
Aufgrund der negativen Ladung der Kolloidpartikel
kommt es zu einer AbstoBung der Partikel unterein-
ander. Auf diese Weise wird eine Aggregation mehre-
10 rer Partikel verhindert und die Partikel sind als
Einzelpartikel mit gleichmidfigem Abstand zueinander
angeordnet. Unter Verwendung dieses Verfahrens kén-
nen also keine kontinuierlichen Strukturen, die

mehrere Partikel umfassen, erzeugt werden.

15 Die Herstellung adhdsiver Templates, insbesondere
die strukturierte Anordnung von mit Biotin funktio-
nalisierten Partikeln auf SAM (self-assembled mono-
layer)-Oberfldchen, ist von Harnett et al. (Har-

~ nett, Satyalakshmi und Craighead, Langmuir, 17

20 (2001), 178-182) Dbeschrieben. Dabeili werden SAM-
Oberfldchen mittels Elektronenstrahl-Lithographie
strukturiert und anschlieBend biotinylierte Po-
lystyrol-Partikel (20 nm bis 20 um) aufgebracht.
Bei dem beschriebenen Verfahren wird ein dinerter

25 Monolayer mittels Elektronenstrahl-Lithographie be-
handelt, wobei Strukturen erzeugt werden. Anschlie-
Bend werden die behandelten und gesduberten Struk-
turen mit einem reaktiven Monolayer, an dem Linker-
molekiile oder Polystyrol-Partikel mit endsté&ndigen

30 Biotin-Einheiten selektiv gebunden sind, verfiillt.
Die verwendeten Partikel sind fluoreszierend, koén-
nen beispielsweise mit Proteinen funktionalisiert

werden und sind insbesondere fiir Zelladh&dsions-
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Anwendungen geeignet. Der zum Verfillen (backfil-
ling) der Strukturen verwendete reaktive Monolayer
kann anschlieBend wieder entfernt werden, das heiBt
der Vorgang des Verfiillens kann rilickgdngig gemacht
5 werden. Das beschriebene Verfahren nutzt dabei ins-
besondere die Schnelligkeit der Elektronenstrahl-
Lithographie beim Schreiben von Einzellinien bzw.

Einzelpunkten aus.

Auch die Erzeugung adhdsiver Templates durch Be-
10 handlung von Monolayern mit Amin-Gruppen auf Koh-
lenstoff-Nanotubes mittels Elektronenstrahl-
Lithographie und anschliefendes Verfiillen mit einem
reaktiven Monolayer ist bekannt (Harnett, Satya-
lakshmi und Craighead, Appl. Phys. Lett., 76
15 (2000), 2466-2468) . Arbeiten zur Nicht-
Elektronenstrahl-Lithographie umfassen die Behand-
lung von Monolayern mittels rScanned probe™-
Lithographie (Sugimura und Nakagiri, J. Vac. Sci.
Technol., 15 (B 1997), 1394-1397; Wadu-Mesthrige et
20 al., Langmuir, 15 (1999), 8580-8583), das Verfillen
von photolithographisch behandelten hydrophoben Mo-
nolayern mit Aminen zur Erzeugung von DNA-Arrays
(Brockman, Frutos und Corn, J. Am. Chem. Soc., 121
(1999), 8044-8051) und das routinemdbBige Verfillen
25 zur Funktionalisierung unbedruckter Bereiche beim

Mikrokontaktdruckverfahren.

Wahrend sich Nucleinsduren wie DNA relativ problem-
los an Tr&dgern immobilisieren lassen, ist die Situ-
ation im Falle von Proteinen ungleich komplizier-
30 ter. Insbesondere gibt es derzeit nur wenige Ver-
fahren, mit deren Hilfe eine gerichtete Immobili-

sierung eines Proteins, das heift insbesondere un-
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ter Erhalt seiner Funktionalitdt, moglich ist. Bei

den meisten bekannten Verfahren werden Proteine

primdr Uber unspezifische Wechselwirkungen an einer

Oberfldche gebunden, das heilt, eine gerichtete ko-
5 valente Bindung erfolgt nicht.

Bekannt ist die Beschichtung von Oberflidchen mit
Hydrogelen, die unterschiedliche Funktionalit&ten,
beispielsweise Protein-Funktionen, aufweisen kén-
nen. Die Beschichtung mit Hydrogelen fiihrt zwar im

10 Vergleich zu planaren Oberfldchen zu einer Vergré-
Berung der Oberflédche, gleichzeitig wird aber die
unspezifische Fixierung der Funktionalitidten ver-
stdrkt.

Der vorliegenden Erfindung liegt das technische
15 Problem zugrunde, Mittel und Verfahren zur Erzeu-
gung von miniaturisierten Tradgersystemen mit daran .
immobilisierten biologischen Molekiilen, beispiels-
weise von Gen-Chips und Protein-Chips, zu entwi-
ékeln, bei denen die im Stand der Technik bekannten
20 Nachteile beseitigt sind und bei denen die Biomole-
ktile insbesondere unter Erhalt ihrer biologischen
Aktivitdt in hoher Packungsdichte an einem Tridger
immobilisiert sind oder immobilisiert werden kénnen
und die zur Verwendung in unterschiedlichsten
25 Screening- und Analytiksystemen, beispielsweise in
der medizinischen Mess- und Uberwachungstechnik,

und in Biocomputern geeignet sind.

Die vorliegende Erfindung 18st das ihr zugrunde
liegende technische Problem durch die Bereitstel-
30 lung eines Funktionselementes, umfassend einen Tra-

ger mit einer Oberfliache und mindestens eine auf
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der Tr&geroberfldche angeordnete Mikrostruktur, wo-
bei die Mikrostruktur aus Einzelkomponenten in Form
von Nanopartikeln besteht, die die Adressierbarkeit
der Mikrostruktur ermdglichende molekiilspezifische

Erkennungsstellen aufweisen.

Die vorliegende Erfindung stellt also ein Funkti-
onselement bereit, auf dessen Oberflidche ein oder
mehrere Mikrostrukturen angeordnet sind, wobei jede
Mikrostruktur aus mehreren Nanopartikeln mit iden-
tischen oder nicht-identischen molekiilspezifischen
Erkennungsstellen besteht. Die Mikrostrukturen der
Funktionselemente koénnen Biofunktionen aufweisen
beziehungsweise damit versehen werden. Das heift,
die molekiilspezifischen Erkennungsstellen der die
Mikrostruktur bildenden Nanopartikel konnen ent-
sprechende Molekiile, insbesondere organische Mole-
kile mit einer biologischen Funktion oder Aktivi-

tdt, erkennen und diese binden. Beil diesen Molekii-

~len kann es sich beispielsweise um Nucleinsduren

oder Proteine handeln. An die Molekiile, die an die
molekiilspezifischen Erkennungsstellen der Nanopar-
tikel gebunden sind, koénnen dann andere Molekiile
gebunden werden, beispielsweise zu analysierende
Molekile einer Probe. Im Unterschied zu im Stand
der Technik bekannten Systemen, beispielsweise her-
kommlichen Gen- oder Protein-Arrays, sieht die vor-
liegende Erfindung also vor, biologische Molekiile
nicht direkt an eine planare Oberfldche zu binden,
sondern an Nanopartikeloberfldchen zu immobilisie-
ren, die vor oder nach der Immobilisierung zur Bil-

dung einer Mikrostruktur eingesetzt werden.

PCT/EP02/14769
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Die erfindungsgemdBen Funktionselemente, die nano-
partikuldre Systeme mit molekilspezifischen Erken-
nungssequenzen zur Bindung Dbiologischer Molekiile
umfassen, bieten gegeniiber herkémmlichen Systemen,
5 beispielsweise solchen, bei denen die biologischen
Molekiile direkt am Tr&ger immobilisiert sind, meh-

rere entscheidende Vorteile.

Die erfindungsgemdB eingesetzten Nanopartikel stel-
len &uBerst flexible und inerte Systeme dar. Sie
10 kénnen beispielsweise aus den verschiedensten Ker-
nen bestehen, zum Beispiel organischen Polymeren
oder anorganischen Materialien. Dabei bieten anor-
ganische Nanopartikel wie Silica-Partikel den Vor-
teil, dass sie chemisch ausgesprochen inert und me-
15 chanisch stabil sind. Wahrend Surfmere und moleku-
lar geprédgte Polymere weiche Kerne besitzen, zeigen
Nanopartikel mit Silica- oder Eisenkernen in Lo-
sungsmitteln keine Quellung. Nicht-quellbare Parti-
‘ kel verdndern ihre Morphologie nicht, auch wenn sie
20 mehrmals Uber l&ngere Zeit in Lésungsmitteln sus-
pendiert werden. ErfindungsgemidBe Funktionselemen-
te, die nicht-quellbare Partikel umfassen, kénnen
daher problemlos in Analyse- oder Mikrostrukturie-
rungsverfahren eingesetzt werden, die die Verwen-
25 dung von Loésungsmitteln erfordern, ohne dass der
Zustand der Nanopartikel oder der immobilisierten
biologischen Molekiile nachteilig beeinflusst wird.
Funktionselemente, die solche Nanopartikel enthal-
ten, lassen sich daher auch zur Aufreinigung der zu
30 immobilisierenden biologischen Molekiile aus komple-
xen Substanzgemischen, die nicht-erwilinschte Sub-
stanzen wie Detergenzien oder Salze enthalten, ver-

wenden, wobeili die zu immobilisierenden Molekiile ii-
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ber beliebig lange Waschprozesse hinweg optimal aus
solchen Substanzgemischen abgetrennt werden koénnen.
Andererseits koénnen sich superparamagnetische oder
ferromagnetische Nanopartikel mit einem Eisenoxid-
5 Kern in einem Magnetfeld entlang der Feldlinien an-
ordnen. Diese Eigenschaft von Eisenoxid-
Nanopartikeln ldsst sich benutzen, um direkt Mikro-
strukturen, insbesondere nanoskopische Leiterbahnen

aufzubauen.

10 Die erfindungsgemdfen Funktionselemente lassen sich
zur Immobilisierung unterschiedlichster biologi-
scher Molekilile verwenden, wobei deren biologische
Aktivit&t erhalten bleibt. Die zur Bildung der Mik-
rostrukturen verwendeten Nanopartikel weisen mole-

15 kiilspezifische Erkennungsstellen, insbesondere
funktionelle chemische Gruppen auf, die das zu im-
mobilisierende Molekiil so binden konnen, dass die
ftir die biologische Aktivitadt erforderlichen Mole-

. ktulbereiche in einem dem nativen Molekiilzustand

20 entsprechenden Zustand vorliegen. In Abhangigkeit
von den auf der Nanopartikel-Oberfldche vorhandenen
funktionellen Gruppen koénnen die Biomolekiile Jje
nach Bedarf kovalent und/oder nicht-kovalent an den
Nanopartikeln gebunden sein. Die Nanopartikel kon-

25 nen unterschiedliche funktionelle Gruppen aufwei-
sen, so dass sich entweder unterschiedliche Biomo-
lekiile oder Biomolekiile mit unterschiedlichen funk-
tionellen Gruppen mit bevorzugter Ausrichtung immo-
bilisieren lassen. Die Biomolekiile k&énnen sowohl

30 ungerichtet als auch gerichtet an den Nanopartikeln
immobilisiert werden, wobei nahezu jede gewiinschte
Ausrichtung der Biomolekiile m&glich ist. Durch die

Immobilisierung der Biomolekiile an den Nanoparti-
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keln wird auch eine Stabilisierung der Biomolekiile

erreicht.

Die zur Bildung der Mikrostrukturen verwendeten Na-
nopartikel besitzen ein vergleichsweise sehr grofes
Oberfldche-Volumen-Verhdltnis und konnen dement-
sprechend eine grofe Menge eines biologischen Mole-
kiils pro Masse binden. Im Vergleich zu Systemen,
bei denen biologische Molekiile direkt an einem pla-
naren Triager gebunden sind, kann ein Funktionsele-
ment somit pro Flidcheneinheit eine erheblich groéBe-
re Menge der biologischen Molektile binden. Die Men-
ge der pro Fléacheneinheit gebundenen Molektiilmenge,
das heiBt die Packungsdichte, kann noch dadurch ge-
steigert werden, dass zur Erzeugung der Mikrostruk-
tur auf der Trageroberfldche mehrere Partikel-Lagen
libereinander geschichtet werden. Eine weitere Erho-
hung der pro Flacheneinheit gebundenen Menge
biologischer Molekiile kann dadurch erreicht werden,
dass die Nanopartikel zundchst mit Hydrogelen und

dann mit biologischen Molektilen beschichtet werden.

Die erfindungsgemidf verwendeten Nanopartikel besit-
zen einen Durchmesser von 5 nm bis 500 nm. Unter
Verwendung solcher Nanopartikel lassen sich daher
Funktionselemente herstellen, die sehr kleine Mik-
rostrukturen beliebiger Form im Nanometer- bis Mik-
rometerbereich aufweisen. Die Verwendung der Nano-
partikel zur Erzeugung der Mikrostrukturen erlaubt
daher eine bislang nicht erreichte Miniaturisierung
der Funktionselemente, die mit erheblichen Verbes-
serungen signifikanter Parameter der Funktionsele-

mente einhergeht.

PCT/EP02/14769
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Die erfindungsgemiB verwendeten Nanopartikel zeigen
auf den Materialien, die zur Herstellung der Trager
beziehungsweise Trdgeroberflidchen verwendet werden,
eine sehr guten Haftung. Die Partikel ko&nnen da-
durch problemlos fir eine Vielzahl von Tragersyste-
men und somit fiir eine Vielzahl unterschiedlicher
Funktionselemente mit unterschiedlichsten Anwen-
dungsgebereichen verwendet werden. Die unter Ver-
wendung der Nanopartikel gebildeten Mikrostrukturen
sind sehr homogen, was zu einer ortsunabhdngigen

Signalintensitat fihrt.

Die erfindungsgemdBen Funktionselemente konnen auf
ihrer Tr&geroberfldche unterschiedliche Mikrostruk-
turen aufweisen, die aus unterschiedlichen Nanopar-
tikeln mit unterschiedlichen molekilspezifischen
Erkennungsstellen bestehen. Dementsprechend kdnnen
diese unterschiedlichen Mikrostrukturen auch mit
unterschiedlichen Biofunktionen belegt werden. Die
Funktionselemente k&énnen also nebeneinander Mikro-
strukturen enthalten, die unterschiedliche biologi-
schen Molekiilen enthalten beziehungsweise damit
versehen werden konnen. Ein Funktionselement kann
daher beispielsweise mehrere unterschiedliche Pro-
teine oder mehrere unterschiedliche Nucleins&uren
oder gleichzeitig Proteine und Nucleinsduren ent-
halten.

Die erfindungsgemdfen Funktionselemente lassen sich
auf einfache Weise unter Verwendung bekannter Ver-
fahren herstellen. Beispielsweise lassen sich unter
Verwendung geeigneter Suspendiermittel aus Nanopar-
tikeln sehr einfach stabile Suspensionen erzeugen.

Nanopartikel-Suspensionen verhalten sich wie L&ésun-
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gen und sind dadurch kompatibel mit Mikrostruktu-
rierungsverfahren. Nanopartikelsuspensionen kénnen
daher direkt, beispielsweise unter Verwendung her-
kdmmlicher Verfahren wie Nadel-Ring-Printer, litho-
graphischer Verfahren Tintenstrahlverfahren
und/oder Mikrokontaktverfahren, strukturiert auf
geeignete Trager abgeschieden werden, die zuvor mit
einem Verbindungsmittel =zur festen Anhaftung der
Nanopartikel vorbehandelt wurden. Durch eine geeig-
nete Wahl des Verbindungsmittels kann die gebildete
Mikrostruktur so ausgebildet werden,. dass sie zu
einem spateren Zeitpunkt teilweise oder vollstédndig
von der Trigeroberflidche des Funktionselementes,
beispielsweise durch Anderung des pH-Wertes oder
der Temperatur, geldst und gegebenenfalls auf die
Triageroberfldche eines anderen Funktionselementes

ibertragen werden kann.

Die erfindungsgemdBen Funktionselemente koénnen in
unterschiedlichster Form ausgefiihrt sein und lassen
sich daher auch in sehr unterschiedlichen Bereichen
einsetzen. Beispielsweise kann es sich bei den er-
findungsgemi&Ben Funktionselementen um Biochips,
beispielsweise Gen- oder Protein-Arrays, handeln,
die in der medizinischen Analyse oder Diagnostik
eingesetzt werden. Die erfindungsgemédfen Funktions-—
elemente lassen sich aber auch als Elektronikbau-
stein, beispielsweise als molekularer Schaltkreis,
in der medizinischen Mess- und Uberwachungstechnik

oder in einem Biocomputer verwenden.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird
unter einem ,Funktionselement™ ein Element verstan-

den, das entweder allein oder als Bestandteil einer

PCT/EP02/14769
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komplexeren Vorrichtung, das heift im Zusammenhang
mit weiteren &ahnlichen oder anders gearteten Funk-
tionselementen, mindestens eine definierte Funktion
ausiibt. Ein Funktionselement umfasst mehrere Be-
standteile, die aus gleichen oder unterschiedlichen
Materialien bestehen koénnen. Die einzelnen Bestand-
teile eines Funktionselementes konnen innerhalb ei-
nes Funktionselementes unterschiedliche Funktionen
ausiiben und kénnen in unterschiedlichem MaBe oder
in unterschiedlicher Art und Weise zur Gesamtfunk-
tion des Elementes beitragen. In der vorliegenden
Erfindung umfasst ein Funktionselement einen Tréger
mit einer Trageroberfldche, auf der (ein) definier-
te Schicht(en) von Nanopartikeln als Mikrostruk-
tur (en) angeordnet ist/sind, wobei die Nanopartikel
mit biologischen Funktionen, beispielsweise biolo-
gischeh Molekiilen wie Nucleins&duren, Proteinen
und/oder PNA-Molekiilen versehen sind und/oder ver-

sehen werden konnen.

Unter einem ,Trdger“™ wird derjenige Bestandteil des
Funktionselementes verstanden, der hauptsdchlich
das Volumen und die &ubBere Gestalt des Funktions-
elementes bestimmt. Der Begriff ,Trager™ bedeutet
insbesondere eine feste Matrix. Der Trédger kann ei-
ne beliebige Gréfe und eine beliebige Form aufwei-
sen, beispielsweise die einer Kugel, eines Zylin-
ders, einer Stange, eines Drahtes, einer Platte o-
der einer Folie. Der Tr&ger kann sowohl ein Hohl-
kérper als auch ein Vollkdrper sein. Mit einem
Vollkdrper ist insbesondere ein Korper gemeint, der
im Wesentlichen keine Hohlrdume aufweist und voll-
stdndig aus einem Material oder einer Material-

Kombination bestehen kann. Der Vollkérper kann auch
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aus einer Schichtabfolge gleicher oder unterschied-

licher Materialien bestehen.

ErfindungsgemidB besteht der Trédger des Funktions-
elementes, insbesondere die Trager-Oberfldche, aus
einem Metall, einem Metalloxid, einem Polymer,
Glas, einem Halbleitermaterial oder Keramik. Im Zu-
sammenhang mit der Erfindung bedeutet dies, dass
entweder der Trager vollstdndig aus einem der vor-
stehend genannten Materialien besteht oder dieses
im Wesentlichen enthdlt oder vollstédndig aus einer
Kombination dieser Materialien besteht oder diese
im Wesentlichen enth&dlt oder dass die Oberflédche
des Tr&gers vollstdndig aus einem der vorstehend
genannten Materialien besteht oder diese im Wesent-
lichen enth&lt oder vollstidndig aus einer Kombina-
tion dieser Materialien besteht oder diese im We-
sentlichen enthidlt. Der Tr&ger oder seine Oberfléa-
che besteht dabei zumindest zu etwa 60%, vorzugs-
weise zu etwa 70%, bevorzugter zu etwa 80% und am
bevorzugtesten zu etwa 100% aus einem der vorste-
hend genannten Materialien oder einer Kombination

solcher Materialien.

In bevorzugter Ausfihrungsform besteht der Trdger
des Funktionselementes aus Materialien, wie trans-
parentem Glas, Siliciumdioxid, Metallen, Metalloxi-
den, Polymeren und Copolymeren von Dextranen oder
Amiden, beispielsweise Acrylamid-Derivaten, Cellu-
lose, Nylon, oder polymeren Materialien, wie Polye-
thylenterephthalat, Celluloseacetat, Polystyrol o-
der Polymethylmethacrylat oder einem Polycarbonat
von Bisphenol A.

PCT/EP02/14769
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Erfindungsgemidl ist vorgesehen, dass die Oberflédche
des Funktionselement-Tragers planar oder auch vor-
strukturiert ist, beispielsweise Zu- und Ableitun-
gen enth&dlt. Erfindungsgemal ist ebenfalls vorgese-
hen, dass die von der Mikrostruktur nicht abgedeck-
ten Flichenabschnitte der Oberfldche des Trigers
Funktionalitdten beziehungsweise chemische Verbin-
dungen enthalten, die eine unspezifische Anlagerung
von Biomoleklilen an diese Flachenabschnitte verhin-
dern. Dabei handelt es sich insbesondere um eine
Ethylenoxid-Schicht.

In bevorzugter Ausfiihrungsform der Erfindung ist
vorgesehen, dass zwischen der Trdgeroberfldche und
der Mikrostruktur mindestens eine Schicht eines
Verbindungsmittels angeordnet ist. Das Verbindungs-
mittel dient zur festen Bindung der Nanopartikel an
der Trdgeroberfldche des Funktionselementes. Die
Auswahl des Verbindungsmittels richtet sich nach
der Oberflédche des Trdgermaterials und den zu bin-
denden Nanopartikeln. Bei dem Verbindungsmittel
handelt es sich vorzugsweise um geladene oder unge-
ladene Polymere. Bei dem Polymer kann es sich auch
um ein Hydrogel handeln. Bei dem Verbindungsmittel
kann es sich auch um eine Plasmaschicht mit gelade-
nen Gruppen, wie einen Polyelektrolyten, oder eine
Plasmaschicht mit chemisch reaktiven Gruppen han-
deln. Das Verbindungsmittel kann auch einen Self-
Assembled-Monolayer auf Silan- oder Thiol-Basis
sein. ErfindungsgemdBl ist vorgesehen, dass die Ver-
bindungsmittelschicht aus mindestens einer Schicht
eines Verbindungsmittels besteht. Die Verbindungs-
mittelschicht kann jedoch auch aus mehreren Schich-
ten unterschiedlicher Verbindungsmittel bestehen,
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beispielsweise aus einer anionischen Plasma-Schicht
und einer kationischen Polymerschicht oder aus meh-
reren Polymerschichten, die abwechselnd anionisch

und kationisch sind.

Eine weitere bevorzugte Ausfihrungsform der Erfin-
dung betrifft Verbindungsmittel, deren Eigenschaf-
ten, beispielsweise ihre Kohdsionseigenschaften,
durch einen &uBeren Stimulus verdndert werden kon-
nen und die daher von auBen schaltbar sind. Bei-
spielsweise koénnen die Kohdsionseigenschaften des
Verbindungsmittel durch Anderung des pH-Wertes, der
Ionenkonzentration und/oder der Temperatur soweit
vermindert werden, dass die unter Verwendung des
Verbindungsmittels an der Trédgeroberfldche des
Funktionselementes gebundenen Mikrostrukturen abge-
16st und gegebenenfalls auf die Trageroberflidche
eines anderen Funktionselementes tlibertragen werden

ko6nnen.

In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform der
Erfindung ist vorgesehen, dass der Tr&ger, insbe-
sondere die Trdgeroberfldche, vor dem Aufbringen
der Verbindungsschichten und Mikrostrukturen mit
einem Oberflidchen-aktivierenden Mittel vorbehandelt
wird, um die Bindung der aufzutragenden Verbin-
dungsschichten und Mikrostrukturen am Trager bezie-
hungsweise an dessen Oberfldche zu verbessern. Die
Oberflidchen des Trdgers koénnen beispielsweise mit-
tels chemischer Verfahren, beispielsweise unter
Verwendung von Primern oder einer S&dure beziehungs-
weise einer Base, aktiviert werden. Die Oberfléa-
chenaktivierung kann auch unter Verwendung eines

Plasmas erfolgen. Die Oberfldchenaktivierung kann
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auch das Aufbringen eines Self-Assembled-Monolayers

umfassen.

Unter einer ,Mikrostruktur® werden Strukturen im
Bereich einzelner Mikrometer oder Nanometer ver-
standen. Insbesondere im Zusammenhang mit der vor-
liegenden Erfindung wird unter ,Mikrostruktur™ eine
Struktur verstanden, die aus mindestens zwei Ein-
zelkomponenten in Form von Nanopartikeln mit mole-
kiilspezifischen Erkennungsstellen besteht und auf
der Oberfliche eines Tridgers angeordnet ist, wobei-
ein bestimmter Fl&chenabschnitt der Oberfldche des
Triagers abgedeckt wird, der eine definierte Form
und einen definierten Fl&acheninhalt aufweist und
der kleiner als die Tridger-Oberfldche ist. Erfin-
dungsgemdB ist insbesondere vorgesehen, dass min--
destens einer der Fl&achen-Ldngen-Parameter, der den
durch die Mikrostruktur abgedeckten Flachenab-

schnitt bestimmt, im Mikrometerbereich liegt. Weist

~ die Mikrostruktur beispielsweise die Form eines

Kreises auf, liegt der Durchmesser des Kreises im
Mikrometerbereich. Ist die Mikrostruktur als Recht-
eck ausgefiihrt, liegt beispielsweise die Breite
dieses Rechteckes im Mikrometerbereich. Erfindungs-
gemidB ist insbesondere vorgesehen, dass der mindes-
tens eine Flichen-Lingen-Parameter, der den von der
Mikrostruktur abgedeckten  Flachenabschnitt be-
stimmt, kleiner als 1 mm ist. Da die Mikrostruktur
erfindungsgemd aus mindestens zwei Nanopartikeln
besteht, liegt die untere Grenze dieses Fléchen-

Ladngenparameters bei 10 nm.

Der von der erfindungsgem&fen Mikrostruktur abge-

deckte Flédchenabschnitt kann eine beliebige geomet-
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rische Form aufweisen, beispielsweise die eines
Kreises, einer Ellipse, eines Quadrates, eines
Rechteckes oder einer Linie. Die Mikrostruktur kann
aber auch aus mehreren regelmdBfigen und/oder unre-
gelmdbhigen geometrischen Formen zusammengesetzt
sein. Handelt es sich bei dem erfindungsgemdfen
Funktionselement beispielsweise um einen Gen-Chip
oder ein Protein-Array, so weist die Mikrostruktur
vorzugswelse eine kreis- oder ellipsendhnliche Form
auf. Handelt es sich bei dem erfindungsgemdlen
Funktionselement um einen Elektronikbaustein zur
Verwendung in einem Biocomputer, kann die Mikro-
struktur auch eine Schaltkreis-&dhnliche Form auf-
weisen. Erfindungsgem&f ist auch wvorgesehen, dass
auf der Trdgeroberfldche eines Funktionselementes
mehrere Mikrostrukturen gleicher oder unterschied-
licher Form mit einem Abstand zueinander angeordnet -

sind.

Erfindungsgemdll 1ist vorgesehen, dass die Mikro-
strukturen beispielsweise unter Verwendung eines
Nadel-Ring-Printers per Ring/Pin mittels lithogra-
fischer Verfahren, wie Photolithographie oder
Mikropen-Lithographie, Tintenstrahltechniken oder
Mikrokontaktdruckverfahren auf die Oberfl&che des
Funktionselement-Tradgers aufgetragen werden. Die
Auswahl des Verfahrens, mit dessen Hilfe die Mikro-
struktur beziehungsweise Mikrostrukturen auf die
Oberfldche des Funktionselementes aufgebracht wer-
den, richtet sich nach der Oberfliche des Trigerma-
terials, den Nanopartikeln, die die Mikrostruktur
bilden sollen, und der spdteren Anwendung des Funk-
tionselementes.
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Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird
unter einem ,Nanopartikel“™ eine partikuldre Binde-
matrix verstanden, die erste funktionelle chemische
Gruppen umfassende molektilspezifische Erkennungs-
stellen aufweist. Die erfindungsgemdf verwendeten
Nanopartikel umfassen einen Kern mit einer Oberfla-
che, auf der die ersten funktionellen Gruppen ange-
ordnet sind, die in der Lage sind, komplementédre
zweite funktionelle Gruppen eines Biomolekiils kova-
lent oder nicht-kovalent zu binden. Durch Wechsel-
wirkung zwischen den ersten und zweiten funktionel-
len Gruppen ist das Biomolekiil an dem Nanopartikel
und damit an der Mikrostruktur des Funktionselemen-
tes immobilisiert und/oder kann daran immobilisiert
werden. Die erfindungsgem&l zur Bildung der Mikro-
strukturen verwendeten Nanopartikel weisen eine
GroBe von kleiner 500 nm, vorzugsweise kleiner 150

nm auf.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung be-
deutet ,adressierbar“, dass die Mikrostruktur nach
dem Auftragen der Nanopartikel auf die Trégerober-
fliche wieder auffindbar und/oder nachweisbar ist.
Wird die Mikrostruktur beispielsweise unter Verwen-
dung einer Maske oder eines Stempels auf die Tra-
geroberfliche aufgetragen, resultiert die Adresse
der Mikrostruktur einerseits aus den Koordinaten x
und y des von der Maske oder dem Stempel vorgegebe-
nen Bereiches der Tr&dgeroberflache, auf den die
Mikrostruktur aufgetragen wird. Andererseits resul-
tiert die Adresse der Mikrostruktur aus den mole-
kiilspezifischen Erkennungsstellen auf der Oberfla-
che der Nanopartikel, die ein Wiederauffinden be-

ziehungsweise einen Nachweis der Mikrostruktur er-
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lauben. Wenn die Mikrostruktur biofunktionalisier-
bar ist, das heiBt Nanopartikel mit molekilspezifi-
schen Erkennungsstellen umfasst, an die keine Bio-
molekliile gebunden sind, kann die Mikrostruktur da-
durch wieder aufgefunden und/oder nachgewiesen wer-
den, dass ein oder mehrere Biomolekiile spezifisch
an die molekilspezifischen Erkennungsstellen der
die Mikrostruktur bildenden Nanopartikel binden,
nicht jedoch an die Fldchenabschnitte dexr Trdger-
oberfldche, die nicht von der Mikrostruktur abge-
deckt sind. Wenn das immobilisierte Molekiil bei-
spielsweise mit Detektionsmarkern wie Fluorophoren,
Spin-Labeln, Goldpartikeln, radioaktiven Markern
etc., markiert ist, kann der Nachweis der Mikro-
struktur unter Verwendung entsprechend geeigneter
Nachweisverfahren erfolgen. Wenn die Mikrostruktur
biofunktionalisiert ist, das heift Nanopartikel um-
fasst, an deren molekiilspezifische Erkennungsstel-

len bereits ein oder mehrere Biomolekiile gebunden

.sind, bedeutet ,addressierbar", dass diese Biomole-

kiile durch Wechselwirkung mit komplementdren Struk-
turen weiterer Molekiile oder mittels messtechni-
scher Verfahren aufgefunden und/oder nachgewiesen
werden konnen, wobei nur die aus Nanopartikeln be-
stehende Mikrostruktur entsprechende Signale zeigt,
nicht jedoch die Flachenabschnitte der Tragerober-
flache, die nicht von der Mikrostruktur abgedeckt
sind. Als Nachweisverfahren kann beispielsweise die
Matrix-unterstiitzte Laser-Desorptions/Ionisations-
Flugzeit-Massenspektrometrie (MALDI-TOF-MS) einge-
setzt werden, die sich zu einem wichtigen Verfahren
zur Analyse von unterschiedlichsten Substanzen,
insbesondere Proteinen, entwickelt hat. Weitere

Nachweisverfahren sind Wellenleiterspektroskopie,
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Fluoreszenz, Impedanzspektroskopie, radiometrische

und elektrische Verfahren.

Erfindungsgemdl ist vorgesehen, dass das biologi-
sche Molekiil unter Erhalt seiner biologischen Akti-
vitdt an der Oberflidche der die Mikrostruktur bil-
denden Nanopartikel gebunden oder immobilisiert ist
oder gebunden oder immobilisiert werden kann, wobeil
das Molekiil vorzugsweise gerichtet gebunden ist o-
der wird. Unter der biologischen Aktivit&at eines
Molekiils werden alle Funktionen verstanden, die
dieses in einem Organismus 1n seiner natiirlichen
zelluldren Umgebung austbt. Wenn das Molekiil ein
Protein ist, kann es sich um spezifische katalyti-
sche oder enzymatische Funktionen, Funktionen in
der Immunabwehr, Transport- und Speicherfunktion,
Regulationsfunktion, Transkriptions- und Translati-
onsfunktionen und &hnliche handeln. Handelt es sich

bei dem Molekiil um eine Nucleinsdure, kann die bio-

_ logische Funktion beispielsweise in der Codierung

eines Genproduktes bestehen oder darin, dass die
Nucleinsdure als Matrize zur Synthese weiterer Nuc-
leinsiduremolekiile oder als Bindungsmotiv fir regu-
latorische Proteine verwendbar ist. ,Beibehaltung
der biologischen Aktivitat“ bedeutet, dass ein bio-
logisches Molekiil nach Immobilisierung an der Ober-
flache eines Nanopartikels die gleichen oder nahezu
gleichen biologischen Funktionen in zumindest &hn-
lichem Ausmal austiben kann wie das gleiche Molekil
in nicht-immobilisiertem Zustand unter geeigneten
in wvitro-Bedingungen beziehungsweise das gleiche

Moleklil in seiner natlrlichen zelluldren Umgebung.
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Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung be-
deutet der Begriff ,gerichtet immobilisiert™ oder
»gerichtete Immobilisierung™, dass ein Molekiil an
definierten Positionen innerhalb des Moleklils so an
den molekiilspezifischen Erkennungssequenzen eines
Nanopartikel gebunden wird beziehungsweise ist,
dass beispielsweise die dreidimensionale Struktur
der fir die biologische Aktivitat erforderlichen
Domédne (n) gegeniiber dem nicht-immobilisierten Zu-
stand nicht wveridndert ist und dass diese Doméne(n),
beispielsweise Bindungstaschen fiur zellul&re Reak-
tionspartner, bei Kontakt mit anderen nativen zel-
luldren Reaktionspartnern fiir diese frei zuganglich

ist/sind.

,Gerichtet immobilisiert™ bedeutet auch, dass bei
der Immobilisierung einer Moleklilspezies alle oder
nahezu alle individuellen Molekiile, mindestens je-
doch mehr als 80%, vorzugsweise mehr als 85% aller
Molekiile auf der Oberfldche der die Mikrostruktur
bildenden Nanopartikel eine identische oder nahezu

identische Ausrichtung reproduzierbar einnehmen.

Erfindungsgemdh ist vorgesehen, dass das an der
Mikrostruktur des erfindungsgemdben Funktionsele-
mentes immobilisierte oder immobilisierbare biolo-
gische Molekiil insbesondere eine Nucleins&ure, ein
Protein, ein PNA-Molekiil, ein Fragment davon oder

ein Gemisch davon ist.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird
unter einer Nucleinsdure ein Molekiil wverstanden,
das aus mindestens zwel tiber eine Phosphodiester-

bindung verbundenen Nucleotiden besteht. Bei Nuc-
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leinsduren kann es sich sowohl um eine Desoxyribo-
nucleinsdure als auch eine Ribonucleinsdure han-
deln. Die Nucleinsdure kann sowohl einstrdngig als
auch zweistrdngig vorliegen. Im Kontext der vorlie-
5 genden Erfindung kann eine Nucleinsdure also auch
ein Oligonucleotid sein. Die an der Mikrostruktur
des erfindungsgemdfen Funktionselementes gebundene
Nucleinsdure weist vorzugswelse eine Ld&nge von min-
destens 10 Basen auf. Eine Nucleinsdure kann natir-
10 lichen oder synthetischen Ursprungs sein. Die Nuc-
leinsdure kann durch gentechnische Verfahren gegen-
liber der Wildtyp-Nucleinsdure modifiziert sein
und/oder unnatirliche und/oder ungewthnliche Nuc-
leinsidurebausteine enthalten. Die Nucleinsdure kann
15 mit Molekiilen anderer Art, beispielsweise mit Pro-

teinen, verbunden sein.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird
unter einem ,Protein®™ ein Molekil verstanden, das
mindestens zwel iiber eine Amidbindung miteinander
20 verbundene Aminosduren umfasst. Im Kontext der vor-
liegenden Erfindung kann ein Protein also auch ein
Peptid, zum Beispiel ein Oligopeptid, ein Polypep-
tid oder zum Beispiel eine Protein-Domdne sein. Ein
derartiges Protein kann natiirlichen oder syntheti-
25 schen Ursprungs sein. Das Protein kann durch gen-
technische Verfahren gegeniiber dem Wildtyp-Protein
modifiziert sein und/oder unnatiirliche und/oder un-
gewdhnliche Aminosduren enthalten. Das Protein kann
gegeniiber der Wildtyp-Form derivatisiert sein, bei-
30 spielsweise Glykosylierungen aufweisen, es kann
verkirzt sein, es kann mit anderen Proteinen fusio-
niert sein oder mit Molekllen anderer Art, bei-

spielsweise mit Kohlenhydraten, verbunden sein. Er-
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findungsgemdB kann ein Protein insbesondere ein En-
zym, ein Rezeptor, ein Cytokin, ein Antigen oder

ein Antikdrper sein.

+Antikérper® bedeutet ein Polypeptid, das im we-
5 sentlichen von einem oder mehreren Immunglobulin-
Genen codiert wird, oder Fragmente davon, das/die
einen Analyten (Antigen) spezifisch bindet/binden
und erkennt/erkennen. Antikdrper kommen beispiels-
weise als intakte Immunglobuline oder als eine Rei-
10 he von Fragmenten vor, die mittels Spaltung mit
verschiedenen Peptidasen erzeugt werden. ,Antikdr-
per® bedeutet auch modifizierte Antikdérper (z.B.
oligomere, reduzierte, oxidierte und markierte An-
tikdérper). ,Antikdrper“ umfasst auch Antikdrper-
15 Fragmente, die entweder mittels Modifikation ganzer .
Antikdrper oder mittels de novo-Synthese unter Ver-
wendung von DNA~-Rekombinationstechniken erzeugt
worden sind. Der Begriff ,Antikorper“™ umfaBt sowohl
intakte Molekiile als auch Fragmente davon, wie Fab,
20 F(ab'), und Fv, die die Epitop-Determinante binden

kénnen.

Beli PNA (Peptide Nucleic Acid oder Polyamide Nuc-
leic Acid)-Molekiilen handelt es sich um Molekiile,
die nicht negativ geladen sind und in gleicher Wei-

25 se wie DNA wirken (Nielsen et al., 1991, Science,
254, 1497-1500; Nielsen et al., 1997, Biochemistry,
36, 5072-5077; Weiler et al., 1997, ©Nuc. Acids
Res., 25, 2792-2799). PNA-Sequenzen umfassen ein
Polyamid-Grundgeriist aus N-(2-Aminoethyl)-glycin-

30 Einheiten und besitzen keine Glucose-Einheiten und
keine Phosphat-Gruppen.
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Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wer-
den unter ,moleklilspezifischen Erkennungsstellen™
Bereiche des Nanopartikels verstanden, die eine
spezifische Wechselwirkung zwischen dem Nanoparti-
kel und biologischen Molekiilen als Zielmolekiilen
ermdglichen. Die Wechselwirkung kann auf gerichte-
ter attraktiver Wechselwirkung zwischen einem oder
mehreren Paaren aus ersten funktionellen Gruppen
des Nanopartikels und die ersten funktionellen
Gruppen bindenden, komplementédren zweiten funktio-
nellen Gruppen der Zielmolekiile, also der biologi-
schen Molekiile, beruhen. Einzelne interagierende
Paare funktioneller Gruppen zwischen Nanopartikel
und biologischem Molekil sind jeweils rdumlich fi-
xiert an dem Nanopartikel und dem biologischen Mo-
lektil angeordnet. Diese Fixierung braucht keine
starre Anordnung zu sein, sondern kann vielmehr

durchaus flexibel ausgefiihrt sein. Die attraktive
Wechselwirkung zwischen den funktionellen Gruppen.
der. Nanopartikel und der biologischen Molekilile kann
in Form von nicht-kovalenten Bindungen wie van-der-
Waals-Bindungen, Wasserstoffbriicken-Bindungen, n-7n-
Bindungen, elektrostatischen Wechselwirkungen oder
hydrophoben Wechselwirkungen ausgefiihrt sein. Denk-
bar sind auch reversible kovalente Bindungen ebenso
wie Mechanismen, die auf Komplementaritidt der Ges-
talt oder Form beruhen. Die erfindungsgemdl vorge-
sehenen Wechselwirkungen zwischen den molekiilspezi-
fischen Erkennungsstellen der Nanopartikel und dem
Zielmoleklil beruhen also auf gerichteten Wechsel-
wirkungen =zwischen den Paaren der funktionellen
Gruppen und auf der r&umlichen Anordnung dieser die
Paarbildung eingehenden Gruppen =zueinander an dem

Nanopartikel sowie dem Zielmolekiil. Diese Wechsel-

PCT/EP02/14769
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wirkung fihrt zu einer affinen Bindung kovalenter
oder nicht-kovalenter Art zwischen den beiden Bin-
dungspartnern, dergestalt, dass das biologische Mo-
lektil an der Oberfldche der die Mikrostruktur bil-

denden Nanopartikel immobilisiert wird.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegen-
den Erfindung sind die ersten funktionellen Grup-
pen, die Bestandteil der molekilspezifischen Erken-
nungsstellen auf der Oberfldche des Nanopartikels
sind oder diese bilden, ausgewahlt aus der Gruppe
bestehend aus Aktivester, Alkylketongruppe, Alde-
hydgruppe, Aminogruppe, Carboxygruppe, Epoxygruppe,
Maleinimidogruppe, Hydrazingruppe, Hydrazidgruppe,
Thiolgruppe, Thioestergruppe, Oligohistidingruppe,
Strep-Tag I, Strep-Tag II, Desthiobiotin, Biotin,
Chitin, Chitinderivate, Chitinbindedomane, Metall-
chelatkomplex, Streptavidin, Streptactin, Avidin

und Neutravidin.

Erfinduﬁgsgeméﬁ ist auch vorgesehen, dass die mole-
kiilspezifische Erkennungsstelle ein gréReres Mole-
kiil wie ein Protein, ein Antikorper etc. ist, das
die ersten funktionellen Gruppen enthdlt. Die mole-
ktilspezifische Erkennungsstelle kann auch ein Mole-
kilkomplex  sein, der aus mehreren Proteinen
und/oder Antikdérpern und/oder Nucleinsduren be-
steht, wobeli mindestens eines dieser Molekiile die
ersten funktionellen Gruppen enthdlt. Ein Protein
kann als molekiilspezifische Erkennungssequenz bei-
spielsweise einen Antikdrper und ein damit verbun-
denes Protein umfassen. Der Antikorper kann dabei
auch eine Streptavidin-Gruppe oder eine Biotin-

Gruppe umfassen. Beil dem mit dem Antikdrper verbun-

PCT/EP02/14769
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denen Protein kann es sich um einen Rezeptor han-
deln, beispielsweise ein MHC-Protein, Cytokin, ei-
nen T-Zell-Rezeptoren wie das CD-8-Protein und an-
dere, der einen Liganden binden kann. Ein Molekil-
komplex kann auch mehrere Proteine und/oder Peptide
umfassen, beispielsweise ein biotinyliertes Prote-
in, das in einem Komplex ein weiteres Protein und

zusdtzlich ein Peptid bindet.

Die =zweite funktionelle Gruppe, also die funktio-
nelle Gruppe des zu immobilisierenden Biomolekiils,
ist erfindungsgemdl ausgewdhlt aus der Gruppe be-
stehend aus aus der Gruppe bestehend aus Aktives-
ter, Alkylketongruppe, Aldehydgruppe, Aminogruppe,
Carboxygruppe, Epoxygruppe, Maleinimidogruppe,
Hydrazingruppe, Hydrazidgruppe, Thiolgruppe, Thi-
oestergruppe, Oligohistidingruppe, Strep-Tag I,
Strep-Tag II, Desthiobiotin, Biotin, Chitin, Chi-
tinderivate, Chitinbindedoméne, Metallchelat-
komplex, Streptavidin, Streptactin, Avidin und

Neutravidin.

Die ersten und zweiten funktionellen Gruppen kdnnen
beispielsweise durch molekulares Prdgen erzeugt
worden sein. Die ersten und zweiten funktionellen
Gruppen koénnen auch Aktivester, wie die sogenannten

Surfmere sein.

Ein erfindungsgemdh verwendetes Nanopartikel weist
also an seiner Oberfldche eine erste funktionelle
Gruppe auf, die kovalent oder nicht-kovalent mit
einer zweiten funktionellen Gruppe eines zu immobi-
lisierenden Biomolekiils verkniipft wird, wobei die

erste funktionelle Gruppe eine andere Gruppe als

PCT/EP02/14769
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die zweite funktionelle Gruppe ist. Die beiden mit-
einander in Bindung tretenden Gruppen missen kom-
plementdr zueinander sein, das heiBt in der Lage
sein, eine kovalente oder nicht-kovalente Bindung

miteinander einzugehen.

Wird erfindungsgemdB als erste funktionelle Gruppe
beispielsweise eine Alkylketongruppe, insbesondere
Methylketon- oder Aldehydgruppe verwendet, ist die
zweite funktionelle Gruppe eine Hydrazin- oder
Hydrazidgruppe. Wird umgekehrt eine Hydrazin- oder
Hydrazidgruppe als erste funktionelle Gruppe ver-
wendet, ist erfindungsgemdh die zweite funktionelle
Gruppe eine Alkylketon, insbesondere Methylketon-
oder Aldehydgruppe. Wird erfindungsgemdl eine Thi-
olgruppe als erste funktionelle Gruppe verwendet,
ist die zweite komplementdre funktionelle Gruppe
eine Thiocestergruppe. Wird als erste funktionelle
Gruppe eine Thioestergruppe verwendet, ist erfin-
dungsgemdl die zweite funktionelle Gruppe eine Thi-

olgruppe.

Wird erfindungsgemdR als erste funktionelle Gruppe
ein Metallionenchelatkomplex verwendet, ist die
zweite funktionelle komplementdre Gruppe eine Oli-
gohistidingruppe. Wird als erste funktionelle Grup-
pe eine Oligohistidingruppe verwendet, i1st die
zwelte funktionelle komplementdre Gruppe ein Meta-

lionenchelatkomplex.

Wird als erste funktionelle Gruppe Strep-Tag I,
Strep-Tag II, Biotin oder Desthiobiotin verwendet,
wird als zweite komplementédre funktionelle Gruppe

Streptavidin, Streptactin, Avidin oder Neutravidin

PCT/EP02/14769
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eingesetzt. Wird als erste funktionelle Gruppe
Streptavidin, Streptactin, Avidin oder Neutravidin
eingesetzt, wird als zweite komplementdre funktio-
nelle Gruppe Strep-Tag I, Strep-Tag II, Biotin oder

Desthiobiotin eingesetzt.

Wird in einer weiteren Ausfiihrungsform Chitin oder
ein Chitinderivat als erste funktionelle Gruppe
eingesetzt, wird als zweite funktionelle komplemen-
tdre Gruppe eine Chitinbindungsdomdne eingesetzt.
Wird als erste funktionelle Gruppe eine Chitinbin-
dungsdoméne eingesetzt, wird als zweite funktionel-
le komplementdre Gruppe Chitin oder ein Chitinderi-

vat eingesetzt.

Die vorgenannten ersten und/oder zweiten funktio-
nellen Gruppen konnen erfindungsgemdB mit Hilfe ei-
nes Spacers mit dem zu immobilisierenden Biomolekil

beziehungsweise dem Nanopartikel-Kern verbunden be-

ziehungsweise mittels eines Spacers an den Nanopar-

tikel-Kern oder in das Biomoleklil eingefiihrt wer-
den. Der Spacer dient also einerseits als Abstands-
halter der funktionellen Gruppe =zum Kern bezie-
hungsweise Biomolekilil, andererseits als Trdger fiur
die funktionelle Gruppe. Ein derartiger Spacer kann
erfindungsgemdB Alkylen-Gruppen oder Ethylenoxid-
Oligomere mit 2 bis 50 C-Atomen darstellen, der in
bevorzugter Ausfihrungsform substituiert ist wund

Heteroatome aufweist.

In bevorzugter Ausfiihrungsform der Erfindung ist
vorgesehen, dass die zweiten funktionellen Gruppen
ein natirlicher Bestandteil des Biomolekiils, insbe-

sondere eines Proteins, sind.

PCT/EP02/14769
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Bei einem Protein mittlerer GroRe, also einer Grobe
von etwa 50 kDA mit etwa 500 Aminosauren, gibt es
etwa 20 bis 30 reaktive Amino-Gruppen, die prinzi-
piell als funktionelle Gruppe zur Immobilisierung
in Frage kommen. Insbesondere handelt es sich dabeil
um die Amino-Gruppe am N-terminalen Ende eines Pro-
teins. Auch alle anderen freien Amino-Gruppen, ins-
besondere die der Lysinreste, kommen fiir die Immo-
bilisierung in Frage. Auch Arginin mit seiner Gua-
nidium-Gruppe kommt als funktionelle Gruppe in Be-
tracht.

In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform der
Erfindung ist vorgesehen, die zweiten funktionellen
Gruppen mittels gentechnischer Verfahren, biochemi-
scher, enzymatischer und/oder chemischer Derivati-
sierung oder chemischer Syntheseverfahren in das
Biomolekiil einzufihren. Die Derivatisierung sollte

so erfolgen, dass die biologische Aktivitadt nach

~der Immobilisierung erhalten bleibt.

Ist das Biomolekiil ein Protein, konnen beispiels-
weise unnatiirliche Aminos&duren durch gentechnische
Verfahren oder wdhrend einer chemischen Proteinsyn-
these in das Proteinmoleklil eingefiigt werden, bei-
spielsweise zusammen mit Spacern oder Linkern. Der-
artige unnatiirliche Aminosduren sind Verbindungen,
die eine Aminosdurefunktion und einen Rest R auf-
weisen und nicht tber einen natiirlich wvorkommenden
genetischen Code definiert sind, wobei diese Amino-
sduren in besonders bevorzugter Weise eine Thiol-
Gruppe aufweisen. Erfindungsgemdf kann auch vorge-
sehen sein, eine nattirlicherweise vorkommende Ami-

nosdure, beilspielsweise Lysin, zu modifizieren, zum

PCT/EP02/14769
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Beispiel durch Derivatisierung ihrer Seitenkette,
insbesondere deren primdrer Aminogruppe, mit der

Carbonsdurefunktion von Lavulinsdure.

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform der
vorliegenden Erfindung koénnen funktionelle Gruppen
durch Modifikation eines Proteins in dieses einge-
fiihrt werden, wobeli dem Protein Tags, also Markie-
rungen, hinzugefiigt werden, vorzugsweise an den C-
Terminus oder den N-Terminus. Diese Tags konnen je-
doch auch intramolekular angeordnet sein. Insbeson-
dere ist vorgesehen, dass ein Protein dadurch modi-
fiziert wird, dass mindestens ein Strep-Tag, bei-
spielsweise ein Strep-Tag I oder Strep-Tag II oder
Biotin hinzugefiigt wird. Erfindungsgemah werden un-
ter einem Strep-Tag auch funktionelle und/oder
strukturelle Aquivalente verstanden, sofern sie
Streptavidin-Gruppen und/oder dessen Agquivalente
binden koénnen. Der Begriff ,Streptavidin® erfasst

im Sinne der vorliegenden Erfindung also auch des-

sen funktionelle und/oder strukturelle Aquivalente.
Erfindungsgemdh ist auch vorgesehen, ein Protein
durch Hinzufligen von einem His-Tag, das mindestens
drei Histidin-Reste, vorzugsweise jedoch eine Oli-
gohistidin-Gruppe umfasst, zu modifizieren. Der in
das Protein eingefiihrte His-Tag kann dann an eine
einen Metallchelatkomplex umfassende molekiilspezi-

fische Erkennungsstelle binden.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung
ist also vorgesehen, Proteine, die beispielsweise
mit unnatirlichen Aminosduren, natlirlichen, aber
unnatlirlich derivatisiérten Aminosduren oder spezi-

fischen Strep-Tags modifiziert sind, oder Antikor-
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per-gebundene Proteine mit dazu komplementdr reak-
tiven Nanopartikel-Oberfldchen derart zur Bindung
zu bringen, dass eine geeignete spezifische, insbe-
sondere nicht-kovalente Anbindung der Proteine und
damit eine gerichtete Immobilisierung der Proteine
an die Oberfldchen erfolgt. Nach der Ausrichtung
der bioaktiven Molekiile iiber Tag-Bindestellen kén-
nen diese Molekiile zusdtzlich kovalent gebunden
werden, beispielsweise auch mit einem Crosslinker
wie Glutardialdehyd. Dadurch werden die Protein-
Oberfl&achen stabiler.

Die zur Bildung einer Mikrostruktur auf der Trager-
oberflidche des Funktionselementes abgeschiedenen
Nanopartikel weisen neben der Oberfldche mit den
molekiilspezifische Erkennungsstellen einen Kern
auf. Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung
wird unter einem ,Kern“ eines Nanopartikels ein
chemisch inerter Stoff verstanden, der als Trager
flir das zu immobilisierende Molekiil dient. Erfin-
dungsgem&l ist der Kern ein kompaktes oder hohles

Partikel mit einer GréBe von 5 nm bis 500 nm.

In bevorzugter Ausfiihrungsform der vorliegenden Er-—
findung besteht der Kern der erfindungsgemdB ver-
wendeten Nanopartikel aus einem anorganischen Mate-
rial wie einem Metall, beispielsweise Au, Ag oder
Ni, Silicium, 8i0,, Si0O, einem Silikat, Al,0s3,
Si10,°A1,03, Fey03, Ag0, TiO,, Zr0O;, Zry03, Taz0s, Zeo-
lith, Glas, Indiumzinnoxid, Hydroxylapatit, einem

Q-Dot oder einem Gemisch davon oder enthdlt dieses.

In einer weiteren bevorzugter Ausfihrungsform der

Erfindung besteht der Kern aus einem organischen

PCT/EP02/14769
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Material oder enthdlt dieses. Vorzugsweise ist das
organische Polymer Polypropylen, Polystyrol, Poly-
acrylat, ein Polyester von Milchs&ure oder ein Ge-

misch davon.

Die Herstellung der Kerne der erfindungsgemdl ver-
wendeten Nanopartikel kann unter Verwendung tbli-
cher, auf dem Fachgebiet bekannter Verfahren, wie
Sol-Gel-Synthese-Verfahren, Emulsionspolymerisati-
on, Suspensionspolymerisation usw. erfolgen. Nach
Herstellung der Kerne werden die Oberfldchen der
Kerne durch chemische Modifizierungsreaktionen mit
den spezifischen ersten funktionellen Gruppen ver-
sehen, beispielsweise unter Verwendung Ublicher
Verfahren wie Pfropf-Polymerisation, Silanisierung,
chemischer Derivatisierung etc. Eine Moglichkeit,
oberflidchenmodifizierte Nanopartikel in einem
Schritt zu erzeugen, besteht im Einsatz von Surfme-
ren in der Emulsionspolymerisation. Eine weitere

Moglichkeit ist das molekulare Pragen.

Unter molekularem Prdgen wird die Polymerisation
von Monomeren in Gegenwart von Templaten verstan-
den, die mit dem Monomer einen wahrend der Polyme-
risation relativ stabilen Komplex bilden ko&nnen.
Nach dem Auswaschen der Template konnen die so her-
gestellten Materialien Templatmolektle, den
Templatmolekiilen strukturverwandte Molekililspezies
oder Molekiile, die den Templatmolekiilen oder Teilen
davon strukturverwandte oder identische Gruppen
aufweisen, wieder spezifisch binden. Ein Templat
ist daher eine in der Monomermischung wahrend der
Polymerisation vorhandene Substanz, zu der das ge-

bildete Polymer eine Affinitdt aufweist.

PCT/EP02/14769
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Erfindungsgemdf besonders bevorzugt erfolgt die
Herstellung oberflachenmodifizierter Nanopartikel
mittels Emulsionspolymerisation unter Einsatz von
Surfmeren. Surfmere sind amphiphile Monomere (Surf-
mer = Surfactant + Monomer), die auf der Oberflédche
von Latexpartikeln einpolymerisiert werden koénnen
und diese stabilisieren. Reaktive Surfmere verfigen
zusdtzlich iiber funktionalisierbare Endgruppen, die
unter milden Bedingungen mit Nucleophilen, wie pri-
midren Aminen (Aminosduren, Peptiden, Proteinen),
Thiolen oder Alkoholen umgesetzt werden konnen. Auf
diese Weise ist eine Vielzahl biologisch aktiver
polymerer Nanopartikel zugé&nglich. Druckschriften,
die den Stand der Technik sowie Moglichkeiten und
Grenzen der Anwendung von Surfmeren wiedergeben, -
sind  US 5,177,165, Uus 5,525,691, UsS 5,162,475,
US 5,827,927 und JP 4 018 929. Arbeiten zur Synthe-
se von Surfmeren mit reaktiven Endgruppen wurden

unter anderem von Nagai et al. (Polymer 1996,

. 37(1), 1257-1266; Journal of Colloid and Interface

Science 1995, 172, 63-70), Asua et al. (J. Applied
Polym. Sci. 1997, 66, 1803-1820) und Guyot et al.
(Curr. Opin. Colloid Interface Sci. 1996, 1(5),
580-586) vertffentlicht.

Die Dichte der ersten funktionellen Gruppen und der
BAbstand dieser Gruppen =zueinander koénnen erfin-
dungsgemdh fiir jedes =zu immobilisierende Molekil
optimiert werden. Auch die Umgebung der ersten
funktionellen Gruppen auf der Oberfldche kann im
Hinblick auf eine moéglichst spezifische Immobili-
sierung eines Biomolekiils in entsprechender Weise

vorbereitet werden.
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In einer bevorzugten Ausgestaltung der Erfindung
ist vorgesehen, dass im Kern zusdtzliche Funktionen
verankert sind, die unter Verwendung geeilgneter
Nachweisverfahren eine einfache Detektion der Nano-
5 partikel-Kerne und damit der Mikrostrukturen ermdg-
lichen. Bei diesen Funktionen kann es sich bei-
spielsweise um Fluoreszenzmarkierungen, UV/Vis-
Markierungen, superparamagnetische Funktionen, fer-
romagnetische Funktionen und/oder radioaktive Mar-
10 kierungen handeln. Geeignete Verfahren zum Nachweis
von Nanopartikeln umfassen beispielsweise Fluores-
zenz— oder UV-Vis-Spektroskopie-, Fluoreszenz- oder
Licht-Mikroskopie-, MALDI-Massenspektroskopie-,
Wellenleiterspektroskopie—, Impedanzspektroskopie-,
15 elektrische und radiometrische Verfahren. In einer
weiteren Ausfiihrungsform ist vorgesehen, dass die -
Kern—-Oberfldche durch Aufbringen zusé&dtzlicher Funk-
tionen wie Fluoreszenzmarkierungen, UV/Vis-
Markierungen, superparamagnetischer Funktionen,
20- ferromagnetischer Funktionen und/oder radioaktiver
Markierungen modifiziert sein kann. In noch einer
weiteren Ausfihrungsform der Erfindung ist vorgese-
hen, dass der Kern der Nanopartikel mit einer orga-
nischen oder anorganischen Schicht oberflidchenmodi-
25 fiziert sein, die die ersten funktionellen Gruppen
und die vorstehend beschriebenen zusatzlichen Funk-

tionen aufweist.

In einer anderen Ausfihrungsform der Erfindung ist
vorgesehen, dass die Kern-Oberflé&che chemische Ver-
30 bindungen aufweist, die zur sterischen Stabilisie-
rung und/oder zur Verhinderung einer Konformation-
sinderung der immobilisierten Molekiile und/oder zur

Verhinderung der Anlagerung weiterer biologisch ak-
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tiver Verbindungen an die Kern-Oberfldche dient.
Vorzugsweise handelt es sich bei diesen chemischen
Verbindungen um  Polyethylenglykole, Oligoethy-

lenglykole, Dextran oder ein Gemisch davon.

ErfindungsgemdBl besteht auch die Moglichkeit, dass
auf der Oberflache der Nanopartikel-Kerne separat
oder zusétzlich Ionenaustausch-Funktionen verankert
sind. Nanopartikel mit Ionenaustausch-Funktionen
sind insbesondere zur Optimierung der MALDI-Analyse
geeignet, da dadurch stdrende Ionen gebunden werden

kénnen.

In einer weiteren Ausfihrungsform der Erfindung ist
vorgesehen, dass das an der Mikrostruktur des Funk-
tionselementes dimmobilisierte biologische Molekil

Markierungen aufweist, die eine einfache Detektion .
der an der Mikrostruktur immobilisierten biologi- -
schen Molekile unter Verwendung geeigneter Nach-
welsverfahren ermoglichen. Bei diesen Markierungen
kann es sich beispielsweise um eine Fluoreszenzmar-
kierung, eine UV/Vis-Markierung, eine superparamag-
netische Funktion, eine ferromagnetische Funktion
und/oder eine radioaktive Markierung handeln. Wie
vorstehend ausgefthrt, kommen als Nachweisverfahren
fiir diese Markierungen beispielsweise Fluoreszenz-
oder UV-VIS-Spektroskopie, MALDI-Massenspektros-—
kopie—, Wellenleiterspektroskopie-, Impedanzspekt-
roskopie-, elektrische und radiometrische Verfahren

in Betracht.

Eine weitere Ausfihrungsform der Erfindung betrifft
ein PFunktionselement mit mindestens einem an der

Mikrostruktur immobilisierten biologischen Molekil,
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wobei an dieses immobilisierte Molekiil mindestens
ein weiteres biologisches Molekiil kovalent oder
nicht-kovalent gebunden ist. Wenn das an der Mikro-
struktur immobilisierte Molekiil ein Protein ist,
kann daran beispielsweise ein zweites Protein oder
ein Antikodrper, beispielsweise durch Protein-
Protein-Interaktion oder durch Antikérper-Antigen-
Bindung, gebunden sein. Wenn das an der Mikrostruk-
tur immobilisierte Molekiil eine Nucleinsdure ist,
kann daran beispielsweise ein Protein gebunden

sein.

Eine weitere bevorzugte Ausfiihrungsform der Erfin-
dung betrifft ein Funktionselement, dessen Mikro-
struktur (en) aus. einer einzigen Nanopartikelschicht
besteht. Eine weitere bevorzugte Ausfihrungsform
der Erfindung betrifft ein Funktionselement, dessen
Mikrostruktur (en) aus mehreren lbereinandergelager-
ten Schichten der gleichen Nanopartikel besteht,
wobei jede einzelne Schicht tber die bereits be-
schriebenen Verbindungsschichten aus geeigneten Po-
lymeren fest an die darunter liegende Schicht ge-

bunden wird.

Noch eine weitere bevorzugte Ausfihrungsform der
Erfindung betrifft ein Funktionselement, auf dessen
Trigeroberfldche nebeneinander mehrere unterschied-
liche Mikrostrukturen angeordnet sind, die aus Na-
nopartikeln mit unterschiedlichen molektilspezifi-
sche Erkennungsstellen bestehen. Derartige Funkti-
onselemente enthalten daher nebeneinander Mikro-
strukturen, an die unterschiedliche biologische Mo-
lektile immobilisiert sind oder immobilisiert werden

kénnen. Die Trageroberflidche solcher Funktionsele-
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mente kann daher beispielsweise gleichzeitig Mikro-
strukturen umfassen, an denen Proteine immobili-
siert sind oder werden konnen, und Mikrostrukturen,
an denen Nucleinsduren immobilisiert sind oder wer-
den koénnen. Das Funktionselement kann aber auch
Mikrostrukturen aufweisen, an die unterschiedliche
Proteine oder unterschiedliche Nucleinsaduren

gleichzeitig immobilisiert sind oder werden konnen.

Eine weitere Ausfiihrungsform der Erfindung betrifft
ein Funktionselement, bei dem die Fl&dchenabschnitte
der Trageroberflache, die nicht von der Mikrostruk-
tur abgedeckt sind, durch Aufbringen zus&tzlicher
Funktionalititen beziehungsweise chemischer Verbin-
dungen: modifiziert sind. Dabei kann es sich insbe-
sondere um Funktionalitdten beziehungsweise chemi-
sche Verbindungen handeln, die eine unspezifische
Anlagerung von Biomolekiilen an die nicht von der

Mikrostruktur abgedeckten Bereiche der Trégerober-

fliche verhindern. Vorzugsweise handelt es sich bei

diesen chemischen Verbindungen um Polyethylenglyko-
le, Oligoethylenglykole, Dextran oder ein Gemisch
davon. Besonders bevorzugt enth&dlt die Oberfléche
des Funktionselement-Tragers eine Ethylenoxid-
Schicht. ‘

Die vorliegende Erfindung betrifft ebenfalls ein
Verfahren zur Herstellung eines erfindungsgemédben
Funktionstestes, wobei auf die Oberfldche eines ge-
eigneten Trigers mindestens eine Schicht eines Ver-
bindungsmittels und danach mindestens eine Mikro-
struktur bestehend aus Nanopartikeln mit molekil-

spezifischen Erkennungssequenzen aufgetragen wird.
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Erfindungsgemil ist vorgesehen, dass die Oberflache
eines Funktionselementes vor dem Auftragen der Ver-
bindungsmittel-Schicht vorstrukturiert wird. Nach
der Vorstrukturierung der Tr&geroberfldche kann
dann eine Schicht einer Verbindung auf der vor-
strukturierten Trigeroberfl&dche ausgebracht werden,
die eine unspezifische Anlagerung von biologischen
Molekiilen an der Trageroberfldche verhindert. Vor-
zugsweise handelt es sich dabei um eine Ethylen-
oxid-Schicht.

In bevorzugter Ausfithrungsform der Erfindung ist
vorgesehen, dass die Oberfléche des Trédgers des er-
findungsgemafen Funktionselementes nach der Vor-
strukturierung und vor dem Ausbringen der Verbin-
dungsmittel-Schicht aktiviert wird. Erfindungsgemé&b
kann die Aktivierung auch eine Reinigung umfassen.
Die Aktivierung der Oberflache des Tré&dgers. des
Funktionselementes kann erfindungsgemdl unter Ver-
wendung eines chemischen Verfahrens, insbesondere
unter Verwendung von Primern oder Sauren bezie-
hungsweise Basen, erfolgen. Erfindungsgemdfh besteht
aber auch die M&glichkeit, die Oberflache des Tra-
gers unter Verwendung eines Plasmas zu aktivieren.
Die Aktivierung kann auch das Aufbringen eines

Self-Assembled-Monolayers umfassen.

zur erfindungsgemdfen Erzeugung der Mikrostrukturen
auf der Tridgeroberfldche des Funktionselementes
lassen sich prinzipiell die folgenden zwei Ausfih-

rungsformen einsetzen.

In der ersten Ausfiihrungsform des erfindungsgemaben

Verfahrens zur Herstellung eines erfindungsgemaben
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Funktionselementes ist vorgesehen, zundchst das
Verbindungsmittel strukturiert auf die Oberfldche
des Tragers aufzutragen. ,Strukturiert™ bedeutet im
Kontext der Erfindung, dass eine beziiglich Form und
Fliache definierte Verbindungsmittel-Schicht auf die
Triageroberfliche aufgetragen wird, wobei die so
aufgetragene Verbindungsmittel-Schicht den spater
von der Mikrostruktur abzudeckenden Flachenab-
schnitt der Trageroberfliche definiert. Die Mikro-
struktur wird dann durch Eintauchen des Funktions-
element~Tridgers in eine Nanopartikel-Suspension
aufgetragen, wobei die Nanopartikel nur an der
strukturiert aufgebrachten Verbindungsmittel-
Schicht haften bleiben, nicht jedoch an den Fla-
chenabschnitten der Trigeroberflache, die keine
Verbindungsmittel-Schicht aufweisen. Auf diese Wei-
se wird eine beziiglich Form und Flache definierte

Mikrostruktur erzeugt.

. _ErfindungsgemidB ist vorgesehen, dass die struktu-

rierte Verbindungsmittel-Schicht beispielsweise
mittels eines Nadel-Ring-Printers, eines Tinten-
strahlverfahrens, beispielsweise eines Piezo- oder
Thermo-Verfahrens, oder eines Mikrokontaktdruckver-
fahrens aufgetragen wird. Bei Verwendung eines li-
thografischen Verfahrens, insbesondere des Photoli-
thographie- oder des Mikropen-Lithographie-
Verfahrens wird die Tr&dgeroberflache mit dem Ver-
bindungsmittel bedeckt und dann wird die so erzeug-
te Verbindungsmittel-Schicht mittels des lithogra-
phischen Verfahrens strukturiert. Durch eine geeig-
nete Wahl des Verbindungsmittels kann die aufzutra-
gende Mikrostruktur so gestaltet werden, dass sich

die Mikrostruktur oder Teile davon von aulen
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schaltbar, beispielsweise mittels Anderung des pH-
Wertes, der Ionenkonzentration oder der Temperatur,
Zu einem spateren Zeitpunkt wieder lésen
lasst/lassen (debond on command). Damit l&sst sich
beispielsweise eine Mikrostruktur von einem Funkti-

onselement auf ein anderes ibertragen.

Stabile Nanopartikel-Suspensionen lassen sich durch
Suspendieren der Nanopartikel in Flissigkeiten,
insbesondere widssrigen Medien, gegebenenfalls unter
Verwendung zusdtzlicher Bestandteile, beispielswei-
se pH-Mittel, Suspendierhilfen etc., einfach her-
stellen.

In der zweiten Ausfihrungsform des erfindungsgemd-
Ben Verfahrens zur Herstellung eines Funktionsele-
mentes ist vorgesehen, zundchst den Trager mit ei-
ner die gesamte Trageroberfldche abdeckenden Ver-—
pbindungsmittel-Schicht zu versehen. Dies kann bei-
spielsweise durch Eintauchen des Tragers in eine
Suspension oder Losung des Verbindungsmittels er-—
folgen. Anschliefend wird die Mikrostruktur dadurch
erzeugt, dass eine Nanopartikelsuspension Dbei-
spielsweise unter Verwendung eines Nadel-Ring-
Printers, eines Tintenstrahlverfahrens, zum Bei-
spiel eines Piezo- oder Thermo-Verfahrens, oder ei-
nes Mikrokontaktdruckverfahrens strukturiert aufge-
tragen und somit eine beziglich Form und Fl&che de-
finierte Mikrostruktur erzeugt wird. Beil Verwendung
eines lithografischen Verfahrens, insbesondere des
Photolithographie- oder des Mikropen-Lithographie-
Verfahrens, wird die Trdgeroberflédche mit der Nano-

partikelsuspension bedeckt und dann wird die so er-—
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zeugte Nanopartikelschicht mittels des lithographi-

schen Verfahrens strukturiert.

Bei den zur Erzeugung von Mikrostrukturen auf der
Trageroberfliache eines erfindungsgemdfen Funktions-
5 elementes aufgetragenen Nanopartikeln kann es sich
um biofunktionalisierbare Nanopartikel handeln, al-
so Nanopartikel, die lediglich molekilspezifische
Erkennungsstellen aufweisen, an die Jjedoch noch
keine biologischen Molekiile gebunden sind. Erfin-
10 dungsgemdB ist es aber auch méglich, zur Struktu-
rierung der Trageroberfldche biofunktionalisierte
Nanopartikel zu verwenden, das heiRt Nanopartikel,
an deren molekiilspezifische Erkennungsstellen be-
reits biologische Molekiile unter Erhalt ihrer bio-
15 logischen Aktivitdt immobilisiert wurden. Erfin-—
dungsgemdB ist vorgesehen, dass das immobilisierte
biologische Molekiil insbesondere ein Protein, ein

PNA-Molekiil oder eine Nucleins&dure ist.

In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform der
20 Erfindung ist vorgesehen, das gleiche Verbindungs-
mittel und/oder die gleichen Nanopartikeln mehrmals
aufzutragen, um mehrlagige fest haftende Mikro-
strukturen zu erzeugen. ErfindungsgemdB ist es mog-
lich, eines der vorstehend beschriebenen Verfahren
25 Dbis zu zehnmal zu wiederholen. Die vorstehend be-
schriebenen Verfahren konnen aber auch unter Ver-
wendung unterschiedlicher Verbindungsmittel
und/oder unterschiedlicher Nanopartikel wiederholt
werden, um Funktionselemente mit unterschiedlichen
30 Mikrostrukturen, die wunterschiedliche Funktionen

aufweisen, herzustellen.
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In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform der
Erfindung ist vorgesehen, superparamagnetische oder
ferromagnetische Eisenoxid-Nanopartikel unter Ver-
wendung eines Magnetfeldes auf einer Trédgeroberfld-
che strukturiert anzuordnen und auf diese Weise di-
rekt Mikrostrukturen, insbesondere nanoskopische

Leiterbahnen aufzubauen.

Nach dem Aufbringen der Nanopartikel auf die Tra-
geroberflidche des Funktionselementes besteht erfin-
dungsgem&B die Moglichkeit, die Partikel anschlie-
Rend weiter umzusetzen. Enthalten die Partikel bei-
spielsweise Reaktivester, so konnen diese zur di-
rekten Bindung von Proteinen verwendet werden. Die
Nanopartikel k&nnen aber auch umgesetzt werden, um
sie mit zusdtzlichen Funktionen zu versehen. Erfin-
dungsgemdB besteht auch die Moglichkeit, die aus
Nanopartikeln bestehenden Mikrostrukturen =zusatz-
lich zu fixieren, indem die Partikel beispielsweise
untereinander und/oder mit dem Verbindungsmittel

kovalent quervernetzt werden.

Die vorliegende Erfindung betrifft auch die Verwen-
dung des erfindungsgem&Ben Funktionselementes zur
Untersuchung eines Analyten in einer Probe und/oder
zu dessen Isolierung und/oder Aufreinigung daraus,
wobei das erfindungsgemdfe Funktionselement bei-
spielsweise als Gen-Array oder Gen-Chip oder als
Protein-Array ausgefiihrt ist. Im Zusammenhang mit
der vorliegenden Erfindung wird unter einem ,Analy-
ten“ eine Substanz verstanden, bei der Art und Men-
ge ihrer Einzelbestandteile bestimmt und/oder die
aus Gemischen abgetrennt werden soll. Insbesondere

handelt es sich bei dem Analyten um Proteine, Nuc-
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leinsiure, Kohlenhydrate und &hnliche. In bevorzug-
ter Ausfihrungsform der Erfindung ist der Analyt
ein Protein, Peptid, Wirkstoff, Schadstoff, Toxin,
Pestizid, Antigen oder eine Nucleins&ure. Unter ei-
ner ,Probe“ wird eine wissrige oder organische L&-
sung, Emulsion, Dispersion oder Suspension verstan-
den, die einen vorstehend definierten Analyten in
isolierter und aufgereinigter Form oder als Be-
standteil eines komplexen Gemisches unterschiedli-
cher Substanzen enthdlt. Bel einer Probe kann es
sich beispielsweise um eine biologische Flissig-
keit, wie Blut, Lymphe, Gewebefliissigkeit etc.,
handeln, also eine Fliissigkeit, die einem lebenden
oder toten Organismus, Organ oder Gewebe entnommen
wurde. Eine Probe kann jedoch auch ein Kulturmedi-
um, beispielsweise ein Fermentationsmedium, sein,
in dem Organismen, beispielsweise Mikroorganismen,
oder menschliche, tierische oder pflanzliche Zellen
kultiviert wurden. Bei einer Probe im Sinne der Er-
findung kann es sich jedoch auch um eine wéassrige
Lésung, Emulsion, Dispersion oder Suspension eines
isolierten und aufgereinigten Analyten handeln. Ei-
ne Probe kann bereits Aufreinigungsschritten unter-
worfen worden sein, kann aber auch ungereinigt vor-

liegen.

Die vorliegende Erfindung betrifft daher auch die
Verwendung des erfindungsgem&fen Funktionselementes
zur Durchfiihrung von Analyse- und/oder Detektions-
verfahren, wobei es sich bei diesen Verfahren um
MALDI-Massenspektroskopie, Fluoreszenz- oder UV-
VIS-Spektroskopie, Fluoreszenz- oder Lichtmikrosko-
pie, Wellenleiterspektroskopie oder ein elektri-
sches Verfahren wie Impedanzspektroskopie handelt.
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Die vorliegende Erfindung betrifft auch die Verwen-
dung eines erfindungsgemédfen Funktionselementes zur
Steuerung der Zelladh&dsion oder des Zellwachstums.

Die vorliegende Erfindung betrifft ebenfalls die
5 Verwendung eines erfindungsgeméBen Funktionselemen-
tes zum Nachweis und/oder Isolierung biologischer
Molekiile. Beispielsweise kann ein erfindungsgemdBes
Funktionselement, an dessen Mikrostrukturen eine,
vorzugsweise einzelstrdngige Nucleinsdure immobili-
10 siert ist, zum Nachweis einer komplementdren Nuc-
leinsdure in einer Probe und/oder zur Isolierung
dieser komplementidren Nucleins&ure eingesetzt wer-
den. Ein erfindungsgemdbes Funktionselement, an .
dessen Mikrostrukturen ein Protein immobilisiert
15 ist, kann beispielsweise zum Nachweis und/oder zur
Isolierung eines mit dem immobilisierten Protein in
Wechselwirkung tretenden Proteins aus einer Probe

eingesetzt werden.

Die vorliegéndeuErfindung betrifft auch die Verwen-
20 dung eines erfindungsgemdfen Funktionselementes zur
Entwicklung von pharmazeutischen Préparaten. Die
Erfindung betrifft ebenfalls die Verwendung der er-
findungsgemdfen Funktionselemente zur Untersuchung
der Wirkungen und/oder Nebenwirkungen von pharma-
25 zeutischen Prédparaten. Die erfindungsgemdfen Funk-
tionselemente lassen sich ebenfalls zur Diagnose
von Krankheiten, beispielsweise zur Identifizierung
von Krankheitserregern und zur Identifizierung von
mutierten Genen, die zur Entstehung von Krankheiten
30 fiihren, verwenden. Eine weitere Verwendungsm&glich-
keit der erfindungsgemidfen Funktionselemente Dbe-

steht bei der Untersuchung von mikrobiologischen
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Kontaminationen von Oberflidchengewdssern, Grundwas-
ser und Bdden. Ebenso lassen sich die erfindungsge-
miBen Funktionselemente zur Untersuchung der mikro-
biologischen Kontamination von Nahrungsmitteln be-

ziehungsweise Tierfutter einsetzen.

Eine weitere bevorzugte Verwendung der erfindungs-
gemaBen Funktionselemente besteht im Einsatz des
erfindungsgemiafen Funktionselementes als Elektro-
nikbaustein, beispielsweise als molekularer Schalt-
kreis etc., in der Medizintechnik oder in einem
Biocomputer. Besonders bevorzugt ist die Verwendung
des erfindungsgemdBen Funktionselementes als opti-
scher Speicher in der optischen Informationsverar-—
beitung, wobei das erfindungsgemdhe Funktionsele-
ment insbesondere an Mikrostrukturen immobilisierte
Photorezeptor-Proteine umfasst, die Licht direkt in

ein Signal umwandeln kodnnen.

~Weitere vorteilhafte Ausgestaltungen der Erfindung

ergeben sich aus den Unteranspriichen.

Die Erfindung wird anhand der folgenden Figuren und

Beispiele ndher erléautert.

Figur 1 zeigt eine lichtmikroskopische Aufnahme von
mikrostrukturierten Mikrospots mit einem Durchmes-
ser von 150 pm bis 155 um aus Nanopartikeln auf ei-

nem Siliciumtradger.

Figur 2 zeigt eine rasterkraftmikroskopische 3-D-
Aufnahme des Randes eines Mikrospots einer 10-fach

aufgetragener Nanopartikelsuspension.
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Figur 3 zeigt eine lichtmikroskopische Aufnahme von
mikrostrukturierten Mikrospots mit einem Durchmes-
ser von 140 pm bis 145 pm aus Nanopartikeln auf ei-

nem Glastriger.

Figur 4 zeigt eine lichtmikroskopische Aufnahme von
mikrostrukturierten Mikrospots mit einem Durchmes-
ser von 160 pm bis 166 pm aus Nanopartikeln auf ei-

nem Glastréager.

Figur 5 zeigt in einem Graphen (Wellenleiterspekt-
roskop) die erhalten gebliebene Funktion von immo-
bilisierten Nanopartikeln. Die Basislinie ist Jje-
weils 0,1 M Phosphatpuffer. A) Zugabe von 0,02 M
PDADMAC in 0,1 M NaCl. B) ZzZugabe von 0,01 M SPS in
0,1 M NaCl. C) Zugabe von 0,5 pM (1) und 1 pM (2)
Streptavidin als Kontrollversuch. Dabei ist keine
unspezifische Bindung zu erkennen. D) Zugabe von

0,5 % (w/v) der Nanopartikel. E) Bindung von Strep-

tavidin 0,5 - 3 uM. F) Differenz in arcsec. Dies

ist die Mehge, die spezifisch an die Partikel ge-

bunden wurde.

Figur 6 zeigt eine lichtmikroskopische Differentia-
le-Interferenz-Kontrast-Aufnahme von Mikrostruktu-
ren. Auf den dunklen Bereichen (Stege) sind die Na-
nopartikel lokalisiert. Die Stegweite liegt zwi-

schen 10 pm und 13 pm.

Figur 7 zeigt eine rasterkraftmikroskopische Auf-

nahme (5 x 5 um?) von Mikrostrukturen.

Figur 8 =zeigt die Ergebnisse einer MALDI-TOF-
Massenspektroskopie-Analyse unter Verwendung eines

Probentréagers, der Monolagen von Protein-
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beschichteten Nanopartikeln (SPS—-PDADMAC-
Streptavidin-modifizierte Partikel) aufwies.

Figur 9 zeigt in (A) die Hybridisierung verschiede-
ner Oligonucleotide nach Bindung an einen handels-
tiblichen Chip mit jeweils einer komplementdren flu-
oreszenzmarkierten DNA und in (B) die Hybridisie-
rung der gleichen Oligonucleotide nach Bindung an
eine erfindungsgeméilbe nanopartikuléare Chip-
Oberfliache mit jeweils einer komplementdren fluo-
reszenzmarkierten DNA. Der Vergleich beider Chip-
Oberflichen zeigt, dass die erfindungsgemdBe Modi-
fikation der Oberfliche mit Nanopartikeln zu einer

deutlichen Steigerung der Signalintensitat fuhrt.
Beispiel 1
Synthese von Silica-Partikeln

ZZu 200 ml Ethanol werden 12 mMol Tetraethoxysilan

“dnd 90 mMol NHs gegeben. Dann wird 24 h bei Raum-

temperatur geriihrt. AnschlieBend werden die Parti-

kel durch mehrfache Zentrifugation gereinigt.

Es resultieren 650 mg Silica-Partikel mit einer

mittleren Partikelgrofe von 125 nm.
Beispiel 2
Synthese magnetischer Eisenoxid-Partikel

20 ml einer 1 M FeCls-Ldsung und 5 ml einer 2 M Fe-
SO,-Lésung in 2 M HCl werden unter krdftigem Rihren
zu 250 ml einer 0,7 M NHz;-Ldsung gegeben. Dann wird

30 min nachgeriihrt und der schwarze Feststoff mit
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200 ml Wasser gewaschen. AnschlieBend wird der Nie-
derschlag 30 min mit 100 ml 2 M HNO3 gerthrt und 3-
mal mit 100 ml Wasser gewaschen. Die superparamag-
netischen Eisenoxid-Nanopartikel werden in 50 ml
einer 0,1 M Tetramethylammoniumhydroxid-L&sung re-

suspendiert.

Es resultieren 2 g Eisenoxid-Partikel mit einer

mittleren PartikelgrofRe von 10 nm.
Beispiel 3
Synthese magnetischer Komposit-Partikel

50 mg der vorstehend erhaltenen magnetischen Eisen-
oxid-Nanopartikel werden zweimal mit 5 ml Ethanol
gewaschen und dann in 200 ml Ethanol aufgenommen.
Dann werden 12 mMol Tetraethoxysilan und 90 mMol
NH; zugegeben. Nach 24-stiindigem Rihren bei Raum-

temperatur werden die die Partikel durch mehrfache

" Zentrifugation gereinigt.

Es resultieren 600 mg magnetische Komposit-Partikel

mit einer mittleren PartikelgroBe von 150 nm.
Beispiel 4
Synthese fluoreszierender Partikel

190 pMol Fluoresceinamin und 170 upMol Isocyana-
topropyltriethoxysilan in 50 ml Ethanol werden 3 h
unter Riickfluss gekocht. Zu 50 ml Ethanol werden 3
mMol Tetraethoxysilan und 880 pl der Silan-
Farbstoff-L&sung gegeben. Nach Zugabe von 22.5 mMol
NH3 wird 24 h bei Raumtemperatur gertihrt. Anschlie-
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Rend werden die Partikel durch mehrfache Zentrifu-

gation gereinigt.

Es resultieren 160 mg Silica-Partikel mit einer

mittleren Partikelgrofe von 110 nm.
Beispiel 5
Synthese organischer Polymer-Nanopartikel

50 mg des Emulgators p-(ll-Acrylamido)-undecenoyl-
oxyphenyl-dimethylsulfonium-methylsulfat werden in
30 mL Wasser unter Rihren geldst. Durch diese LO-
sung wird eine Stunde lang Argon geleitet. Darauf-
hin erfolgt unter Rihren die Zugabe von 1,8 mL Me-
thylmethacrylat. Die entstandene Emulsion wird auf
60°C erwarmt. Durch Zugabe von 10mg 2,2‘-Azobis (2-
Amidinopropan) dihydrochlorid wird die Polymerisa-
tion gestartet. Nach 5 h wird die Partikelsuspensi-
on abgekiihlt und die Partikel durch Zentrifugation

gereinigt.

Man erh&lt 1,6 g Partikel mit einer mittleren Par-
tikelgrdBe von 145 nm. Die Partikel tragen kovalent
verkniipfte Sulfonium-Gruppen auf ihrer Oberfl&che
(Zetapotential im Phosphat-Puffer pH 7,0: + 22 mV)
und sind zur Anbindung von Nukleophilen bef&higt.

Beispiel 6

Oberfldchenmodifizierung von  Partikeln (amino-

funktionalisierte Oberfliche)

Q.

Eine 1 Gew.-% wiBrige Suspension der in einem der

Beispiele 1 bis 4 erhaltenen Partikel wird mit 10
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Vol.-% 25 % Ammoniak versetzt. Dann werden 20 Gew.%
Aminpropyltriethoxysilan, bezogen auf die Partikel,
zugegeben und es wird 1 h bei Raumtemperatur ge-
rithrt. Die Partikel werden durch mehrfache Zentri-
fugation gereinigt und tragen funktionelle Ami-
nogruppen auf ihrer Oberflédche (Zetapotential im
0,1 M Acetat-Puffer: + 35 mV).

Beispiel 7

Oberflichenmodifizierung von Partikeln (amino-

funktionalisierte organische Polymerpartikel)

10 mg der in Beispiel 5 erhaltenen Partikel werden
in 50 pul eines 10 mMol Phosphatpuffers (pH 7,8)
aufgenommen und mit 950 pl einer 1 M Ethylendiamin-
Lésung in 10 mMol Phosphatpuffers (pH 7,8) ver-
setzt. Dann wird 2 h bei RT geschiittelt. Danach er-
folgt eine Reinigung mittels Zentrifugation. Die
Partikel tragen kovalent gebundene Amino-Gruppen
auf ihrer Oberfliche.

Beispiel 8

Oberfl&achenmodifizierung wvon Partikeln (carboxy-

funktionalisierte Oberfléache)

10 ml einer 2 Gew.-% Suspension aminofunktionali-
sierter Nanopartikel werden in Tetrahydrofuran auf-
genommen. Dazu werden 260 mg Bernsteins&dureanhydrid
gegeben. Nach einer 5-miniitigen Behandlung mit Ult-
raschall wird 1 h bei RT gerthrt. Dann werden die
Partikel durch mehrfache Zentrifugation gereinigt.
Die resultierenden Silica-Partikel tragen funktio-
nelle Carboxygruppen (Zetapotential im 0,1 M Ace-
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tat-Puffer von - 35 mV) auf ihrer Oberfldche und
besitzen eine mittlere PartikelgroBe von 170 nm.

Beispiel 9

Oberflichenmodifizierung von Partikeln (Carboxy-

dextran-modifizierte Partikel)

10 mg aminofunktionalisierte Nanopartikel und 1 mg
Carboxydextran (Sigma, > 55 cps) werden in 1 ml 0,1
M Morpholinoethansulfonsdure-Puffer (MES, pH: 5,0)
vorgelegt. Dazu werden 30 pl einer N-Ethyl-N"-(3-
dimethylaminopropyl)-carbodiimid (EDC)-Lésung mit
einer Konzentration von 500 pMol/ml zugegeben. Dann
wird 30 min bei Raumtemperatur geschittelt. Dieie
Partikel werden abwechselnd mit MES- und TBE-Puffer
(89 mM Tris- (hydroxymethyl)aminomethane, 89 mM Bor-
siure, 2 mM Ethylendiamintetraessigs&ure, pH: 8,3)
gewaschen und in 1 ml MES-Puffer aufgenommen. Die
resultierenden Silica-Partikel tragen funktionelle
Céiboxygruppen (Zetapotential im 0,1 M Acetat-
Puffer von - 25 mV) auf ihrer Oberflédche und besit-

zen eine mittlere Partikelgrofe von 160 nm.

Diese Dextran-Oberfldche ist insbesondere fir die
Immobilisierung von Proteinen geeignet, deren Ter-
tidr-Struktur durch Adsorptionsprozesse auf der

Partikeloberfldche gestdrt wird.
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Beispiel 10

Oberflichenmodifizierung von Partikeln (Aminofunk-

tionalisierung der Carboxy-(Dextran)-Partikel)

Man stellt eine 1 M Ethylendiamin-Ldésung in 0,1 M

5 MES-Puffer (pH 5,0) her. Dazu werden 500 npg der
Carboxy- (Dextran)-modifizierten Partikel und 30 pl
einer 500 pMol/ml EDC-Ldsung in MES-Puffer gegeben.
Dann wird 3 h bei Raumtemperatur (RT) geschiittelt.
AnschlieBend wird mehrmals mit MES-Puffer gewa-

10 schen. Es resultieren Partikel mit einer mittleren
PartikelgrdBe von 160 nm und einem Zetapotential
von + 25 mV im 0,1 M Acetat-Puffer.

Zur Variation der Spacerldnge bzw. der Dichte der
funktionellen Gruppen koénnen auch andere Amine ana-
15 log eingesetzt werden, beispielsweise 4,7,10-
Trioxa-1,13-tridecandiamin (oder hohere Homologe)

oder Tris-(2-aminoethyl)-amin.
Beispiel 11

Oberfliachenmodifizierung von Partikeln (Nitri-
20 lotriessigsaure (NTA)-Oberfléche)

10 mg Carboxy-modifizierte Partikel werden 2 mal
mit 1 ml Acetonitril (MeCN) gewaschen und in 1 ml
MeCN aufgenommen. Dazu werden 10 uMol Dicyclohexyl-
carbodiimid und 10 pMol N-Hydroxysuccinimid gege-
25 ben. Dann wird 2 h bei RT geschiittelt. Danach wird
einmal mit 1 ml Cyclohexan und einmal mit 1 ml MeCN
gewaschen. Das Reaktionsgemisch wird in 1 ml MeCN
aufgenommen. Hierzu werden 4 pMol  N,N-Bis-

Carboxymethyl-L-Lysin gegeben. Nach 3-stindigem
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Schiitteln bei RT wird einmal mit 1 ml Acetonitril
und zweimal mit 1 ml 10 mM Phosphatpuffer (pH 7,0)

gewaschen.

Durch diese Umsetzung wird einerseits die Dichte
der funktionellen Carboxy-Gruppen erhdht, anderer-
seits kénnen mit dieser Oberfliache Ni**-Ionen durch
Komplexierung gebunden werden. Die Oberflédche ist
dann zur Bindung His-Tag-modifizierter Proteine be-
fahigt.

Beispiel 12

Oberfldchenmodifizierung von  Partikeln (Thiol-
Oberfléache)

10 mg Carboxy-modifizierte Partikel werden 2 mal
mit 1 ml Acetonitril (MeCN) gewaschen und in 1 ml
MeCN aufgenommen. Hierzu gibt man 10 pMol Dicyclo-

hexylcarbodiimid und 10 pMol N-Hydroxysuccinimid

" uUnd “schiittelt 2 h bei RT. Man wischt einmal mit 1

ml Cyclohexan und einmal mit 1 ml MeCN und nimmt in
1 ml MeCN auf. Hierzu gibt man 500 pg Cystein und
schiittelt 3 h bei RT. Man wé&scht einmal mit 1 ml
Acetonitril und zweimal mit 1 ml 10 mM Phosphatpuf-
fer (pH 7,0).

Diese Oberfldche ist zur Immobilisierung von Prote-

inen Uber Disulfid-Briicken geeignet.
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Beispiel 13

Funktionalisierung zur Proteinimmobilisierung (Ma-

leimido-aktivierte Oberflédche)

500 pg aminofunktionalisierter Partikel werden in 1
ml 10 mM Phosphatpuffer (pH 7,0) resuspendiert. Da-
zu werden 1,25 Mol Sulfo-Succinimidyl-4- (N-
maleimidomethyl) cyclohexane-l-carboxylat gegeben.
Nach 1l-stitindigem Schiitteln bei RT wird einmal mit
kaltem 10 mM Phosphatpuffer (pH 7,0) gewaschen und
das Gemisch wird in 1 ml 0,1 M Phosphatpuffer (pH

7,0) aufgenommen.
Beispiel 14

Funktionalisierung zur Proteinimmobilisierung (Io-
dacetyl-aktivierte Oberfléche)

500 pug aminofunktionalisierter Partikel werden in 1

~ml 10 mM Phosphatpuffer (pH 7,0) resuspendiert.

Hierzu gibt man 1,25 upMol  Succinimidyl-(4-
Iodoacetyl) Aminobenzoate, schiittelt 1 h bei RT,
wiascht einmal mit kalter 0,1 M Phosphatpuffer (pH
7,0) und nimmt in 1 ml 10 mM Phosphatpuffer (pH
7,0) autf.

Diese Oberflichen sind zur Ankopplung von Proteinen

geeignet, die freie Thiol-Gruppen tragen.
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Beispiel 15

Funktionalisierung zur Proteinimmobilisierung (bio-

tinylierte Oberfléche)

500 pg aminofunktionalisierter Partikel werden in 1
ml 10 mM Phosphatpuffer (pH 7.0) resuspendiert.
Hierzu gibt man 1,25 pMol Succinimidobiotin, schut-
telt 1 h bei RT, widscht einmal mit 0,1 M Phosphat-
puffer (pH 7,0) und nimmt in 1 ml 10 mM Phosphat-
puffer (pH 7,0) auf.

Die Belegung mit funktionellen Gruppen ist in den
Beispielen 13 bis 15 so beschrieben, dass sie quan-
titativ verlauft. Diese Belegungen lassen sich ub-
licherweise aber auch durch die Wahl der Reaktions-
bedingungen (meist lber die Konzentration des Modi-
fikators) so steuern, dass sie nur teilweise erfol-
gen. Durch eine geeignete Wahl der Modifikatoren
kdnnen auch verschiedene funktionelle Gruppen ne-
beneinander auf der Partikeloberfldche vorliegen.

Beispiele daflir sind:
e —NH; neben —COOH:

In Beispiel 8 wird die Konzentration an Bernstein-
sidureanhydrid verringert. Durch geeignete Wahl des
Verhdltnisses NH,/COOH 1l&sst sich der isoelektri-
sche Punkt des Partikelsystems in einem weiten Be-
reich variieren (zwischen 8 und 3). Dies kann bei
der Umsetzung mit Proteinen ein entscheidender Pa-
rameter zur Steuerung der Reaktivitat sein (gleich-

geladene Systeme stoflen sich ab).

e —-SH neben NTA:

PCT/EP02/14769
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Die Reaktion wird, wie in den Beispielen 11 oder 12
beschrieben, durchgefiihrt, wobei allerdings ein Ge-
misch der beiden Modifikatoren eingesetzt wird. Da-
durch k&énnen His-Tag tragende Proteine in einem
ersten Schritt nicht-kovalent ausgerichtet und an-
schlieBend kann dieser Zustand durch Ausbildung ei-
ner kovalenten Disulfid-Briicke dauerhaft fixiert

werden.
Beispiel 16

Immobilisierung von Proteinen (Streptavidin-

modifizierte Partikel)

Man legt 2,68 nMol Streptavidin in 10 ml 0,1 m MES-
pPuffer (pH 5,0) vor. Dazu gibt man 5 mg der in Bei-
spiel 8 gewonnenen Partikel. Dazu werden 2 pMol EDC
gegeben. Nach 3-stiindigem Schiitteln bei. RT werden
die Partikel einmal mit 10 ml MES-Puffer und einmal
mit 10 ml Phosphat-Puffer (pH 7,0) gewaschen. Dann

' werden die Partikel in 10 ml Phosphat-Puffer (pH

7,0) aufgenommen.

Beispiel 17

Immobilisierung von Proteinen (Protein G-

modifizierte Partikel)

Man legt 300 pg Protein G in 10 ml 0,1 m Phosphat-
puffer (pH 7,5) vor. Dazu gibt man 5 mg der Parti-
kel aus Beispiel 5 und schiittelt 3 h bei RT. Man
wascht die Partikel anschlieBend zweimal mit 10 ml
pPhosphat-Puffer (pH 7,0) und nimmt in 10 ml Phos-
phat-Puffer (pH 7,0) auf.
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Die Beispiele 16 und 17 zeigen examplarisch die Im-
mobilisierung von =zwei Proteinen auf zwei unter-
schiedlichen Wegen. Auf diesen beiden Wegen lassen
sich viele unterschiedliche Proteine immobilisie-
ren. Mit den oben beschriebenen Partikeln sind vie-
le weitere Strategien denkbar, beispielsweise die
Aktivierung von Carboxy-modifizierten Partikeln mit
Succinimiden, die Kopplung von freien Cysteinen an
Thiol-/Maleinimid-Oberfléchen. An multifunktionelle
Partikel lassen sich auch unterschiedliche Proteine

parallel koppeln.

Alle in den Beispielen 1-17 beschriebenen Partikel
kénnen direkt filir eine Mikrostrukturierung einge-

setzt werden.
Beispiel 18

Herstellung eines Gen- bzw. Protein-Arrays unter

Verwendung eines Ring/Pin-Plotters auf einer prdpa-

‘rierten Siliciumoberfliche mit Hilfe von Nanoparti-

keln mit Silica-Kern

Unter Verwendung eines Ring/Pin-Mikro-Arrayers wur-
de die Nanopartikelsuspension aus Beispiel 1 auf
einem Siliciumtrdger aufgetragen. Die zugeschnitte-
nen Siliciumtridger werden fur 90 min in einer 2
Vol.-% wassrigen HELLMANEX® Lésung bei 40°C gela-
gert. Es folgt eine Ultraschallbadbehandlung fir 5
min bei RT und ein Abspiilen mit entionisiertem Was-
ser. Nach Trocknung mit Stickstoff wird die
Schichtdicke mittels Nullellipsometer bestimmt.

Die Proben werden anschlieBend in einer 3:1 (v/v)
NH3/H,0, Losung bei 70°C fir 30 min hydroxyliert
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o

(NH3: puriss. p. a., ~ 25 % in Wasser; H20,: zur A-
nalyse, ISO Reag., stabilisiert, entionisiertes
Wasser 18 MQ). Vor der Lagerung in Wasser (maximal
3h) werden die Proben grindlich mit entionisiertem
Wasser gesptilt. Die Substrate werden bei RT in eine
Polyelektrolytldsung (0,02 M Polydiallyldimethylam-
moniumchlorid (PDADMAC), 0,1 M NaCl, MW = 100 - 200
kDa in entionisiertem Wasser) Uberfihrt. Nach 20
min erfolgt ein griindliches Spililen mit entionisier-
tem Wasser. Die Proben werden 5 min im Ultraschall-
bad bei RT behandelt, gespilt und mit Stickstoff
getrocknet. Die so prdparierten Siliciumtrédger wer-
den auf Glasobjekttridger (ca. 76 x 26 mm) aufge-
klebt. 1 ml der 1 Gew.-% widssrigen Nanopartikel-
suspensionen werden jeweils 15 s geschiittelt und im
Ultraschallbad bel RT dispergiert.

Die Lécher der Wellplates (96 Locher & 300 pl, U-
Form) werden mit 100 pl Dispersion befiillt. Die L&-
sungen in den Plates werden abgeklebt und nach 15
min mit dem Ring/Pin-Mikro-Arrayer (GMS 417, Affy-
metrix, USA) auf die Siliciumtr&dger bei Laborbedin-
gungen {ibertragen. Durch eine geschickte Program-
mierung des Ring/Pin-Mikro-Arrayers erhalt man re-
gelmdRig angeordnete, scharf voneinander getrennte
Mikrospots mit einem Durchmesser von etwa 150 pm
bis 200 pm, wobei der Abstand der individuellen
Mikrostrukturen wenige Mikrometer betrédgt. Eine A-
nalyse der Mikrospots im Lichtmikroskop beziehungs-
weise und dem Rasterkraftmikroskop ergab tUberra-
schenderweise, dass die Nanopartikel bei 10-fach
aufgetragener Nanopartikelsuspension auf ein und
dieselbe Position (10 Hits per Dot) am Rand der
Mikrospots besonders gehiuft vorkamen. Eine gleich-
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miBige Verteilung der Nanopartikel innerhalb eines
Mikrospots erhdlt man bei einer Auftragung mit 1-2

Hits per Dot.

Figur 1 zeigt eine lichtmikroskopische Aufnahme von
mikrostrukturierten Mikrospots mit den vorstehend
beschriebenen Nanopartikeln mit einem Durchmesser
von 150 pm bis 155 pm und einem variablen Abstand
von 5 pm bis 20 um entlang der horizontalen Achse
und einem Abstand von 140 pm entlang der vertikalen

Achse auf einem Siliciumtré&ger.

Figur 2 zeigt eine rasterkraftmikroskopische 3-D-
Aufnahme des Randes eines Mikrospots einer 10-fach
aufgetragener Nanopartikelsuspension auf ein und
dieselbe Position, wobei deutlich zu erkennen ist,
dass die Nanopartikel im Randbereich des Mikrospots

angehauft vorliegen.

Beispiel 19

Herstellung eines Gen- bzw. Protein-Arrays unter
Verwendung eines Ring/Pin-Plotters auf einer préapa-
rierten Glasoberfliche mit Hilfe von Nanopartikeln

mit Silica-Kern

Unter Verwendung eines Ring/Pin-Mikro-Arrayers wur-
de die Nanopartikelsuspension aus Beispiel 1 auf
einen Glastrdger aufgetragen. Die Glastrdger werden
wie in Beispiel 18 vorbehandelt und die 1 Gew.-%
wdssrige Nanopartikelsuspension wird ebenfalls ana-

log Beispiel 18 auf die Glasoberfldche aufgebracht.

Figur 3 zeigt eine lichtmikroskopische Aufnahme von

mikrostrukturierten Mikrospots mit den vorstehend
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beschriebenen Nanopartikeln mit einem Durchmesser
von 140 pm bis 145 um und einem variablen Abstand
von 5 pm bis 20 pm entlang der horizontalen und ei-
nem Abstand von 140 pm entlang der vertikalen Achse

auf einem Glastrager.
Beispiel 20

Herstellung eines Gen- bzw. Protein-Arrays unter
Verwendung eines Nadel-Ring-Printers auf einer pra-
parierten Glasoberfldche mit Hilfe von Nanoparti-
keln mit einem PMMA-Kern

Unter Verwendung eines Ring/Pin-Mikro-Arrayers wur-
de die Nanopartikelsuspension aus Beispiel 5 auf
einem Glastridger aufgetragen. Die Glastr&dger werden
90 min in einer 2 Vol.-% wassrigen HELLMANEX® L&-
sung bei 40°C gelagert. Es folgt eine 5-miniitige
Ultraschallbadbehandlung bei RT und ein Abspilen

mit entionisiertem Wasser. Nach Trocknung mit

" gtickstoff wird die Schichtdicke mittels eines Nul-

lellipsometer bestimmt. Die Proben werden anschlie-
Bend in einer 3:1 (v/v) NH3/Hp0, Loésung bei 70°C 30
min hydroxyliert (NH;: puriss. p. a., ~ 25 % in
Wasser; H,O,: zur Analyse, ISO Reag., stabilisiert,
entionisiertem Wasser 18 MQ). Vor der Lagerung in
Wasser (maximal 3 h) werden die Proben grilindlich
mit entionisiertem Wasser gespililt. Die Substrate
werden bei RT in die Polyelektrolytloésung 1 (0,02 M
Polydiallyldimethylammoniumchlorid (PDADMAC), 0,1 M
NaCl, MW = 100 - 200 kDa in entionisiertem Wasser)
iiberfiihrt. Nach 20 min erfolgt ein griindliches Spl-
len mit entionisiertem Wasser. Die Glastrédger wer-

den dann in die Polyelektrolytlésung 2 (0,01 M Po-
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lystyrolsulfonsdure Natriumsalz (sps), 0,1 M NacCl,
MW = 70 kDa in entionisiertem Wasser) fur 20 min
bei RT tiiberfithrt. Nach der Lagerung in Polyelektro-
lytldésung 2 folgt eine 5-mintitige Ultraschallbe-
handlung in entionisiertem Wasser bei RT und die
Trocknung mit Stickstoff. Die 1 Gew.-% wdssrigen
Nanopartikelsuspensionen werden anschlieBend analog
Beispiel 1 und 2 auf die Glasoberflache aufge-
bracht.

Figur 4 zeigt eine lichtmikroskopische Aufnahme von
mikrostrukturierten Mikrospots mit den vorstehend
beschriebenen Nanopartikeln mit einem Durchmesser
von 160 pm bis 166 pm und einem variablen Abstand
von 5 pm bis 20 pm entlang der horizontalen und ei-

nem Abstand von 140 pm entlang der vertikalen Achse

auf einem Glastrdédger.

Figur 5 zeigt in einem Graphen (Wellenleiterspekt-

‘roskop) die erhalten gebliebene Funktion der in

Beispiel 5 erhaltenen, immobilisierten Nanoparti-
keln. Die Basislinie ist jeweils 0,1 M Phosphatpuf-
fer. A) Zugabe von 0,02 M PDADMAC in 0,1 M NaCl. B)
Zugabe von 0,01 M SPS in 0,1 M NaCl. C) Zugabe von
0,5 pM (1) und 1 pM (2) Streptavidin als Kontroll-
versuch. Dabei ist keine unspezifische Bindung zu
erkennen. D) Zugabe von 0,5 % (w/v) der Nanoparti-
kel. E) Bindung von Streptavidin 0,5 - 3 uM. F)
Differenz in arcsec. Dies ist Menge, die spezifisch

an die Partikel gebunden werden konnte.
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Beispiel 21

Herstellung eines Gen- bzw. Protein-Arrays unter

Verwendung eines lithographischen Verfahrens

Siliziumtrédger, die wie in Beispiel 18 beschrieben
beschichtet wurden, werden in einem Abstand von 2
cm unter eine Quecksilber-UV-Lampe (Pen-Ray, UVP,
USA) gelegt. Der Steg der Lampe ist um 45° gegen-
tiber der Senkrechten geneigt. Nach Auflegen der
Kupfer-Gitter (Plano, Deutschland, d= 3,05 mm) wer-—
den die mit PDADMAC beschichteten Tr&dger 45 min be-
strahlt. 1 ml der in Beispiel 6 erhaltenen 1 Gew.-%
wadssrigen Nanopartikelsuspension werden Jjeweils 15
s geschiittelt und im Ultraschallbad bei Raumtempe-
ratur (RT) dispergiert. Die Kupfergitter werden von
dem Trager abgeklopft und es werden jeweils 40 pl.
der Suspension auf die strukturierte Stelle aufge-
bracht. Nach 10 min bei Laborbedingungen werden die
Proben in entionisiertes Wasser Uberfihrt. Danach
erfolgt ein 1-mintitiges Trocknen mit einem Stick-
stoff-Strom.

Figur 6 zeigt eine lichtmikroskopische Differentia-
le-Interferenz-Kontrast-Aufnahme der so erhaltenen
Mikrostrukturen. Auf den dunklen Bereichen (Stege)
sind die Nanopartikel lokalisiert. Die Stegweite
liegt zwischen 10 pm und 13 pm.

Figur 7 zeigt eine rasterkraftmikroskopische Auf-
nahme (5 x 5 pm?) der erhaltenen Mikrostrukturen.
Die scharfe Abgrenzung zwischen Steg mit Nanoparti-
keln und unbeschichtetem Substrat ist deutlich zu

erkennen.
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Beispiel 22

MALDI-TOP-Massenspektroskopie-Analyse unter Verwen-
dung eines Probentrdgers mit Monolagen aus Protein-

beschichteten Nanopartikeln

Dieses Beispiel zeigt, dass Probentr&dger, die Mono-
lagen von Protein-beschichteten Nanopartikeln auf-
weisen, direkt in der MALDI-TOF-Massenspektroskopie
eingesetzt werden koénnen. Die Analyse wird weder
durch die Verbindungsschicht noch durch die Nano-

partikel gestort.
Probenvorbereitung

Die Goldoberfliche des MALDI-Probentrédgers wurde
zuerst in Aceton, dann in einem 1l:1-Gemisch aus
Isopropanol (HPLC Grade) und 0,02 N HCI1 und an-
schlieBend in Isopropanol (HPLC-Grade) vorbehandelt
(jeweils 10 min im Ultraschallbad). AnschlieBend

" erfolgt eine Trocknung mittels Druckluft. Der ge-

reinigte Probentrdger wurde dann 20 min in eine
SPS-Losung (0,01 M SPS, 0,1 M NaCl) getaucht, mit
entionisiertem Wasser gewaschen und getrocknet. Der
Probentriger wurde dann 40 min in eine Suspension
der in Beispiel 16 erhaltenen Streptavidin-
modifizierten Partikel (0,5 mg/ml) eingetaucht. Die
Ladung der Partikel betrdgt bei diesem pH-Wert -20
mV. Der Trdger wurde mit entionisiertem Wasser ge-
waschen und getrocknet. Darauf wurden 0,5 pl gesat-
tigter Matrix (3,5-Dimethoxy-4-hydroxy-zimtsdure,
gelést in einem 6:4 (v/v)-Gemisch aus 0,1% Tri-
fluoressigsidure (TFA, Fluka, p.A.) und Acetonitril
(Baker, HPLC Grade)) aufgegeben, Luft-getrocknet
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und danach in einem LD-TOF-MS (HP G 2025A LD-TOF
modifiziert mit einer time-lag-focusing (TLF)-
Einheit (Future, Fa. GSG); Datenakquise mit Le
Croy-500 MHz-Oszilloskop; externe Kalibrierung;

Fehler 0,1%) vermessen.
Ergebnisse

Die Ergebnisse der MALDI-TOF-MS-Analyse sind in Fi-
gur 8 gezeigt. Es sind zwei Peaks fir Streptavidin
zu sehen. Die Peaks bei 13070.5 Da und 6542 Da sind
auf das einfach und zweifach geladene Streptavidin-
Monomer zuriickzufithren. Somit ergibt sich ein Mole-
kulargewicht von 52280 Da fir das tetramere Strep-
tavidin. Die Polyelektrolyte PDADMAC und SPS stéren -
nicht die Detektion des Proteins.

Beispiel 23

Herstellung eines DNA-Chips fir Hybridisierungen

ind Festphasen-Enzymreaktionen zum Nachweis von

Punktmutationen und SNPs sowie filir Transkriptions-

Untersuchungen

Die in Beispiel 6 erhaltenen Partikel wurden, wie
in Beispiel 18 beschrieben, unter Verwendung des
Layer-by-Layer-Verfahrens auf eine planare Chip-
Oberfliache aufgebracht. Auf die so vorbereiteten
Nanopartikel-Trdger wurden dann unter Verwendung
eines Mikro-Arrayers, also einer Vorrichtung zur
Erzeugung von Mikro-Arrays (Pin-and-Ring bezie-
hungsweise Kapillar-Pins), DNA-Sonden aufgetragen.
Zum Auftragen wurden DNA-Losungen in 10 mM Tris/Cl,
pH 8,0, 40% DMSO (Vol./Vol.), die jeweils 50 pM DNA

enthielten, eingesetzt. Fixierung und Nachbehand-
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lung erfolgten, wie in Diehl, Grahlmann, Beier und
Hoheisel, Nucleic Acids Res., 29 (2001), 7, e38,
beschrieben. Die so hergestellten DNA-Chips wurden
anschlieBend fiir Hybridisierungen mit fluoreszenz-
markierten, revers—-komplementdren DNA-Fragmenten
und fir Enzym-Reaktionen auf dem Chip nach dem
APEX-Prinzip (arrayed primer extension; vgl. Pasti-
nen et al., Genome Res., 10 (2000), 1031-1042) ver-
wendet. Zur Kontrolle wurden die gleichen DNA-
Sonden entsprechend Standard-Protokollen auf Poly-
L-Lysin-beschichtete Glasobjekttrdger aufgebracht.
Die so hergestellten Kontroll-Chips wurden dann e-
benfalls fir Hybridisierungen mit fluoreszenzmar-
kierten, revers-komplementdren DNA-Fragmenten und

fiir Enzym-Reaktionen eingesetzt.

Figur 9 zeigt die Ergebnisse der Hybridisierung un-
ter Verwendung des‘Kontroll—DNA—Chips im Vergleich
zu dem anmeldungsgemdfen nanopartikuldren DNA-Chip.
Wie aus der Figur zu ersehen ist, wird durch die
erfindungsgemdBe partikuldre Oberfléche die Signal-
intensitdt bei der Hybridisierung signifikant er-
hoht.
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Anspriiche
1. Funktionselement, umfassend einen Tr&dger mit

einer Oberflache und mindestens eine auf der
Tridgeroberfldche angeordnete Mikrostruktur, wo-
bei die Mikrostruktur aus Einzelkomponenten in
Form von Nanopartikeln besteht, die die Adres-
sierbarkeit der Mikrostruktur ermdglichende mo-

lekiilspezifische Erkennungsstellen aufweisen.

Funktionselement nach Anspruch 1, wobei die
Mikrostruktur einen Fl&chenabschnitt der Tré&-
geroberflidche abdeckt und mindestens einer der
Fliachen-Langen-Parameter des abgedeckten Fla-
chenabschnitts der Tradgeroberfldche kleiner als

999 pm und mindestens 10 nm ist.

Funktionselement nach Anspruch 1 oder 2, wobei

der Tr&dger und/oder die Oberfldche des Trégers

"dlis einem Metall, Metalloxid, Polymer, Halblei-

termaterial, Glas und/oder Keramik besteht.

Funktionselement nach einem der Anspriiche 1 bis

3, wobei die Oberfldche des Trdgers planar ist.

Funktionselement nach einem der Anspriiche 1 bis
3, wobei die Oberfldche des Tragers vorstruktu-

riert ist.

Funktionselement nach einem der Anspriiche 1 bis
5, wobei die Oberfldche des Tragers eine
Schicht einer chemischen Verbindung aufweist,

die eine unspezifische Anlagerung von biologi-
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schen Molekiilen an der Trageroberfldche verhin-
dert.

Funktionselement nach einem der Anspriiche 1 bis
6, wobei zwischen der Trégeroberfldche und der
Mikrostruktur eine Schicht eines Verbindungs-

mittels angeordnet ist.

Funktionselement nach Anspruch 7, wobei das
Verbindungsmittel ein Polymer mit geladenen o-

der ungeladenen chemisch reaktiven Gruppen ist.

Funktionselement nach Anspruch 8, wobei das Po-

lymer ein Hydrogel ist.

Funktionselement nach Anspruch 7, wobeli das
Verbindungsmittel eine Plasmaschicht mit gela-
denen oder ungeladenen chemisch reaktiven Grup-

pen ist.

-Funktionselement nach Anspruch 7, wobei das

Verbindungsmittel ein Self-Assembled Monolayer

auf Silan- oder Thiolbasis ist.

Funktionselement nach einem der Ansprliche 7 bis
11, wobei das Verbindungsmittel durch Anderung
des pH-Wertes, der Ionenkonzentration oder der

Temperatur schaltbar ist.

Funktionselement nach einem der Anspriiche 1 bis
12, wobei die Nanopartikel einen Kern und eine
die molekiilspezifischen Erkennungsstellen auf-

weisende Oberfliche umfassen.
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Funktionselement nach Anspruch 13, wobei ein
oder mehrere biologisch aktive Molekiile an den
molekiilspezifischen Erkennungsstellen gebunden

sind.

Funktionselement nach Anspruch 14, wobei die
biologisch aktiven Molekiile kovalent und/oder

nicht-kovalent gebunden sind.

Funktionselement nach Anspruch 14 oder 15, wo-
bei die Molekiile unter Erhalt ihrer biologi-

schen Aktivitdt gebunden sind.

Funktionselement nach einem der Anspriche 14
bis 16, wobei es sich bei den gebundenen Mole-
kiillen um Proteine, Nucleins&uren, PNA-Molekiile
oder Fragmente davon handelt.

Funktionselement nach Anspruch 16, wobei die

Proteine Antikérper, Antigene, Enzyme, Cytokine

“oder Rezeptoren sind.

Funktionselement nach einem der Anspriche 13
bis 18, wobei die molekitilspezifischen Erken-
nungsstellen ein oder mehrere erste funktionel-
le Gruppen und die gebundenen Molekiile die ers-—
ten funktionellen Gruppen bindende komplementa-

re zweite funktionelle Gruppen umfassen.

Funktionselement nach Anspruch 19, wobei die
ersten funktionellen Gruppen und die die ersten
funktionellen Gruppen bindenden komplementdren
zweiten funktionellen Gruppen ausgewdhlt sind
aus der Gruppe bestehend aus Aktivester, Alkyl-
ketongruppe, Aldehydgruppe, Aminogruppe, Carbo-
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xygruppe, Epoxygruppe, Maleinimidogruppe,
Hydrazingruppe, Hydrazidgruppe, Thiolgruppe,
Thioestergruppe, Oligohistidingruppe, Strep-Tag
I, Strep-Tag II, Desthiobiotin, Biotin, Chitin,
Chitinderivate, Chitinbindedomdne, Metallche-
latkomplex, Streptavidin, Streptactin, Avidin

und Neutravidin.

Funktionselement nach Anspruch 19 oder 20, wo-
bei die ersten und die zweiten funktionellen

Gruppen durch molekulares Pragen erzeugt sind.

Funktionselement nach einem der Anspriiche 19
bis 21, wobei die ersten funktionellen Gruppen
Bestandteil eines Spacers sind oder Uber Spacer
mit der Oberflédche der Nanopartikel verbunden

sind.

Funktionselement nach einem der Anspriiche 19

bis 21, wobei die komplementdren zweiten funk-

" tionellen Gruppen Bestandteil eines Spacers

sind oder uber Spacer mit den Molekiilen verbun-

den sind.

Funktionselement nach einem der Anspriche 13
bis 23, wobei der Kern der Nanopartikel aus ei-
nem organischen Material besteht oder dieses
enthalt.

Funktionselement nach Anspruch 24, wobei das
organische Material ein organisches Polymer
ist.

Funktionselement nach Anspruch 24 oder 25, wo-

bei das organische Polymer Polypropylen, Po-
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lystyrol, Polyacrylat oder ein Gemisch davon

ist.

Funktionselement nach einem der Anspriiche 13
bis 23, wobei der Kern aus einem anorganischen

Material besteht oder dieses enth&alt.

Funktionselement nach Anspruch 27, wobei das
anorganische Material ein Metall wie Au, Ag o-
der Ni, Silicium, Si0O,, SiO, ein Silikat, Al;0s,
Si0,*Al1,03, Fep03, Agy0, TiOz, Zr0Oz, Zrz03, Taz0s,
Zeolith, Glas, Indiumzinnoxid, Hydroxylapatit,

ein Q-Dot oder ein Gemisch davon ist.

Funktionselement nach einem der Anspriiche 24
bis 28, wobei der Kern eine Grobe von 5 nm bis

500 nm aufweist.

Funktionselement nach einem der Anspriche 24

bis 29, wobei der Kern mindestens eine zusatz-

1liche Funktion aufweist.

Funktionselement nach Anspruch 30, wobel die
zusdtzliche Funktion im Kern verankert ist und
eine Fluoreszenzmarkierung, eine UvV/Vis-
Markierung, eine superparamagnetische Funktion,
eine ferromagnetische Funktion und/oder eine

radioaktive Markierung ist.

Funktionselement nach Anspruch 30, wobei die
Oberfldche des Kerns mit einer die ersten funk-
tionellen Gruppen enthaltenden organischen oder
anorganischen Schicht modifiziert ist, die eine
Fluoreszenzmarkierung, eine UV/Vis-Markierung,

eine superparamagnetische Funktion, eine ferro-
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magnetische Funktion und/oder eine radioaktive

Markierung aufweist.

Funktionselement nach einem der Anspriiche 30
bis 32, wobei die Oberfldche des Kerns eine
chemische Verbindung aufweist, die zur steri-
schen Stabilisierung und/oder =zur Verhinderung
einer Konformationsadnderung der immobilisierten
Molekiile und/oder zur Verhinderung der Anlage-
rung einer weiteren biologisch aktiven Verbin-

dung an den Kern dient.

Funktionselement nach Anspruch 33, wobeili die
chemische Verbindung ein Polyethylenglykol, ein
Oligoethylenglykol, Dextran oder ein Gemisch

davon ist.

Funktionselement nach einem der vorhergehenden

Anspriiche, wobei die gebundenen Molekiile einen

Marker aufweisen.

Funktionselement nach einem der vorhergehenden
Anspriiche, wobei an die gebundenen Molekiile

weltere Molekiile gebunden sind.

Funktionselement nach einem der vorhergehenden
Anspriiche, wobei die Mikrostruktur aus einer
Nanopartikel-Schicht besteht.

Funktionselement nach einem der vorhergehenden
Anspriiche, wobei die Mikrostruktur aus mehreren
Nanopartikel-Schichten besteht.

Funktionselement nach einem der vorhergehenden

Anspriche, wobei auf der Trageroberfldche meh-
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rere Mikrostrukturen angeordnet sind, die aus
Nanopartikeln mit unterschiedlichen molekililspe-

zifischen Erkennungsstellen bestehen.

Funktionselement nach Anspruch 39, wobei an den
Mikrostrukturen unterschiedliche Moleklile ge-

bunden sind.

Funktionselement nach einem der Anspriiche 1 bis
40, erhaltlich durch Auftragen einer oder meh-
rerer Mikrostrukturen auf die Trédgeroberfldche

unter Verwendung eines Nadel-Ring-Printers.

Funktionselement nach einem der Anspriiche 1 bis
40, erhiltlich durch Auftragen einer oder meh-
rerer Mikrostrukturen auf die Trédgeroberfliche
unter Verwendung eines lithografischen Verfah-

rens.

Funktionselement nach Anspruch 42, wobei das

“lithographische Verfahren Photolithographie

ist.

Funktionselement nach Anspruch 42, wobei das
lithographische Verfahren Mikropen-Lithographie
ist.

Funktionselement nach einem der Anspriiche 1 bis
40, erhdltlich durch Auftragen einer oder meh-
rerer Mikrostrukturen auf die Trageroberfldche

unter Verwendung eines Tintenstrahlverfahrens.

Funktionselement nach einem der Anspriliche 1 bis

40, erhdltlich durch Auftragen einer oder meh-
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rerer Mikrostrukturen unter Verwendung eines

Mikrokontaktdruckverfahrens.

Verfahren zur Herstellung eines Funktionsele-
mentes nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
wobei auf die Oberfliche eines Trdgers mindes-
tens eine Schicht eines Verbindungsmittels und
danach mindestens eine Mikrostruktur bestehend
aus Nanopartikeln mit molekiilspezifischen Er-

kennungsstellen aufgetragen werden.

Verfahren nach Anspruch 47, wobeil die Oberfl&-
che des Tragers vor dem Auftragen der Verbin-
dungsmittel-Schicht gereinigt wund/oder akti-

viert wird.

Verfahren nach Anspruch 48, wobel die Trager-

oberfliche chemisch aktiviert wird.

Verfahren nach Anspruch 49, wobeil die Trager-

“oberfliche mit Ladungen versehen wird.

Verfahren nach Anspruch 49 oder 50, wobei die
Trageroberfldche durch Aufbringen eines Primers

aktiviert wird.

Verfahren nach Anspruch 49 oder 50, wobei eine
Self-Assembly-Schicht auf die Tré&geroberflache
aufgebracht wird.

Verfahren nach Anspruch 48, wobei die Trédger-
oberfliache mittels eines Plasmas aktiviert

wird.
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Verfahren nach einem der Anspriche 47 bis 53,
wobei auf die Trédgeroberfldche eine bezlglich
Form und Fliache definierte Verbindungsmittel-
Schicht aufgebracht wird und der Tr&ger danach
in eine Nanopartikel-Suspension eingetaucht
wird, so dass durch Anhaften der Nanopartikel
an der aufgebrachten Verbindungsmittel-Schicht
eine beztiglich Form und Fl&ache definierte Mik-

rostruktur erzeugt wird.

Verfahren nach Anspruch 54, wobei die beziiglich
Form und Flidche definierte Verbindungsmittel-
Schicht mittels eines Nadel-Ring-Printers, ei-
nes lithografischen Verfahrens, eines Tinten-
strahlverfahrens oder eines Mikrokontaktdruck-

verfahrens aufgetragen wird.

Verfahren nach einem der Anspriche 47 bis 55,
wobei der Trdger in eine Suspension oder Ldsung
dgsA“VepbinQungsmittels eingetaucht wird, so
dass eine dié' géséﬁte Trédgeroberfldche abde-
ckende Verbindungsmittel-Schicht erzeugt wird,
und danach die Nanopartikel so aufgetragen wer-
den, dass eine beziiglich Form und Flache defi-

nierte Mikrostruktur erzeugt wird.

Verfahren nach Anspruch 56, wobei die beztiglich
Form und Flache definierte Mikrostruktur mit-
tels eines Nadel-Ring-Printers, eines lithogra-
fischen Verfahrens, eines Tintenstrahlverfah-
rens oder eines Mikrokontaktdruckverfahrens

aufgetragen wird.
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58. Verfahren nach einem der Anspriiche 47 bis 57,
wobei das Verbindungsmittel und die Nanoparti-
kel mehrmals auf die Trageroberfldche aufge-

bracht werden.

5 59. Verfahren nach einem der Anspriiche 47 bis 58,
wobei vor dem Aufbringen der Nanopartikel bio-
logisch aktive Molekiile an die molekiilspezifi-
schen Erkennungsstellen der Nanopartikel gebun-

den werden.

10 60. Verfahren nach einem der Anspriiche 47 bis 58,
wobel nach dem Aufbringen der Nanopartikel bio-
logisch aktive Molekiile an die molekililspezifi-
schen Erkennungsstellen der Nanopartikel gebun-

den werden.

15 61l. Verfahren nach einem der Anspriiche 47 bis 58,
wobei vor und nach dem Aufbringen der Nanopar-
tikel bioclogisch aktive Molekiile an die mole-
kiilspezifischen Erkennungsstellen der Nanopar-

tikel gebunden werden.

20 62. Verfahren nach einem der Anspriiche 59 bis 61,
wobei die Bindung der biologisch aktiven Mole-
kiile an die molekiilspezifischen Erkennungsstel-
len der Nanopartikel erfolgt, indem die erste
funktionelle Gruppen aufweisenden molekilspezi-

25 fischen Erkennungsstellen der Nanopartikel mit
den die ersten funktionellen Gruppen bindenden,
komplementdren zwelten funktionellen Gruppen
aufweisenden Molekiilen derart in Kontakt ge-
bracht werden, dass kovalente und/oder nicht-

30 kovalente Bindungen zwischen den funktionellen
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Gruppen der molekiilspezifischen Erkennungsstel-

len und der Molekiile erfolgen.

Verfahren nach Anspruch 62, wobel die ersten
funktionellen Gruppen und die die ersten funk-
tionellen Gruppen bindenden  komplementdren
zweiten funktionellen Gruppen ausgewdhlt sind
aus der Gruppe bestehend aus Aktivester, Alkyl-
ketongruppe, Aldehydgruppe, Aminogruppe, Carbo-
xygruppe, Epoxygruppe, Maleinimidogruppe,
Hydrazingruppe, Hydrazidgruppe, Thiolgruppe,
Thioestergruppe, Oligohistidingruppe, Strep-Tag
I, Strep-Tag II, Desthiobiotin, Biotin, Chitin,
Chitinderivate, Chitinbindedomdne, Metallche-
latkomplex, Streptavidin, Streptactin, Avidin

und Neutravidin.

Verfahren nach einem der Ansprtiche 59 bis 63,

wobel die biologisch aktiven Molekiile unter Er-

halt ihrer biologischen Aktivitdt gebunden wer-

den.

Verfahren nach einem der Anspriiche 59 bis 64,
wobei es sich bei den Molekiilen um Proteine,
Antigene, Nucleins&duren, PNA-Molekiile oder

Fragmente davon handelt.

Verwendung eines Funktionselementes nach einem
der Anspriiche 1 bis 46 oder eines Funktionsele-
mentes, hergestellt nach einem Verfahren nach
einem der Anspriiche 47 bis 65 zur Durchfihrung

eines Detektionsverfahrens.

Verwendung nach Anspruch 66, wobei das Detekti-

onsverfahren MALDI-Massenspektroskopie, Fluo-
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reszenz—- oder UV-Vis-Spektroskopie, Fluores-
zenz—- oder Lichtmikroskopie, Wellenleiterspekt-
roskopie, Impedanzspektroskopie oder ein ande-

res elektrisches Verfahren ist.

5 68. Verwendung eines Funktionselementes nach einem
der Anspriche 1 bis 46 oder eines Funktionsele-
mentes, hergestellt nach einem Verfahren nach
einem der Anspriiche 47 bis 65 zur Steuerung der

Zelladhdsion oder des Zellwachstums.

10 69. Verwendung eines Funktionselementes nach einem
der Anspriliche 1 bis 46 oder eines Funktionsele-
mentes, hergestellt nach einem Verfahren nach
einem der Anspriliche 47 bis 65 zur Entwicklung

von pharmazeutischen Préparaten.

15 70. Verwendung eines Funktionselementes nach einem
der Anspriche 1 bis 46 oder eines Funktionsele-
mentes hergestellt nach einem Verfahren nach
einem der Anspriche 47 bis 65 zur Analyse der
Wirkungen und/oder Nebenwirkungen von pharma-

20 zeutischen Préparaten.

71. Verwendung eines Funktionselementes nach einem
der Anspriche 1 bis 46 oder eines Funktionsele-
mentes hergestellt nach einem Verfahren nach
einem der Anspriiche 47 bis 65 zur Diagnose von

25 Krankheiten.

72. Verwendung nach Anspruch 71, wobei das Funkti-
onselement zur Identifizierung wvon Krankheits-

erregern eingesetzt wird.
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Verwendung nach Anspruch 71, wobei das Funkti-
onselement zur Identifizierung von mutierten
Genen bei einem Menschen oder einem Tier einge-

setzt wird.

Verwendung eines Funktionselementes nach einem
der Anspriiche 1 bis 46 oder eines Funktionsele-
ments hergestellt nach einem Verfahren nach ei-
nem der Anspriiche 47 bis 65 zur Analyse der

mikrobiologischen Kontamination von Proben.

Verwendung nach Anspruch 74, wobei die Probe

eine Wasser- oder Bodenprobe ist.

Verwendung nach Anspruch 74, wobei die Probe
aus einem Nahrungsmittel oder Tierfutter

stammt.

Verwendung eines Funktionselementes nach einem

der Anspriiche 1 bis 46 oder eines Funktionsele-

‘mentes, Hergestellt nach einem Verfahren nach

einem der Anspriiche 47 bis 65 als Elektronik-

baustein in einem Biocomputer.
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Figur 2
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