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Beschreibung

[0001] Aufgrund der stetig wachsenden Bedeutung von Mikrotechniken in einer grof3en Vielzahl von wissen-
schaftlichen Anwendungen bleibt die Entwicklung von Systemen, welche die Wechselwirkung von Molekulen
mit Oberflachen ermdglichen, ein entscheidendes Thema. Derartige Wechselwirkungen schlieRen die Mdglich-
keit des Entfernens von spezifischen Molekilen aus einer Probe, z. B. um ihre Analyse/ihren Nachweis zu er-
leichtern, ein, jedoch auch die Méglichkeit des Prasentierens von Molekulen auf einer Oberflache, um auf diese
Weise zu ermdglichen, dass anschlieRende Umsetzungen stattfinden kénnen. Diese Prinzipien zur Immobili-
sierung von Molekulen kénnen in Sensor- oder chromatographischen Systemen oder zur Bereitstellung von
modifizierten Oberflachen im Allgemeinen angewendet werden.

[0002] In den letzten Jahren hat es viele Ansatze gegeben, um Sensorchips herzustellen, die auf selbstorga-
nisierenden Monoschichten (SAMs) oder bifunktionellen Molekilen basieren, welche direkt oder indirekt Pro-
benmolekiile an der Sensoroberflache koppeln. Typischerweise tragen diese bifunktionellen Molekdle eine Si-
lan- oder Thiol-/Disulfideinheit, um eine Bindung mit der anorganischen Oberflache zu erreichen, und eine zu-
satzliche funktionelle Gruppe (z. B. Amino- oder Epoxidgruppen), welche mit den Probenmolekdilen interagiert,
die haufig in biologischen Proben in Form eines Oligonukleotids, eines Proteins oder eines Polysaccharids etc.
enthalten sind.

[0003] Wahrend die Bildung einer direkten Bindung zwischen der bifunktionellen Verbindung und dem Pro-
benmolekil méglich ist, interagieren die Probenmolekdile nicht notwendigerweise direkt mit den Kupplern, wel-
che die Monoschicht bilden. In einer anderen Ausfiihrungsform kénnen geeignete immobilisierte Biomolekule
an sich als Sonden zum Nachweis von Probenmolekdilen wirken. Derartige Sondenmolekile kénnen Uber eine
Umsetzung mit den freien funktionellen Gruppen der Monoschicht gleichermaflen immobilisiert werden. Insbe-
sondere kann, wenn Biomolekiile als Sondenmolekiile verwendet werden, ihr Vorhandensein die Spezifitat der
Wechselwirkung der Probenmolekile mit der modifizierten Oberflache verstarken. Zum Beispiel kénnen in den
Fallen, in denen die schnelle Analyse einer Probe aus DNA-Fragmenten oder -Molekiilen erforderlich ist, die
Monoschichten aus bifunktionellen Molekulen zuerst mit synthetischen Oligonukleotiden in Kontakt gebracht
werden, welche auf diese Weise immobilisiert werden. AnschlieRend wird die Hybridisierung von spezifischen
Molekulen wie kompatiblen Strangen aus einer Probe nachgewiesen, z. B. ber Fluoreszenz-Mikroskopie,
wenn Farbstoff-markierte Probenmolekile verwendet werden.

[0004] Fig. 1 zeigt eine schematische Beschreibung (nicht mal3stabsgetreu) des Designs eines herkémmli-
chen DNA-Sensors. Die Monoschichten aus Ublicherweise synthetischen Oligonukleotid-Einzelstrangen als
Sonden werden an der Oberflache immobilisiert und dienen als Sondenmolekiile fir komplementére Pro-
ben-Oligonukleotide, welche Giber Hybridisierung gebunden werden. Die Hybridisierungsreaktion wird zum Bei-
spiel Uber die Fluoreszenz, welche aus geeigneten Farbstoffmarkierungen, die an die Probenmolekile gebun-
den sind, herrihrt, nachgewiesen.

[0005] Obwohl die Techniken fir diesen Zweck gut eingeflihrt sind, ist die Anwendung von Standard-Nach-
weisverfahren problematisch, insbesondere in Fallen, in denen der Oberflachenbereich, der fir den Nachweis
eines spezifischen Typs von Probenmolekiil verflgbar ist, beschrankt ist, z. B. wenn eine Vielzahl von Mole-
kilen in einem parallelen Verfahren analysiert werden soll, da die Monoschichten hinsichtlich ihrer Pfropfdichte
beschrankt sind. Zum Beispiel missen, da die Anzahl der hybridisierten Doppelstrange pro Oberflacheneinheit
eines Sensors nicht einfach erhdht werden kann, geeignete Detektoren sehr hohe Anforderungen hinsichtlich
ihrer Empfindlichkeit erfillen. Deshalb kann der minimale Oberflachenbereich auf einem Sensor, der fur den
Nachweis eines Oligonukleotidtyps notwendig ist, nicht einfach verringert werden. Daruber hinaus kann die
maximale Dichte, d. h. ein Proben- oder Sondenmolekiil pro funktionelle Gruppe des Kupplers, kaum erreicht
werden, da aufgrund der sterischen Behinderung auf der sich zweidimensional erstreckenden Monoschicht nur
ein Bruchteil der funktionellen Gruppen fahig sein wird, mit Proben- oder Sondenmolekilen zu reagieren. Des-
halb ist die Gesamtpfropfdichte gering und normalerweise nicht gut definiert.

[0006] Ahnliche Probleme kénnen im Hinblick auf die begrenzte Anzahl von Reaktionsstellen pro Oberfla-
cheneinheit in anderen Anwendungen entstehen, in denen es erwiinscht ist, eine erhéhte Anzahl von Moleku-
len auf einer Oberflache zu immobilisieren.

[0007] Es sind verschiedene Versuche unternommen worden, um die vorstehend umrissenen Probleme zu
Uberwinden. Im Hinblick auf die Analyse von Oligonukleotiden hat man versucht, die Pfropfdichte auf der Ober-
flache durch das Verwenden von Oligomeren oder Polymeren zu erhéhen, welche einen Oligonukleotidstrang
(oder eine funktionelle Gruppe zu seiner Befestigung) zusammen mit einer geeigneten Gruppe tragen, welche

2/16



DE 600 29 561 T2 2007.07.19

das Binden dieser Oligomere oder Polymere an der Oberflache des Sensorchips ermdglicht. Aufgrund der er-
hoéhten Flexibilitdt der Oligomer- oder Polymerketten ist ein gréRerer Anteil der bifunktionellen Oligomer- oder
Polymermolekiile, die an die Oberflache gekuppelt sind, in der Lage, Oligonukleotid-Sondenmolekiile zu im-
mobilisieren.

[0008] Jedoch wird die gesamte Oligonukleotid-Pfropfdichte nicht signifikant erhdht, da die Pfropfdichte der
bifunktionellen Oligomer- oder Polymermolekule auf der Oberflache begrenzt ist. Dies ist eine Konsequenz aus
der Tatsache, dass die Selbstorganisation der Oligomere oder Polymere aus kinetischen Griinden behindert
ist, da, sobald die Sensoroberflache mit derartigen Molekulen bedeckt ist, weitere Polymere gegen einen Kon-
zentrationsgradienten diffundieren missen, um die Oberflache zu erreichen.

[0009] Dementsprechend ist es ein Ziel der vorliegenden Erfindung, eine Oberflache bereitzustellen, welche
mit einer Polymermonoschicht modifiziert ist, die funktionelle Gruppen zur Interaktion mit Proben- oder Son-
denmolekilen umfasst, wobei die Anzahl der Molekiile, welche pro Oberflacheneinheit interagieren, deutlich
erhoht ist, verglichen mit herkdmmlichen (kurzkettigen) Monoschichten aus bifunktionellen Molekulen. Zudem
sollte die Dichte der vorhandenen Wechselwirkungsstellen héher sein als die, welche aus der Umsetzung von
bifunktionellen Polymeren oder Oligomeren mit der Oberflache erhalten wird.

[0010] In dem besonderen Fall des Nachweises von DNA-Molekiilen wie Oligonukleotiden kann das Ziel aus-
gedruckt werden als Bereitstellung einer Oberflache mit einer Pfropfdichte von synthetischen Oligonukleotid-
strangen, welche hoher ist als die, welche durch Kuppeln der einzelnen Oligonukleotide an eine funktionalisier-
te Monoschicht aus Kupplern mit niederem Molekulargewicht erzeugt wird. Auch sollte die Pfropfdichte héher
sein als die, welche aus der Umsetzung von Polymeren oder Oligomeren, die mit einem synthetischen Oligo-
nukleotid-Einzelstrang modifiziert wurden, mit der Oberflache herruhrt.

[0011] Dieses Ziel ist erreicht worden durch eine Oberflache, an die eine Anordnung von Polymerketten ge-
bunden ist, die jeweils eine Vielzahl von funktionellen Gruppen umfassen, welche die Wechselwirkung des Po-
lymers mit Proben- oder Sondenmolekilen ermdglichen. Wenn zum Beispiel eine derartige polyfunktionelle
Polymerkette verwendet wird, um eine oder mehrere synthetische Oligonukleotidsonden zu immobilisieren,
kdnnen anschlieRend komplementdre Nukleinsauren aus einem Gemisch von Probenmolekilen nachgewie-
sen werden, nachdem eine Hybridisierungsreaktion stattgefunden hat. Uberraschenderweise ist festgestellt
worden, dass solch eine Anordnung von polyfunktionellen Polymerketten, auch als Polymerblirste bezeichnet,
nicht unter den Problemen von herkémmlichen Nachweisverfahren leidet, in denen eine hohe Pfropfdichte
nicht erreicht werden konnte. Darliber hinaus kénnen, da die Flexibilitat der Polymerketten eine vollstandige
Bedeckung der Sensoroberflache ermoglicht, Oberflacheneffekte, z. B. wahrend des Laser-Scannens, vermie-
den werden.

[0012] Der Begriff "Wechselwirkung" schlie3t wie in dieser Beschreibung verwendet die Bildung von kovalen-
ten Bindungen, ebenso wie anziehende ionische und Van-der-Waals-Kraften und Wasserstoffbrickenbindun-
gen ein. Die jeweilige funktionelle Einheit innerhalb der Polymerkette oder der Sondenmolekule, welche den
Typus der Wechselwirkung definiert, wird geman der gewiinschten Anwendung der erfindungsgemafien Ober-
flache ausgewahlt werden.

[0013] Der Ausdruck "immobilisieren" wird hier nachstehend fiir eine Wechselwirkung von Molekilen mit den
Polymerbtirsten verwendet, die zur Bildung einer Bindung flihrt, welche unter den gewahlten Bedingungen per-
manent ist. Zum Beispiel werden Sondenmolekiile durch die Polymerbirsten wahrend ihrer Anwendung auf
einer Sensoroberflache immobilisiert. Jedoch kann eine Immobilisierung durch Verandern der Bedingungen (z.
B. pH-Wert, lonenstarke) manchmal aufgehoben werden.

[0014] Der Begriff "Probenmolekiil” soll hier fiir Molekile verwendet werden, welche in einer Probe vorhanden
sind und welche zeitweilig oder permanent an die erfindungsgemafien Polymerketten koppeln. Die vorliegende
Erfindung schlie3t zwei allgemeine Prinzipien fir eine Wechselwirkung der beanspruchten Polymerbursten mit
den Probenmolekilen ein. In einer ersten Ausfihrungsform werden die funktionellen Gruppen, die innerhalb
der Polymerketten enthalten sind, ausgewahlt, um eine direkte Wechselwirkung der Ketten mit den Probenmo-
lekilen zu ermdglichen. In einer zweiten Ausfihrungsform werden Sondenmolekile an den funktionellen Grup-
pen der PolymerbUirste immobilisiert, und es kann eine Wechselwirkung zwischen diesen Sondenmolekiilen
und den Probenmolekdlen stattfinden.

[0015] Geeignete Sondenmolekiile sind Molekiile, die mindestens bifunktional sind, so dass nach ihrer Kupp-
lung an die multifunktionalen Polymerketten neue Wechselwirkungsstellen in der erfindungsgemafRen Poly-
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mermonoschicht vorhanden sind, welche eine Wechselwirkung mit Probenmolekilen erméglichen. Bevorzugt
stellen diese Sondenmolekile hoch spezifische Wechselwirkungsstellen fur die Probenmolekiile bereit. Sie
kdnnen aus natirlichen oder nicht nattrlichen Quellen stammen. Besonders bevorzugte Sondenmolekule sind
Biomolekile wie Nukleinsauren einschlief3lich DNA, RNA oder PNA (Peptidnukleinsdure), am meisten bevor-
zugt Oligonukleotide oder Aptamere, Polysaccharide, Proteine einschlieRlich glykosidisch modifizierter Prote-
ine oder Antikérper, Enzyme, Zytokine, Chemokine, Peptidhormone oder Antibiotika und Peptide. Um ausrei-
chende Stabilitat sicher zu stellen, z. B. wahrend einer Sensoranwendung, werden die Sondenmolekdle an die
Polymerbirste bevorzugt kovalent gebunden.

[0016] In Abhangigkeit von der Verwendung kann eine Vielzahl von identischen Sondenmolekiilen oder ein
Gemisch aus zwei oder mehr verschiedenen Sonden immobilisiert werden. Zum Beispiel ist ein Satz von iden-
tischen Sondenmolekiilen zur Anwendung der Polymerbursten als Affinitatsmatrix bevorzugt.

[0017] Die erfindungsgemalfe Polymermonoschicht umfasst eine Vielzahl von einzelnen Polymerketten, wel-
che an eine Oberflache gebunden sind. Bevorzugt ist die Bindung zwischen den Polymerketten und der Ober-
flache kovalent. Es ist auch bevorzugt, dass die Polymerketten an einem ihrer Enden an der Oberflache ge-
bunden sind. Die Einfuhrung von verzweigten Polymeren ist mdglich, falls gewunscht.

[0018] Fig. 2 zeigt eine schematische Darstellung (nicht mafistabsgetreu) des Designs eines DNA-Sensors,
der auf funktionellen Polymerbirsten basiert. Die einzelstrangigen Oligonukleotide, welche als Sondenmole-
kile dienen, werden an die auf der Oberflache verankerten Polymerketten gebunden. Die Probenoligonukleo-
tide werden Uber Hybridisierung nachgewiesen. Diese Umsetzung kann durch Messen des signifikanten An-
stiegs der Schichtdicke nachgewiesen werden, der durch die Inkorporation von zusatzlichem Material in die
Schicht verursacht wird.

[0019] Die Polymerketten der vorliegenden Erfindung kénnen Homo- oder Copolymere sein, in Abhangigkeit
von der gewiinschten Anwendung. Ein Homopolymer wiirde durch ein Polymer dargestellt werden, in dem jede
der bei der Polymerisation verwendeten monomeren Einheiten mindestens eine der funktionellen Gruppen
tragt, die mit den Proben- oder Sondenmolekiilen interagieren kénnen. Jedoch kann, um der Polymermono-
schicht bestimmte vorteilhafte Eigenschaften zu verleihen, ein Copolymer, das aus diesen Monomeren mit be-
stimmten funktionellen Gruppen zur Wechselwirkung mit den Proben- oder Sondenmolekiilen gebildet wird
(hierin nachstehend als "funktionalisierte Monomere" bezeichnet), zusammen mit anderen Comonomeren ver-
wendet werden.

[0020] Zum Beispiel wird die Umsetzung der Proben- oder Sondenmolekiile mit dem Polymer signifikant er-
leichtert, wenn das Polymer in dem Losungsmittel, welches diese Molekile enthalt, quellbar ist, so dass bevor-
zugt Comonomere verwendet werden sollten, welche eine starke Wechselwirkung mit dem besagten Losungs-
mittel zeigen. Da in einer am meisten bevorzugten Ausflihrungsform der vorliegenden Erfindung Biomolekiile,
die normalerweise in wassrigen Losungen vorhanden sind, mit den Polymerketten interagieren, sind die Poly-
merketten bevorzugt in Wasser quellbar.

[0021] Deshalb kénnen zum Beispiel ein oder mehrere Comonomere verwendet werden, die polar oder sogar
in Wasser l6slich sind, wenn ein Homopolymer aus funktionalisierten Monomeren keine ausreichende Wech-
selwirkung mit Wasser zeigt, um eine schnelle Umsetzung der Molekule mit den funktionellen Gruppen zu er-
moglichen, die nachgewiesen werden sollen. Beide Monomertypen, funktionalisierte ebenso wie Comonome-
re, enthalten bevorzugt eine C-C-Doppelbindung, welche in einer radikalischen Polymerisationsreaktion rea-
gieren kann. Beispiele fir geeignete Comonomere, welche ein wasserquellfahiges Polymer ergeben, sind
Acrylsaure, Methacrylsaure und Derivate davon wie z. B. Ester und Amide dieser Sauren, wobei die Alkohole
oder Amine bevorzugt 1 bis 12 Kohlenstoffatome umfassen.

[0022] Bekannte Beispiele fur diese Gruppe von Monomeren sind Hydroxyethylmethacrylat, Acrylamid und
Dimethylacrylamid. Ein anderes geeignetes Monomer ist Vinylpyrrolidon. Es ist auch mdglich, Monomere zu
verwenden, die zuerst wasserunlésliche Polymere ergeben, welche dann in wasserldsliche Derivate Uberfihrt
werden kdnnen. Ein geeignetes Beispiel flir diese Gruppe von Polymeren ist Polyvinylalkohol, der zum Beispiel
durch Verseifung von Polyvinylacetat erhalten werden kann.

[0023] Wenn ein Copolymer verwendet wird, wird das Verhaltnis der Comonomere zu funktionalisierten Mo-
nomeren vor dem Polymerisationsprozess bestimmt, um die Zusammensetzung der so erhaltenen Polymer-
kette zu definieren. Bevorzugt liegt das Verhaltnis der Comonomere zu den funktionalisierten Monomeren im
Bereich von 50/1 bis 1/1, starker bevorzugt von 20/1 bis 2/1. Die funktionellen Gruppen, die notwendig sind,
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um eine Wechselwirkung der Polymerschicht mit den Proben- oder Sondenmolekiilen zu erméglichen, sind be-
vorzugt in den Seitenketten der Polymerketten vorhanden. Eine "Vielzahl" von funktionellen Gruppen, die in
den Polymerketten der erfindungsgemafien Monoschicht enthalten sind, bedeutet mindestens zwei, bevorzugt
jedoch mehr als zwei Gruppen pro Polymerkette. Da die betreffenden funktionellen Gruppen bevorzugt in den
Monomeren enthalten sind, welche die Polymerbursten bilden, kann ihre Anzahl bis zu mehreren Tausend be-
tragen, z. B. bis zu 10.000 dieser Gruppen, welche in einer einzelnen Kette vorhanden sind, in Abhangigkeit
von der Grolle des Sonden- oder Probenmolekils, das immobilisiert werden soll. Bevorzugt umfasst jede Kette
20 bis 1000 dieser funktionellen Gruppen.

[0024] Geeignete funktionalisierte Monomere, welche in den Polymerblirsten vorhanden sind, sind solche
Monomere, die eine polymerisierbare C-C-Doppelbindung umfassen, ebenso wie eine weitere funktionelle Ein-
heit, die am Polymerisationsprozess nicht beteiligt ist. Bevorzugt ist diese funktionelle Gruppe an die Polymer-
hauptkette Uber eine C,-C,,-, stérker bevorzugt Uber eine C,-C,-Alkylkette als Spacer gebunden. Die Spacer-
molekile kénnen Teil des funktionalisierten Monomers sein. Fir diese Herangehensweise geeignete Monome-
re schlieBen Acryl- und Methacrylester oder Amide von C,-C,,-Alkoholen oder C,-C,,-Aminen ein. Um als
Spacer zu dienen, tragen diese Alkohole oder Amine eine zusatzliche funktionelle Gruppe am Ende entgegen-
gesetzt zu dem, welches die Ester- oder Amidbindung bildet. Diese funktionelle Gruppe steht entweder fir eine
Gruppe, die fiir die Wechselwirkung mit den Proben- oder Sondenmolekiilen notwendig ist, oder kann in einem
weiteren Schritt zu einer derartigen funktionellen Gruppe umgewandelt werden.

[0025] In einer anderen Ausfiihrungsform ist es auch moglich, diese Spacermolekiile an geeignete reaktive
Segmente innerhalb der Polymermonoschicht nach ihrer Bildung zu binden. In diesem Fall missen reaktive
Monomere wahrend der Polymerisation vorhanden sein, wie Acryl- oder Methacrylsaurechloride oder reaktive
Ester davon wie N-Hydroxysuccinimide oder andere Monomere, z. B. Maleinsaureanhydrid. Diese bevorzug-
ten reaktiven Monomere kénnen kovalente Bindungen an den bifunktionellen Alkoholen oder Aminen bilden,
welche als Spacer verwendet werden kénnen.

[0026] Die Monomere, welche die Spacereinheit tragen, kénnen leicht aus dem jeweiligen Acryl- oder Me-
thacrylsaurechlorid oder -anhydrid und der w-Amino- oder Hydroxycarbonsaure synthetisiert werden. Das so
erhaltene Produkt kann in das aktive Esterderivat unter Verwendung von z. B. N-Hydroxysuccinimid Uberfihrt
werden. Ein detailliertes Verfahren zur Synthese verschiedener Beispiele fir derartige Monomere kann in der
Literatur gefunden werden, z. B. in H.-G. Batz, J. Koldehoff, Macromol. Chem. 177 (1976) 683.

[0027] Wie vorstehend umrissen ist es moglich, reaktive Monomere zu verwenden, welche direkt eine erfin-
dungsgemalie polyfunktionelle Polymermonoschicht ergeben. In einer anderen Ausfiihrungsform kénnen Mo-
nomere ausgewahlt werden, welche einen Vorlaufer der funktionellen Gruppe, die auf der finalen Oberflache
verwendet werden soll, tragen, z. B. ein Saurechlorid oder ein Sdureanhydrid. Diese kdnnen anschlieend in
reaktive Gruppen umgewandelt werden, z. B. NHS-Ester- oder Glycidylesterreste, welche eine Wechselwir-
kung des Polymers mit den Proben- oder Sondenmolekilen unter den gewlinschten Bedingungen ermégli-
chen.

[0028] Deshalb sind alle polymerisierbaren Monomere fir die Zwecke der vorliegenden Erfindung geeignet,
solange sie mit funktionellen Gruppen vereinigt werden oder diese enthalten kénnen, welche notwendig sind,
um eine Wechselwirkung des Polymers mit den Probenmolekiilen oder Sondenmolekilen zu erméglichen.

[0029] Die funktionellen Gruppen, welche fiir die Zwecke der vorliegenden Erfindung verwendet werden kon-
nen, werden bevorzugt den Molekiilen entsprechend ausgewahlt, mit denen eine Wechselwirkung erreicht
werden soll. Die Wechselwirkung kann auf einen einzigen Typ von Probenmolekil oder auf eine Vielzahl von
Probenmolekilen gerichtet sein. Da eine wichtige Anwendung der vorliegenden Erfindung im Nachweis von
spezifischen Molekilen in biologischen Proben besteht, werden die innerhalb der Polymerbiirste vorhandenen
funktionellen Gruppen bevorzugt mit nattrlichen oder synthetischen Biomolekiilen interagieren, welche dazu
fahig sind, mit den Molekdlen in biologischen Proben spezifisch zu interagieren, was zu ihrem Nachweis fiihrt.
Geeignete funktionelle Einheiten werden bevorzugt fahig sein, mit Nukleinsduren und Derivaten davon wie
DNA, RNA oder PNA, z. B. Oligonukleotiden oder Aptameren, Polysacchariden, Proteinen einschlieRlich gly-
kosidisch modifizierten Proteinen oder Antikdrpern, Enzymen, Zytokinen, Chemokinen, Peptidhormonen oder
Antibiotika oder Peptiden oder markierten Derivaten davon, zu reagieren.

[0030] Dariber hinaus wird es méglich sein, die Kupplungsreaktion zwischen den nachzuweisenden Molek-

len oder den synthetischen Oligonukleotiden und den Polymerketten unter Bedingungen durchzufihren, wel-
che fir die Proben- oder Sondenmolekdle nicht schadlich sind. Folglich sollte die Umsetzung in einer Nuklein-
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sauresensor-Anwendung in einer wassrigen Lésung durchgefiihrt werden und die Temperatur sollte nicht Gber
95°C erhoht werden.

[0031] Auch sollte die Kupplungsreaktion in einer angemessenen Geschwindigkeit voranschreiten, so dass
der Nachweis bevorzugt innerhalb von weniger als 24 Stunden erbracht werden kann, ohne dass extreme
pH-Werte in der Losung erforderlich sind. Zur Immobilisierung von synthetischen Oligonukleotid-Einzelstran-
gen sollte der pH-Wert im Bereich zwischen 7 und 11 liegen, bevorzugt 7 und 10. Wahrend der Hybridisierungs-
reaktion der Nukleinsaure-Probenmolekile mit den Sondenmolekulen sollte die Bindung zwischen der funkti-
onellen Gruppe und dem synthetischen Oligonukleotid-Einzelstrang ebenso wie die Bindung der Polymerkette
an das Substrat fahig sein, Temperaturen von mehr als 65°C und einem pH-Wert von 6 bis 9 zu widerstehen.
In den Fallen, in denen DNA als ein Probenmolekil verwendet wird, kbnnen die Temperaturen auf bis etwa
95°C angehoben werden, um eine Trennung der DNA-Strange zu bewirken, welche fir die Hybridisierung not-
wendig ist.

[0032] Da die meisten der Sondenmolekiile insbesondere in biologischen oder medizinischen Anwendungen
sterisch ungehinderte nukleophile Einheiten umfassen, umfassen bevorzugte Wechselwirkungen mit den Po-
lymerbursten nukleophile Substitutions- oder Additionsreaktionen, welche zu einer kovalenten Bindung zwi-
schen den Polymerketten und den Proben- oder Sondenmolekilen fiihren. Zum Beispiel werden synthetische
Oligonukleotide lblicherweise mit einer freien Aminogruppe an einem Ende (5' oder 3') bereitgestellt. Deshalb
stellen beispielhafte funktionelle Gruppen zum Beispiel eine reaktive Doppelbindung, ein Aquivalent fiir eine
Doppelbindung (wie z. B. eine Epoxygruppe) oder eine reaktive Abgangsgruppe bereit. Jedoch kénnen auch
ionische oder Van-der-Waals-Krafte ebenso wie Wasserstoffbriickenbindungen verwendet werden, um Pro-
benmolekiile an die Polymerblrste zu koppeln, wenn ihre funktionellen Gruppen dementsprechend ausge-
wahlt sind. Mit den entsprechenden funktionellen Gruppen, die in der Polymerblrste vorhanden sind, kénnen
die erfindungsgemalfen Polymermonoschichten auch in Trennverfahren, z. B. als eine stationare Phase in
Chromatographie-Anwendungen verwendet werden.

[0033] Bevorzugte funktionelle Gruppen kénnen aus der Fachliteratur im Hinblick auf die Molekulklassen,
welche immobilisiert werden sollen, und gemal den anderen Anforderungen (Reaktionszeit, Temperatur,
pH-Wert) wie vorstehend beschrieben ausgewahlt werden. Eine allgemeine Liste kann zum Beispiel in dem
Fachbuch "Bioconjugate Techniques" von G. T. Hermanson, Academic Press, 1996, gefunden werden. Im Fal-
le des Bindens von Amino-terminierten Oligonukleotiden sind Beispiele fir geeignete Gruppen sogenannte ak-
tive oder reaktive Ester wie N-Hydroxysuccinimide (NHS-Ester), Epoxide, bevorzugt Glycidylderivate, Isothio-
cyanate, Isocyanate, Azide, Carbonsauregruppen oder Maleinimide.

[0034] Als bevorzugte funktionelle Monomere, welche direkt eine polyfunktionelle Polymermonoschicht erge-
ben, kénnen fir die Zwecke der vorliegenden Erfindung die folgenden Verbindungen verwendet werden:

— Acryl- oder Methacrylsaure-N-hydroxysuccinimide

— N-Methacryloyl-6-aminopropansaurehydroxysuccinimidester,

— N-Methacryloyl-6-aminocapronsaurehydroxysuccinimidester oder

— Acryl- oder Methacrylsaureglycidylester

[0035] In Abhangigkeit von der Anwendung besteht die Moglichkeit des Bereitstellens einer Polymerbiirste
mit einer Kombination von zwei oder mehr unterschiedlichen funktionellen Gruppen, z. B. indem die Polymeri-
sation, welche zu den Polymerketten fiihrt, in Gegenwart unterschiedlicher Typen von funktionalisierten Mono-
meren durchgefihrt wird. In einer anderen Ausfihrungsform kénnen die funktionellen Gruppen identisch sein.

[0036] Das bevorzugte Verfahren zur Herstellung der erfindungsgeméafen polyfunktionellen Polymermono-
schicht wird im Folgenden beschrieben:

In einem ersten Schritt wird die Oberflache mit einer Monoschicht von Polymerisationsinitiatoren oder Starter-
molekilen bedeckt. Die Gruppen in diesen Initiatoren, welche die Initiierung der Polymerisation erméglichen,
werden Ublicherweise z. B. aus Peroxogruppen oder Azogruppen ausgewahlt, wenn ein thermisch initiierter
radikalischer Mechanismus verwendet werden soll. Aromatische Ketone wie Benzoin-, Benzil- oder Benzophe-
nonderivate werden bevorzugt verwendet, wenn die Polymere durch photochemische Initiierung erzeugt wer-
den. Aromatische Ketone, welche Schwefel beinhalten, kdnnen gleichermalen verwendet werden, um, falls
gewinscht, die zur Photoinitierung geeignete Wellenlange in einen langeren Wellenlangenbereich zu ver-
schieben. Zusatzlich zu diesen labilen Gruppen tragen die geeigneten Initiatoren fir das bevorzugte erfin-
dungsgemalien Verfahren eine oder mehrere Gruppen, die fur ihre Bindung an der Oberflache, welche mit den
Polymerketten bedeckt werden soll, geeignet sind.
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[0037] Man lasst die erfindungsgemalien Polymerketten Ublicherweise von der Oberflache aus Uber eine Ket-
tenreaktion wachsen. Wahrend radikalische Mechanismen aus praktischen Griinden bevorzugt sind, ist die
Anwendung von ionischen Polymerisationstechniken ebenfalls méglich.

[0038] Die funktionellen Gruppen zur Bindung an der Oberflache, welche in den Initiatormolekilen enthalten
sind, missen an die verwendete Sensoroberflache angepasst sein. Zur Herstellung der Initiator-Monoschicht
auf Metalloxiden, insbesondere Siliciumoxid-Oberflachen (aufgedampfte oder gesputterte SiO,-Schichten,
SiO,-Oberflachen von Siliciumwafern, Glas, Quarz) werden Chlorsilaneinheiten oder Alkoxysilane verwendet.
Thiol- oder Disulfidgruppen kénnen zur Modifikation von Goldoberflachen verwendet werden. Jedoch werden
Silane ublicherweise aufgrund ihrer erhdhten Stabilitat auf Oberflachen bevorzugt. Darlber hinaus ist die vor-
liegende Erfindung nicht auf anorganische Oberflachen beschrankt. Organische Polymeroberflachen kénnen
ebenfalls als Substrate, um die Polymermonoschichten zu tragen, verwendet werden, und es besteht auch die
Maoglichkeit, die Starter fur die Polymerisationsreaktion direkt in ein derartiges, eine Oberflache bildendes Po-
lymer einzuschliel3en.

[0039] Bevorzugte Beispiele fiir Initiatoren, welche fiir die Zwecke der vorliegenden Erfindung verwendet wer-
den kénnen, sind nachstehend aufgelistet, zusammen mit ihren Strukturformeln:
—4,4'-Azobis-(4-cyanopentansaure-(3'-chlordimethylsilyl)propylester), Verbindung 1, oder die jeweiligen Di-
und Trichlor- oder Mono-, Di- und Trialkoxysilananaloga;
- 2,4'-Azo-(4-cyanopentansaure-(3"-chlordimethylsilyl)propylester), Verbindung 2, oder die jeweiligen Di-
und Trichlor- oder Mono-, Di- und Trialkoxysilananaloga; oder die jeweiligen Verbindungen mit einem Un-
decyl-Spacer, statt eines Propyl-Spacers; oder Disulfid- oder Thiolderivate dieses allgemeinen Typs von
Azoverbindungen;
— 4-(3'-Chlordimethylsilyl)propyloxy)benzophenon, 3, oder die jeweiligen Di- und Trichlor- oder Mono-, Di-
und Trialkoxysilananaloga;
— Silan- und Disulfid-/Thiolderivate von Arylazomalodinitrilen, wie Verbindung 4.

Verbindung Struktur
Nr.

[0040] Nach der Initiierung der Polymerisationsreaktion, bevorzugt durch einen Erwarmungsschritt (thermi-
sche Initiierung) oder dem Aussetzen an Strahlung (Photoinitiierung) in Gegenwart von polymerisierbaren Mo-
nomeren, kann man Polymerketten von der Oberflache aus wachsen lassen. Die Polymerisation kann unter
Standardreaktionsbedingungen, die auf dem Fachgebiet bekannt sind, durchgefiihrt werden. Wenn diese
Technik angewendet wird, kdnnen die Pfropfdichten der so erhaltenen Polymermonoschicht tiber einen breiten
Bereich gesteuert werden, zum Beispiel durch Variation der Polymerisationszeit. Darlber hinaus kénnen
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Pfropfdichten erreicht werden, die durch andere Verfahren unerreichbar sind. So kénnen Polymere derart be-
festigt werden, dass der durchschnittliche Abstand zwischen den Verankerungsorten auf der Oberflache 5 nm
oder weniger betragt, z. B. 2 bis 5 nm.

[0041] Vorteilhafterweise kdnnen derartige Pfropfdichten unabhéangig vom Molekulargewicht der befestigten
Ketten erreicht werden, z. B. sogar fur Molekulargewichte von 100.000 g/mol oder mehr.

[0042] Dariber hinaus erméglicht die bevorzugte in-situ-Bildung von Polymerketten auf einer Oberflache ge-
mal der vorliegenden Erfindung die Steuerung des mittleren Molekulargewichts der befestigten Polymerket-
ten, insbesondere ihrer Lange, unabhangig von der Pfropfdichte. Wenn z. B. die Polymerisation in einem L6-
sungsmittel durchgefuhrt wird, in dem die Monomerkonzentration gesteuert werden kann, wird eine héhere
Monomerkonzentration direkt zu einem héheren Molekulargewicht der so erhaltenen Polymere fihren.

[0043] Entsprechend dieser prazisen Steuerung der Parameter Pfropfdichte und Molekulargewicht ist es
moglich, die Eigenschaften der jeweiligen Polymerschichten einer Vielzahl von Anwendungen anzupassen.
Zum Beispiel kdnnen Schichten unterschiedlicher Dicke uber einen breiten Bereich von einigen Nanometern
bis zu einigen Mikrometern erzeugt werden. Es ist auch mdglich, die Eigenschaften der so erhaltenen Schicht
fein abzustimmen, z. B. im Hinblick auf die Erreichbarkeit der funktionellen Gruppen fiir die anschlieRend ge-
koppelten Sonden- und Probenmolekiile, die sich in ihrer GréRe und Struktur betrachtlich unterscheiden kon-
nen.

[0044] Die Polymerketten, die Uber das vorstehende, bevorzugte Verfahren erhalten wurden, behalten ein
Fragment des Initiators in ihrer Struktur zurtick, welche diese an der Oberflache immobilisiert, ndmlich den Ab-
schnitt, der mit dem Verankerungsort beginnt und zu dem vorbestimmten Initiierungspunkt fuhrt, wie er auf dem
Fachgebiet fir alle Initiatortypen, insbesondere solche, die in dieser Anmeldung erwahnt werden, bekannt ist.

[0045] Detaillierte Informationen tber die Synthese von Initiatormolekilen, ihre Reaktion mit der Oberflache
und die bevorzugten Polymerisationsbedingungen sind beschrieben in:

— O. Prucker, J. Rihe, Macromolecules, 1998, 31, 592;

— O. Prucker, J. Rihe, Macromolecules, 1998, 31, 602 und

— O. Prucker, J. Rihe, Langmuir, 1998, 24 (14), 6893.

[0046] Es sollte darauf geachtet werden, nicht umgesetzte Monomere ebenso wie nicht gebundene Polymer-
ketten mit geeigneten Losungsmitteln nach der Polymerisation zu entfernen.

[0047] Die nach diesem Verfahren hergestellten Polymerschichten kénnen auf einer breiten Vielzahl von
Oberflachen angewendet werden, unabhangig von ihrer Form. Sogar Oberflachen, die fir Gbliche Oberfla-
chen-Modifikationsverfahren unzuganglich sind (z. B. innere Oberflachen) kdnnen mit den erfindungsgemalien
Polymermonoschichten bereitgestellt werden, da keine sperrigen Polymermolekile zur Oberflache diffundie-
ren missen.

[0048] Es ist auch mdglich, Anordnungen der Polymermonoschichten in Form von Mustern durch verschie-
dene Mittel zu erzeugen. Ein Weg sind photolithographische Standardverfahren, die entweder nach der Poly-
merisation (Photoablation der Polymere durch Masken), vor diesem Schritt (Photoabbau oder Photoablation
der Initiator-Monoschichtmasken) oder wahrend der Polymerisation mittels Photopolymerisation durch Masken
angewendet werden kénnen. Andere mogliche Verfahren zur Erzeugung von Polymermonoschichten in Form
von Mustern sind das Mikrokontakt-Drucken oder verwandte Verfahren, welche wahrend der Bildung der Initi-
atorschicht oder wahrend der Polymerisation angewendet werden kénnen. Schlief3lich kénnen Tinten-
strahl-Techniken oder andere Mikroplotting-Verfahren verwendet werden, um Initiator-Monoschichten in Form
von Mustern zu erzeugen, welche anschlieRend in Polymermonoschichten in Form von Mustern Gberfiihrt wer-
den. Unter Verwendung von einer dieser Techniken kdnnen Oberflachenstrukturen in GréRenordnungen im Mi-
krometerbereich erzeugt werden. Der hoch parallele Modus der Signalerzeugung und eine signifikante Verbes-
serung bei der Integration von analytischen Daten ist das vielversprechendste Merkmal derartiger Techniken,
welche dementsprechend die Optimierung von automatischen analytischen Verfahren ermoglichen.

[0049] Zum Nachweis einer erfolgreichen Immobilisierung von Proben- oder Sondenmolekilen auf einer Po-
lymermonoschicht kann eine Vielzahl von Techniken angewendet werden. Insbesondere wurde festgestellt,
dass die erfindungsgemafRen Polymerschichten einen signifikanten Zuwachs in ihrer Dicke durchlaufen, der
mit geeigneten Verfahren, z. B. Ellipsometrie, nachgewiesen werden kann. Massensensitive Verfahren kénnen
ebenfalls angewendet werden.
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[0050] Wenn Nukleinsauren, zum Beispiel Oligonukleotide mit einer gewiinschten Nukleotidsequenz oder
DNA-Molekiile in einer biologischen Probe, analysiert werden sollen, kénnen synthetische Oligonukleotid-Ein-
zelstrange mit der Polymermonoschicht umgesetzt werden. Die Reaktion wird unter hoher Luftfeuchte durch-
geflhrt, bevorzugt in einer gepufferten wassrigen Losung. Die Umsetzungstemperatur kann tGber Raumtem-
peratur erhéht werden, solange sie fur die Oligonukleotide nicht schadlich ist. Bevorzugte Temperaturen liegen
im Bereich von 40-60°C. In dieser Anwendung kann eine Vielzahl von identischen synthetischen Oligonukle-
otidstrangen oder ein Gemisch aus verschiedenen Strangen verwendet werden. Wenn verschiedene Strange
verwendet werden, sollten ihre Sequenzen bevorzugt bekannt sein.

[0051] Bevor die so hergestellte Oberflache in einer Hybridisierungsreaktion verwendet wird, werden die nicht
umgesetzten funktionellen Gruppen uber die Zugabe von geeigneten Nukleophilen, bevorzugt C,-C,-Amine
wie einfache priméare Alkylamine (z. B. Propyl- oder Butylamin), sekundare Amine (Diethylamin) oder Amino-
sauren (Glycin), deaktiviert.

[0052] Wenn sie einem Gemisch aus Oligonukleotid-Einzelstrangen, z. B. wie durch PCR erhalten, welche
markiert sind, ausgesetzt werden, werden nur die Oberflachenbereiche, welche synthetische Strange als Son-
den bereitstellen, die zu dem PCR-Produkt komplementar sind, aufgrund der Hybridisierung ein nachweisba-
res Signal beim Scannen zeigen. Um den parallelen Nachweis von unterschiedlichen Oligonukleotidsequen-
zen zu erleichtern, kénnen Druck-Techniken verwendet werden, welche die Trennung der Sensoroberflache in
Bereiche ermoglichen, in denen unterschiedliche Typen von synthetischen Oligonukleotidsonden der Testl6-
sung prasentiert werden.

[0053] Der Begriff "Hybridisierung" kann sich, wie gemaR der vorliegenden Erfindung verwendet, auf stringen-
te oder nicht-stringente Bedingungen beziehen. Wenn nicht ndher ausgefiihrt, sind die Bedingungen bevorzugt
nicht-stringent. Die Hybridisierungsbedingungen kénnen gemaf Ublicher Protokolle eingerichtet werden, wel-
che zum Beispiel in Sambrook, "Molecular Cloning, A Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, N.
Y. (1989), Ausubel, "Current Protocols in Molecular Biology", Green Publishing Associates and Wiley Intersci-
ence, N. Y. (1989) oder Higgins und Hames (Hrsg.), "Nucleic acid hybridization, a practical approach”, IRL
Press Oxford, Washington DC (1985) beschrieben sind. Das Einstellen der Bedingungen liegt im Umfang des
Wissens des Fachmannes und soll gemaf den auf dem Fachgebiet beschriebenen Protokollen bestimmt wer-
den. So wird der Nachweis von nur spezifisch hybridisierenden Sequenzen Ublicherweise stringente Hybridi-
sierungs- und Waschungs-Bedingungen wie zum Beispiel 0,1 x SSC, 0,1% SDS bei 65°C erfordern. Beispiel-
hafte nicht-stringente Hybridisierungsbedingungen fur den Nachweis von homologen oder nicht exakt komple-
mentaren Sequenzen kénnen auf 6 x SSC, 1% SDS bei 65°C eingestellt sein. Wie bekannt ist, stellen die Lan-
ge der Sonde und die Zusammensetzung der Nukleinsaure, die bestimmt werden soll, weitere Parameter der
Hybridisierungsbedingungen dar.

[0054] Die Nukleinsauren, die analysiert werden sollen, kdnnen aus einer DNA-Bibliothek oder einer Genom-
bank, einschliellich synthetischen und semisynthetischen Nukleinsaurebibliotheken, stammen. Bevorzugt um-
fasst die Nukleinsaurebibliothek Oligonukleotide.

[0055] Um ihren Nachweis in einem immobilisierten Zustand zu erleichtern, sollten die Nukleinsduremolekile
bevorzugt markiert sein. Geeignete Marker schlieRen radioaktive, fluoreszierende, phosphorisierende, biolu-
mineszente oder chemolumineszente Marker, ein Enzym, einen Antikérper oder ein funktionelles Fragment
oder funktionelle Derivate davon, Biotin, Avidin oder Streptavidin ein.

[0056] Antikdrper kdnnen polyklonale, monoklonale, chimare oder einzelkettige Antikdrper oder funktionelle
Fragmente oder Derivate von derartigen Antikdrpern einschlieRen, sind jedoch nicht auf diese beschrankt.

[0057] Die allgemeine Methodologie zur Herstellung von Antikérpern ist bekannt und ist zum Beispiel in Koh-
ler und Milstein, Nature 256 (1975), 494, beschrieben worden und in J. G. R. Hurrel, Hrsg., "Monoclonal Hyb-
ridoma Antibodies: Techniques and Applications", CRC Press Inc., Boco Raron, FL (1982), rezensiert worden,
und wurde auch von L. T. Mimms et al., Virology 176 (1990), 604-619, gelehrt. Wie vorstehend angegeben,
bezieht sich der Begriff "Antikdrper” in Ubereinstimmung mit der vorliegenden Erfindung auf monoklonale oder
polyklonale Antikérper. Funktionelle Antikbrperfragmente oder -derivate stellen die gleiche Spezifitat bereit wie
die ursprunglichen Antikérper und umfassen F(ab'),-, Fab-, Fv- oder scFv-Fragmente; siehe zum Beispiel Har-
low und Lane, "Antibodies, A Laboratory Manual”, CSH-Press 1988, Cold Spring Harbor, NY. Bevorzugt ist der
erfindungsgemaRe Antikérper ein monoklonaler Antikérper. Dariiber hinaus kénnen die Derivate in Uberein-
stimmung mit der vorliegenden Erfindung durch Peptidomimetika hergestellt werden. Derartige Herstellungs-
verfahren sind auf dem Fachgebiet bekannt und kénnen von einem Fachmann ohne weiteres angewendet wer-
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den.

[0058] In Abhangigkeit von dem verwendeten Markierungsverfahren kann der Nachweis durch auf dem Fach-
gebiet bekannte Verfahren durchgefiihrt werden, z. B. Giber Laser-Scannen oder die Verwendung von CCD-Ka-
meras. Die vorliegende Erfindung umfasst auch Verfahren, in denen der Nachweis indirekt bewirkt wird. Ein
Beispiel fir einen derartigen indirekten Nachweis ist die Verwendung eines sekundaren markierten Antikor-
pers, der auf eine erste Verbindung wie einen Antikérper gerichtet ist, welcher an das biologische Molekiil (Pro-
benmolekiil) von Interesse bindet.

[0059] Eine weitere Anwendung der erfindungsgemaflen Polymermonoschichten liegt auf dem Feld der Affi-
nitdtschromatographie, z. B. zur Reinigung von Stoffen. Zu diesem Zweck werden Polymerbiirsten mit identi-
schen funktionellen Gruppen oder Sondenmolekiilen bevorzugt verwendet, welche mit einer Probe in Kontakt
gebracht werden. Nachdem der gewtlinschte Stoff durch die Polymerbiirste immobilisiert wurde, kann das nicht
gebundene Material entfernt werden, z. B. in einem Waschschritt. Mit geeigneten Elutionsmitteln kann der ge-
reinigte Stoff dann von der Affinitdtsmatrix getrennt werden.

[0060] Bevorzugte Stoffe, welche auf einer derartigen Matrix immobilisiert werden kénnen, sind Nukleinsau-
remolekule, Peptide oder Polypeptide (oder Komplexe davon, wie Antikorper, funktionelle Fragmente oder De-
rivate davon), Saccharide oder Polysaccharide.

[0061] Eine Regeneration der Oberflachen, nachdem die Immobilisierung stattgefunden hat, ist moglich, je-
doch sind einmalige Anwendungen bevorzugt, um die Qualitat der Ergebnisse sicherzustellen.

[0062] Mit der vorliegenden Erfindung kénnen verschiedene Typen von Proben mit erhdhter Prazision
und/oder verringertem Raumbedarf in seriellen ebenso wie in parallelen Nachweisverfahren analysiert werden.
Die erfindungsgemalRen Sensoroberflachen kénnen deshalb in diagnostischen Instrumenten oder anderen
medizinischen Anwendungen, z. B. zum Nachweis von Komponenten in physiologischen Flissigkeiten wie
Blut, Serum, Sputum etc., dienen.

[0063] Die erfindungsgemaflen Oberflachen kénnen auch Startermolekiile fir synthetische Anwendungen,
insbesondere in der Festphasensynthese, z. B. wahrend der in-situ-Bildung von Oligo- oder Polymeren immo-
bilisieren. Bevorzugt sind die Oligo- oder Polymere Biomolekiile und umfassen Peptide, Proteine, Oligo- oder
Polysaccharide oder Oligo- oder Polynukleinsduren. Als immobilisierte Initiatoren kann ein Monomer dieser
Makromolekiile verwendet werden.

[0064] Dariber hinaus kdnnen die erfindungsgemalen Polymerschichten als Gele bei der Trennung von Mo-
lekulen, bevorzugt von Biomolekilen in einem elektrischen Feld verwendet werden.

[0065] Im Allgemeinen ermdglicht die vorliegende Erfindung die Bereitstellung von homogen modifizierten
Oberflachen mit Uberlegener Pfropfdichte. Indem die passenden Polymerisationsbedingungen ausgewahlt
werden, kédnnen die Pfropfdichte und die Kettenlange und so die Dicke der Polymerschicht gesteuert werden.
Daruber hinaus kénnen strukturierte Oberflachen bereitgestellt werden, z. B. durch Starten der Polymerisation
von Anordnungen von Initiatormolekilen in Form von Mustern. Als Konsequenz kdnnen die Polymermono-
schichten auf die jeweiligen Anwendungen optimal eingestellt werden.

[0066] Die Ausfuhrungsformen der vorliegenden Erfindung werden in den folgenden Punkten weiter veran-
schaulicht:
Ein bevorzugtes Verfahren zum Nachweis der Probennukleinsduremolekiile, bevorzugt der einzelstrangigen
Nukleinsauremolekiile, unter Verwendung einer erfindungsgemaflen Polymerschicht umfasst die Schritte:
a) Bereitstellen einer Oberflache, welche mit einer erfindungsgemalien polyfunktionellen Polymermono-
schicht bedeckt ist
b) Immobilisieren geeigneter Sondenmolekiile, bevorzugt Oligonukleotid-Einzelstrangen, auf der Polymer-
monoschicht Gber eine Umsetzung mit den funktionellen Gruppen, welche in den Polymerketten vorhanden
sind
c) Ermdglichen, dass eine Hybridisierungsreaktion zwischen den Oligonukleotid-Einzelstrangen und den
Probennukleinsduremolekilen stattfindet,
d) Entfernen der nicht-hybridisierten Nukleinsduremolekile in einem Waschschritt und
e) Nachweis der hybridisierten Nukleinsduremolekiile, bevorzugt fluorometrisch.

[0067] Ein bevorzugtes Verfahren zur Reinigung einer Verbindung aus einer Probe unter Verwendung einer
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erfindungsgemafen Polymerschicht umfasst die Schritte:
a) Bereitstellen einer Oberflache, welche mit einer erfindungsgemafien Polymermonoschicht modifiziert
wurde
b) Immobilisieren einer Vielzahl von identischen Sondenmolekilen auf der Polymerschicht
¢) In-Kontakt-Bringen der Probe mit der so erhaltenen Polymerschicht unter Bedingungen, welche ein Bin-
den der Verbindung an das Sondenmolekul erméglichen;
d) und Entfernen des Materials, welches nicht an das Sondenmolekiil gebunden hat, aus der Probe.

[0068] Dieses Verfahren kann ferner den Schritte einschlielRen:
e) Trennen der Verbindung von dem Sondenmolekul durch Verwendung eines geeigneten Elutionsmittels.

[0069] Die folgenden Beispiele veranschaulichen die Erfindung:
(1) Synthese des Initiators
[0070] Als ein Beispiel wird die Herstellung der Verbindung 1 beschrieben. Der Reaktionsweg wird nachste-

hend veranschaulicht. Die Indices i-iii in der Figur beziehen sich auf die Beschreibung der verschiedenen
Schritte im Text.

CH
Na
HO Ec/\/&tufoﬂ\i/\/coz”
CN

| -

N* a
0 e CN

} 1/\/""
i
Pyridin

ON e (o]
W"Y\/l\muff“\i/\/la”\f
o Ch

Me,SIHCI
m 1 (HPICL)

. CN o Me
l:&a 0 N He éi"'Ci
Me 0 CN (1 )

i) Zu einer Suspension aus 40 g Phosphorpentachlorid (PCI,) in 50 ml Methylenchlorid, welche mit einem
Eisbad gekiihlt wurde, wurde eine Suspension aus 10 g 4,4'-Azobis-(4-cyanopentansaure) in 50 ml Methy-
lenchlorid tropfenweise zugegeben. Man lie® das Gemisch auf Raumtemperatur aufwarmen und rihrte
Uber Nacht. Das Uberschussige PCl, wurde abgefiltert und die verbleibende Lésung wurde eingeengt, bis
sich kein weiteres PCI, abtrennte. Das Gemisch wurde nochmals filtriert und das Filtrat wurde zu 300 ml
kaltem Hexan zugegeben, was die Abtrennung des Saurechlorids als einen weilten Feststoff (Ausbeute:
90%) verursachte.

ii) Zu einer Lésung aus 2,7 ml Allylalkohol und 6,5 ml Pyridin in 50 ml Methylenchlorid bei 0°C wurde eine
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Lésung aus 10 g des Saurechlorids in 50 ml Methylenchlorid tropfenweise zugegeben. Man lie3 das Ge-
misch auf Raumtemperatur aufwarmen und rihrte tber Nacht. Dann wurde die Lésung zweimal mit 2 N
H,SO,, wassrigem NaHCO, und Wasser gewaschen. Die organische Schicht wurde tuber Na,SO, getrock-
net und das Lésungsmittel wurde verdampft. Der so erhaltene Bis-allylester wurde aus Methanol umkristal-
lisiert (Ausbeute: 90%).

i) Zu einer Suspension aus 3 g des Bis-allylesters in 30 ml Dimethylchlorsilan wurde eine Lésung aus 30
mg Hexachlorplatinsaure in 0,5 ml Dimethylether/Ethanol (1/1, Vol./Vol.) zugegeben und das Gemisch wur-
de fur 3 h unter Rickfluss erhitzt. Der Silantberschuss wurde verdampft, wobei sich die Verbindung 1 als
fahigriines Ol in quantitativen Ausbeuten ergab. Der restliche Platinkatalysator wurde durch Filtration einer
Methylenchloridlésung des Produkts Uber wasserfreiem Na,SO, entfernt.

(2) Bilden einer Initiator-Monoschicht

[0071] Der unter (1) synthetisierte Initiator wird bei Raumtemperatur auf einer Glasoberflache unter inerten
Bedingungen (Atmosphére aus trockenem Stickstoff) immobilisiert unter Verwendung von wasserfreiem Toluol
als Lésungsmittel und trockenem Triethylamin als Katalysator. Die Toluollésung zeigt eine Konzentration des
Initiators von etwa 50 mmol/l, es wird Triethylamin bis zu einer Konzentration von etwa 10 mmol/l zugegeben.
Die Proben werden in der Losung Uber Nacht belassen und dann durch extensives Spulen mit Methanol und
Chloroform gereinigt.

(3) Synthese des funktionalisierten Monomers
[0072] Als ein Beispiel wird die Synthese von N-Methacryloyl-6-aminocapronsaurehydroxysuccinimidester

beschrieben. Der Reaktionsweg wird nachstehend gezeigt. Die Indices i-iii in dieser Figur beziehen sich auf
die Beschreibung der verschiedenen Schritte im Text.

) 1 NaHCO,
X
0Z NN com
¥
) l NHS, DCC

i) Eine Losung aus 13,2 g 6-Aminocapronsaure und 20 g NaHCQO, in 100 ml Wasser und 50 ml 1,4-Dioxan
wurde langsam zu einer Lésung aus 10,3 ml Methacrylsaurechlorid in 50 ml 1,4-Dioxan zugegeben. Die
Lésung wurde Uber Nacht gertihrt. Dann wurden 50 ml Wasser zugegeben und das Gemisch wurde dreimal
mit 100-ml-Portionen Ethylacetat gewaschen. Die Wasserschicht wurde mit verdiinnter Salzsaure angesau-
ert (pH-Wert 2) und dann mit drei 100 ml-Portionen Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen
Schichten wurden Gber Na,SO, getrocknet, auf ein Volumen von etwa 50 ml eingeengt und zu 350 ml kal-
tem Hexan zugegeben. Dieses Gemisch wurde auf —20°C gekiihlt und das Produkt trennte sich langsam
Uber Nacht als weile Kristalle ab (Ausbeute: ca. 14 g).

i) Eine Losung aus 14 g der Saure in 300 ml Methylenchlorid wurde auf 5°C gekihlt und 8,2 g N-Hydroxy-
succinimid (NHS) und 14,6 g N,N-Dicyclohexylcarbodiimid wurden zugegeben. Das Gemisch wurde Uber
Nacht bei 5°C gehalten. Das Prazipitat (Dicyclohexylharnstoff) wurde abgefiltert und das Losungsmittel wur-
de verdampft. Wahrend dieses Schrittes trennte sich in einigen Fallen zusatzlicher Harnstoff ab und wurde
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ebenfalls abgefiltert. Das rohe Produkt wurde aus Isopropanol umkristallisiert, um etwa 15 g des NHS-Es-
ter-Monomers zu ergeben.

(4) Bildung einer polyfunktionellen Polymermonoschicht

[0073] Ein Comonomergemisch aus N,N-Dimethylacrylamid (DMAA) und dem aus (3) erhaltenen N-Me-
thacryloyl-6-aminocapronsaurehydroxysuccinimidester (C,AE) wird in Dimethylformamid (DMF) als Lésungs-
mittel polymerisiert. Die Monomerkonzentration betragt 4 mmol/l in einem molaren Verhaltnis der Comonomere
DMAA/CAE = 5/1. Die Polymerisation wird bei 60°C durchgefiihrt. Vor der Polymerisation werden die Lésun-
gen alle vorsichtig entgast durch mindestens 3 Gefrier-Tau-Zyklen, um alle Sauerstoffspuren zu entfernen.
Nach der Polymerisation wird jede Probe mit DMF flir mindestens 10 Stunden extrahiert.

(5) Nachweis von Oligonukleotidstrangen

[0074] Die so erhaltene Oberflache wurde 1 nl einer 10 yM Oligonukleotidlésung ausgesetzt und man lasst
die Kupplungsreaktion bei etwa 40-50°C fir zwei Stunden in einer wassrigen Losung voranschreiten.

[0075] Das synthetische Oligonukleotid ist 5-amino-modifiziert, und die Lésung ist mit einem 100 mM Natri-
umphosphatpuffer bei einem pH-Wert von 8,0 gepuffert. Nach der Kupplungsreaktion wird die Sensoroberfla-
che mit Natriumphosphatpuffer gespult. Um die raumliche Ausdehnung der spezifischen Oligonukleotidtypen
auf der Sensoroberflache fiir den parallelen Nachweis zu definieren, wurde der Reaktant auf die Polymer-
schicht aufgedruckt.

[0076] Man liel3 die so hergestellte Oberflache mit einem Cy5-markierten PCR-Produkt in einem Puffer aus 2
x SSC, 10% Dextransulfat und 50% Formamid fir 12 h bei 28°C reagieren. Der DNA-Gehalt betrug 100 ng
DNA/80 pul Probe. Nachdem die Hybridisierungsreaktion stattgefunden hatte, wurde die Oberflache in
SSC-Puffer gewaschen und das Ergebnis wurde fluorometrisch Uiber Laseraktivierung mit einer CCD-Kamera
nachgewiesen. Ein Fluoreszenzsignal konnte nur fur solche Bereiche nachgewiesen werden, welche synthe-
tische Oligonukleotide trugen, die zu dem PCR-Produkt komplementar waren.

Patentanspriiche

1. Polyfunktionelle Polymermonoschicht, umfassend eine Anordnung von Polymerketten, die an einer
Oberflache gebunden sind, erhaltlich durch ein Verfahren, das die Schritte umfasst:
a) Bedecken der Oberflache mit einer Monoschicht eines Polymerisationsinitiators, welcher ein oder mehrere
funktionelle Gruppen umfasst, die zur Bindung an der Oberflache geeignet sind; und
b) Initieren und Durchfihren einer Polymerisationsreaktion in Gegenwart von Monomeren, die funktionelle
Gruppen tragen, die eine Kupplungsreaktion der erhaltenen Polymerkette mit spezifischen Probenmolekiilen
ermdglichen,
wobei jede Polymerkette eine Vielzahl von identischen oder verschiedenen Einheiten umfasst, die eine oder
mehrere funktionelle Gruppen tragen, die eine Wechselwirkung des Polymers mit einem Proben- oder Son-
denmolekul erméglichen, und wobei die Polymerketten ein Fragment des Initiators in ihrer Struktur zurtickbe-
halten, welches diese auf der Oberflache immobilisiert.

2. Polymermonoschicht gemaft Anspruch 1, wobei die Polymerketten kovalent an der Oberflache gebun-
den sind.

3. Polymermonoschicht gemafl Anspruch 1 oder 2, wobei die funktionellen Gruppen aus Carbonsauren,
Maleinimiden, N-Hydroxysuccinimiden, Epoxiden, Isothiocyanaten, Isocyanaten oder Aziden ausgewahlt sind.

4. Polymermonoschicht gemafR einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei das Probenmolekiil oder das Sonden-
molekul aus Proteinen, Peptiden, Polysacchariden oder Nukleinsauren und Derivaten davon ausgewahlt ist.

5. Polymermonoschicht gemaf einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei das Polymer Segmente umfasst, wel-
che die Schicht wasserquellbar machen.

6. Polymermonoschicht gemal Anspruch 5, wobei die Wasserquellbarkeit durch Monomere bereitgestellt
wird, welche aus Acrylsaure, Methacrylsaure, Dimethylacrylamid oder Vinylpyrrolidon ausgewahlt sind.

7. Polymermonoschicht gemaf einem der Anspruche 1 bis 3, 5 und 6, welches weiterhin eine Vielzahl von
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identischen oder verschiedenen Sondenmolekulen umfasst, die an der Polymerkette durch eine Reaktion mit
den funktionellen Gruppen immobilisiert sind.

8. Polymermonoschicht gemafl Anspruch 7, wobei die Sondenmolekile aus Nukleinsauren, PNAs, Poly-
sacchariden, Proteinen und Peptiden ausgewahlt sind.

9. Oberflache, die eine Polymermonoschicht gemaR einem der Anspriiche 1 bis 8 tragt.

10. Oberflache gemal Anspruch 9, wobei die Polymerketten in der Form von musterférmigen Arrays vor-
liegen.

11. Verfahren zur Herstellung einer polyfunktionellen Polymermonoschicht gemaf einem der Anspriiche 1
bis 8, umfassend die Schritte:
a) Bedecken der Oberflache mit einer Monoschicht eines Polymerisationsinitiators, der ein oder mehrere funk-
tionelle Gruppen zur Bindung an der Oberflache umfasst; und
b) Initiieren und Durchfihren einer Polymerisationsreaktion in Gegenwart von Monomeren, die funktionelle
Gruppen tragen, die eine Kupplungsreaktion der erhaltenen Polymerkette mit spezifischen Probenmolekiilen
ermdglichen.

12. Verfahren gemaR Anspruch 11, wobei der Initiator ein Chlorsilan, ein Alkoxysilan, ein Disulfid oder eine
Thiolgruppe umfasst.

13. Verfahren gemaf Anspruch 11 oder 12, wobei der Initiator eine Gruppe umfasst, die aus Azogruppen,
Peroxogruppen oder einer Ketogruppe in Konjugation mit einem aromatischen System, ausgewahlt ist.

14. Verfahren gemafR Anspruch 13, wobei der Initiator eine Gruppe umfasst, die aus aromatischen Ketonen
oder aromatischen Ketonen, die Schwefel enthalten, ausgewahlt ist.

15. Verfahren zur Detektion von Nukleinsaureprobenmolekulen, das eine Polymermonoschicht gemafR An-
spruch 7 oder 8 verwendet, welches die Schritte umfasst
a) Ermdglichen einer Hybridisierungsreaktion zwischen der Sonde und der Probe, gefolgt von
b) Entfernen der nicht hybridisierten Nukleinsduremolekule in einem Waschschritt und
c) Detektion der hybridisierten Nukleinsduremolekdle.

16. Verfahren zur Reinigung einer Verbindung aus einer Probe umfassend die Schritte
(a) Kontaktieren der Probe mit einer Polymermonoschicht gemaR einem der Anspriiche 1 bis 8 unter Bedin-
gungen, die es ermdglichen, dass die Verbindung an die funktionelle Gruppe der Polymerkette oder des Son-
denmolekiils bindet;
(b) und Entfernen des Materials aus der Probe, das nicht an die Polymerschicht oder an ein Sondenmolekiil
gebunden wurde.

17. Verfahren gemafl Anspruch 16, welches weiterhin umfasst
(c) Eluieren des gebundenen Komplexes aus der Polymerschicht.

18. Verfahren gemaf Anspruch 16 oder 17, wobei die Verbindung eine Nukleinsaure, ein (Poly)saccharid
oder ein (Poly)peptid oder ein Komplex davon ist, vorzugsweise ein Antikérper oder ein Fragment oder Derivat
davon.

19. Verwendung einer Oberflache gemal Anspruch 9 oder 10 als eine Affinitatsmatrix.

20. Verwendung einer Oberflache gemaf Anspruch 9 oder 10 in einem Sensorchip.

21. Medizinisches oder diagnostisches Instrument, umfassend eine Oberflache gemal Anspruch 9 oder
10.

22. Verwendung einer Oberflache gemal Anspruch 9 oder 10 zur Immobilisierung von Startermolekilen
zur Bildung von Oligo- oder Polymeren, vorzugsweise zur Nukleinsaure- oder Peptidsynthese.

23. Verwendung einer Polymerschicht gemaf einem der Anspriiche 1 bis 8 als ein Gel bei der Trennung
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von Molekdilen in einem elektrischen Feld.

Es folgt ein Blatt Zeichnungen

15/16



DE 600 29 561 T2 2007.07.19

Anhangende Zeichnungen

Fig. 1

Nachweis von Analyt-DNA

Uber Hybridisierung
P
immobilisierte Oligonukleotidstrange
Fig. 2
funktionelle Polymerbarste
Wm - /
Befestigung von
Oligonukleotidsonden
—p

Nachweis von Analyt-DNA
uber Hybridisierung

Polymerbirste mit Oligonukleotidstrangen
(eigentliche Sensorvorrichtung)
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