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(57) Zusammenfassung: Bei dem Verfahren wird mindestens eine Einheit zum Immobilisieren von makromolekularen Biopoly-
meren eingesetzt, die in einem Substrat integriert ist oder auf dem Substrat aufgebracht ist. Die mindestens eine Einheit zum Immo-
bilisieren wird mit Fangermolekiilen versehen. Eine Probe, die zu erfassende makromolekularen Biopolymere enthalten kann, wird
dann mit der mindestens einen Einheit zum Immobilisieren in Kontakt gebracht. In der Probe enthaltene makromolekulare Biopo-
lymere werden an den Fangermolekiilen gebunden. Mittels einer Markierung wird die Erzeugung eines Chemilumineszenzsignals
angeregt, und das Chemilumineszenzsignal wird von einer in dem Substrat als integrierte Schaltung ausgestaltete Erfassungseinheit
und dadurch die makromolekularen Biopolymere erfasst.
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Beschreibung

Biosensor und Verfahren zum Erfassen von makromolekularen
Biopolymeren mittels mindestens einer Einheit zum

Immobilisieren von makromolekularen Biopolymeren

Die Erfindung betrifft einen Biosensor und ein Verfahren zum
Erfassen von makromolekularen Biopolymeren mittels mindestens
einer Einheit zum Immobilisieren von makromolekularen

Biopolymeren.

Aus [1] bis [4] sind Verfahren zum Erfassen von DNA-Molekiilen
bekannt, bei denen zur Erfassung Biosensoren eingesetzt

werden, die auf Elektrodenanordnungen basieren.

Fig.4a und Fig.4b zeigen einen solchen Sensor, wie er in [1]
und [4] beschrieben ist. Der Sensor 400 weist zwei Elektroden
401, 402 aus Gold auf, die in einer Isolatorschicht 403 aus
Isolatormaterial eingebettet sind. An die Elektroden 401, 402
sind Elektroden-Anschlisse 404, 405 angeschlossen, an denen
das an der Elektrode 401, 402 anliegende elektrische
Potential zugefiihrt werden kann. Die Elektroden 401, 402 sind
als Planarelektroden angeordnet. Auf jeder Elektrode 401, 402
sind DNA-Sondenmolekiile 406 immobilisiert (vgl. Fig.4a). Die
Immobilisierung erfolgt gemidf der sogenannten Gold-Schwefel-
Kopplung. Auf den Elektroden 401, 402 ist der zu
untersuchende Analyt 407, aufgebracht. Der Analyt kann dabei
beispielsweise eine elektrolytische Lésung verschiedener DNA-

Molekiile sein.

Sind in dem Analyt 407 DNA-Str&nge 408 mit einer Sequen:z
enthalten, die zu der Sequenz der DNA-Sondenmoleklile 406
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komplementdr ist, so hybridisieren diese DNA-Strdnge 408 mit

den DNA-Sondenmolekiilen 406 (vgl. Fig.4b).

Eine Hybridisierung eines DNA-Sondenmolekiils 406 und eines
DNA-Strangs 408 findet nur dann statt, wenn die Sequenzen des
jeweiligen DNA-Sondenmolekiils 406 und des entsprechenden DNA-
Strangs 408 zueinander komplementdr sind. Ist dies nicht der
Fall, so findet keine Hybridisierung statt. Somit ist ein
DNA-Sondenmolekiil einer vorgegebenen Sequenz jeweils nur in
der Lage einen bestimmten, ndmlich den DNA-Strang mit jeweils
komplementdrer Sequenz zu binden, d.h. mit ihm zu

hybridisieren.

Findet eine Hybridisierung statt, so verdndert sich, wie aus
Fig.4b ersichtlich, neben anderen elektrischen Parametern
auch die Kapazitdt zwischen den Elektroden. Diese Anderung
der Kapazitdt kann als Messgrofe filir die Erfassung von DNA-

Molekiilen herangezogen werden.

Weiterhin ist ein Reduktions-/Oxidations-Recycling-Verfahren
zum Erfassen makromolekularer Biopolymere aus [1], [2] und
[3] bekannt. Bei diesem befindet sich an den beispielweise zu
erfassenden Proteinen eine redoxaktive Markierung. Nach der
Bindung der zu erfassenden Proteine an Fé&ngermolekile wird
durch diese Markierung ein Zyklus aus Oxidation und Reduktion
von geeigneten Molekiilen ausgelést, der zu einem fiir den
Nachweis der Proteine verwendeten elektrischen Kreisstrom

fihrt.

Hauptsdchlich wird zum Nachweis von makromolekularen
Biopolymeren wie DNA-Molekiilen jedoch optische Verfahren
eingesetzt, die auf der Verwendung von Fluoreszenz-

Farbstoffen beruhen. So ist z.B. aus [5] ist eine
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Vorgehensweise fiir die Untersuchung des Elektrolyts auf die
Existenz eines DNA-Strangs mit vorgegebener Sequenz bekannt.
Bei dieser Vorgehensweise werden die DNA-Strédnge der
gewiinschten Sequenz mit einem Fluoreszenz-Farbstoff markiert
und deren Existenz wird anhand der Fluoreszenzeigenschaften
der markierten Molekiile bestimmt. Hierzu wird Licht
beispielsweise im sichtbaren oder ultravioletten
Wellenldngenbereich auf den Elektrolyten gestrahlt und es
wird das von dem Analyten, insbesondere von dem
nachzuweisenden markierten DNA-Strang, emittierte Licht
erfasst. Aufgrund des Fluoreszenzverhaltens, d.h.
insbesondere‘aufgrund der erfassten, emittierten
Lichtstrahlen wird bestimmt, ob der nachzuweisende DNA-Strang
mit der entsprechend vorgegebenen Sequen% in dem Analyten

enthalten ist oder nicht.

Diese Vorgehensweise ist sehr aufwendig, da eine sehr genaue
Kenntnis iber das Fluoreszenzverhalten des entsprechenden
Markermolekiils am DNA-Strang erforderlich ist und dariber
hinaus eine Markierungsreaktion der DNA-Strdnge vor Beginn
des Verfahrens notwendig ist. Ferner ist eine sehr genaue
Justierung des Erfassungsmittels zum Erfassen der emittierten
Lichtstrahlen erforderlich, damit diese Lichtstrahlen

iiberhaupt erfasst werden kénnen.

Generell sind die auf Basis von Fluoreszenz-Farbstoffen
arbeitenden Erfassungs- und Nachweisverfahren insofern
nachteilig, dass die Fluoreszenzstrahlung durch ein externes
Spektrometer nachgewiesen wird. Diese sind teuer und

aufwédndig im Betrieb.
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Der Erfindung liegt das Problem zugrunde, ein alternatives
Verfahren und eine Vorrichtung fiir die Erfassung von

makromolekularen Biopolymeren bereitzustellen.

Das Problem wird durch das Verfahren und den Biosensor mit

den Merkmalen gemidf den unabhé@ngigen Patentanspriichen geldst.

Bei diesem Verfahren zum Erfassen von makromolekularen
Biopolymeren wird mindestens eine Einheit zum Immobilisieren
von makromolekularen Biopolymeren eingesetzt, welche in einem
Substrat integriert ist oder auf einem Substrat aufgebracht

ist.

Bei dem Verfahren wird die mindestens eine Einheit zum
Immobilisieren von makromolekularen Biopolymeren mit
Fdngermolekiilen versehen, wobei die Fédngermolekiile
makromolekulare Biopolymere binden kénnen. Dann wird eine
Probe mit der mindestens einen Einheit zum Immobilisieren wvon
makromolekularen Biopolymeren in Kontakt gebracht. Dabei kann
die Probe die zu erfassenden makromolekularen Biopolymere
enthalten. In der Probe enthaltene makromolekulare
Biopolymere werden an den Féngermolekiilen gebunden. Dann wird
bei dem Verfahren mittels einer Markierung die Erzeugung
eines Chemilumineszenzsignals angeregt. Dieses
Chemilumineszenzsignal wird von einer Erfassungseinheit
érfasst, die als in dem Substrat integrierte Schaltung
ausgestaltet ist. Dadurch werden die makromolekularen

Biopolymere erfasst.

Einfach ausgedriickt beruht das vorliegende Verfahren auf der
Erkenntnis, dass eine ,on-Chip“-Detektion unter Verwendung
von Chemilumineszenz-Markierungen bzw. - Strahlung mehrere

Vorteile bietet. Erstens bietet sie den Vorteil, dass das
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gesamte Chemilumineszenzsignal zur Erfassung der
makromolekularen Biopolymere herangezogen werden kann, und
dabei - im Gegensatz zu auf Fluoreszenz basierten
Nachweisverfahren - die emittierte Strahlung nicht wvon der
Anregungsstrahlung abgetrennt werden muss. Zweitens kann
durch die Signalerfassung und ggf. die weitere nachfolgende
Signalverarbeitung auf externe Erfassungseinheiten wie
Spektrometer verzichtet werden. Dies ermdéglicht eine
deutliche Vereinfachung und Verkleinerung des apparativen
Aufbaus. Drittens erlaubt die ,on-Chip“-Signaldetektion eine

ortsaufgeldste Messung.

Der hier offenbarte Biosensor zum Erfassen von
makromolekularen Biopolymeren weist mindestens eine Einheit
zum Immobilisieren von makromolekularen Biopolymeren, welche
in einem Substrat integriert ist oder auf dem Substrat.
aufgebracht ist, sowie eine Erfassungseinheit auf. Bei dem
Biosensor ist die mindestens eine Einheit zum Immobilisieren
von makromolekularen Biopolymeren mit Fangermolekiilen
versehen. Dabei kénnen die Fangermolekiile makromolekulare
Biopolymere binden und weisen eine Markierung auf, die ein
Chemilumineszenzsignal erzeugen kann. Bei dem Biosensor ist
ferner die Erfassungseinheit als eine in dem Substrat
integrierte Schaltung ausgestaltet. Sie ist ferner derart
ausgestaltet, dass sie makromolekulare Biopolymere, die an
die Fangermolekiile gebunden haben, mittels des von der

Markierung ausgesandten Signals erfasst.

In einer Ausgestaltung des Biosensors weist die
Erfassungseinheit zur Erfassung des optischen
Chemilumineszenzsignals mindestens eine Photodiode, CCD-

Kamera oder CMOS-Kamera auf.
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In einer anderen Ausfihrungsform weist der Biosensors mehrere
Einheiten zum Immobilisieren von makromolekularen
Biopolymeren in einer regelmédfigen Anordnung (einem Array)
auf. Vorzugsweise ist bei dem Sensor die zumindest eine
Einheit zum Immobilisieren oder die regelmdfige Anordnung der
Einheiten auf der Photodiode, der CMOS-Kamera oder der CCD-
Kamera aufgebracht, d.h. oberhalb dieser Erfassungseinheiten.

Wird eine regelmédffige Anordnung der Erfassungseinheiten

"verwendet, z.B. Photodioden-Felder oder -Arrays, koénnen eine

oder mehrere Einheiten zum Immobilisieren auf jeder

Erfassungseinheit, z.B. jeder Photodiode, aufgebracht sein.

Bei dem hier beschriebenen Verfahren wird mit Hilfe der
Markierung ein Chemilumineszenzsignal erzeugt. Als Markierung
kénnen alle Markierungen eingesetzt werden, die durch eine
chemische Reaktion mittelbar oder unmittelbar die Emission

eines optischen Signals bewirken.

Ein Beispiel fiir eine Markierung, die von sich aus (d.h.
unmittelbar im vorliegenden Sinne) die Erzeugung von
Chemilumineszenzstrahlung bewirken kann, ist die Meerrettich-
Peroxidase, die in der Anwesenheit von Wasserstoffperoxid
(H,02) die Oxidation von cyclischen Diacylhydraziden wie
Luminol katalysiert. Bei dieser chemischen Umsetzung wird ein
Reaktionsprodukt in einem angeregten Zustand gebildet, der
durch Lichtemission in den Grundzustand {ibergeht. Diese
Lichtemission kann durch weitere chemische Reaktionspartner
verstdrkt werden, im Falle des Peroxidase-Luminol-Systems
z.B. durch 4-Iodphenol. Ein weiteres Beispiel ist die
Luciferase aus Photinus pyralis, die in Gegenwart von ATP und
Sauverstoff die Umwandlung von Luciferin in oxidiertes
Luciferin unter Lichtemission katalysiert. Ein anderes

Beispiel ist alkalische Phosphatase, die geeignete 1,2-
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Dioxetane als Substrate verwendet; vgl. [6]. Eine solche
Markierung kann, falls gewlinscht, direkt mit einem der beiden
Bindungspartner (Fdngermolekiil oder zu erfassendes

Biopolymer) verknipft werden.

Es ist jedoch andererseits auch mdglich, als Markierung eine
chemische Verbindung zu verwenden, die selbst keine
Chemilumineszenz-Reaktion auslésen kann, die jedoch:
spezifische Bindungsaffinitdt zu einem Bindungspartner hat,
der seinerseits z.B. mit einer Enzym wie der Meerrettich-
Peroxidase gekoppelt ist. Eine solche Markierung ist z.B.
Biotin. Dieses besitzt eine hohe Bindungsaffinitdt zu dem
Protein Streptavidin. Wird Streptavidin z.B. mit der oben
genannten Meerrettich-Peroxidase gekoppelt, ist dieses
Reagenz in der Lage, einerseits an Biotin, das als Markierung
z.B. in ein nachzuweisende Biopolymer eingebaut worden ist,
zu binden, und andererseits ein Chemilumineszenz-Reaktion
auszuldsen. Daraus wird ersichtlich, dass als Markierung/
Markierungskomponente der Féngermolekiile oder zu erfassenden
Biopolymere vorliegend auch Verbindungen wie Biotin, Avidin
oder Digoxigenin eingesetzt werden koénnen. Die Verwendung
dieser mittelbar arbeitenden Markierungen kann von Vorteil
sein, da sie bildlich gesprochen, am Anfang einer
Signalverstdrkungskaskade stehen, und deshalb die

Nachweisempfindlichkeit des Verfahrens steigern koénnen.

Unter Erfassen wird im Sinne der Erfindung sowohl der
qualitative als auch quantitative Nachweis wvon
makromolekularen Biopolymeren in einem (zu untersuchenden)
Analyten verstanden. Dies bedeutet, dass der Begriff
"FErfassen" ebenfalls einschliefft, die Abwesenheit wvon

makromolekularen Biopolymeren im Analyten festzustellen.
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Unter "Einheit zur Immobilisierung" wird im Sinne der
Erfindung eine Anordnung verstanden, die eine Oberflidche
aufweist, auf der die Fédngermolekiile immobilisiert werden
kénnen, d.h. an die die Fangermolekiile durch physikalische
oder chemische Wechselwirkungen binden kénnen. Diese
Wechselwirkungen schlieffen hydrophobe oder ionische
(elektrostatische) Wechselwirkungen und kovalente Bindungen
ein. Beispiele flir geeignete QOberfldchen-Materialien, -die fiur
die mindestens eine Einheit zur Immobilisierung verwendet
werden koénnen, sind Metalle wie Gold oder Silber, Kunststoffe
wie Polyethylen- oder Polypropylen oder anorganische Stoffe

wie Siliziumdioxid, z.B. in Form von Glas.

Ein Beispiel fir eine physikalische Wechselwirkung, die eine
Immobilisierung der Fangermolekilile bewirkt, ist eine
Adsorption an der Oberflédche. Diese Art der Immobilisierung
kann beispielsweise stattfinden, wenn das Mittel zur
Inmobilisierung ein Kunststoffmaterial ist, das fiir die
Herstellung von Mikrotiterplatten verwendet wird (z.B.
Polypropylen). Allerdings ist eine kovalente Verknipfung der
Féangermolekiile an die Einheit zum Immobilisieren bevorzugt,
weil dadurch die Orientierung der Fdngermolekiile gesteuert
werden kann. Die kovalente Verkniipfung kann iUber jede
geeignete Verkniipfungschemie (,Linker-Chemie") erfolgen.

In einer Ausgestaltung des Verfahrens ist die mindestens eine
Einheit zum Immobilisieren auf einer Elektrode oder einer

Photodiode aufgebracht.

Die Erfassungseinheit des hier verwendeten Biosensor ist als
in dem Substrat integrierte Schaltung ausgestaltet. Dies
bedeutet, dass die Einheit zum Immobilisieren entweder auf
demselben Substrat angeordnet ist oder in diesem

(gemeinsamen) Substrat integriert ist. Dies schliefit die
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Mdglichkeit ein, dass die mindestens Einheit zum
Immobilisieren z.B. in einer Aufnahmeeinheit fiur das Substrat
angeordnet ist. Ein Beispiel filir ein geeignetes Substrat ist
z.B. ein Halbleiter-Chip, insbesondere ein CMOS-Chip oder
Silicium-Wafer. Eine Aufnahmeeinheit kann z.B. ein Geh&use
sein oder eine Halterung, die z.B. ein Substrat wie einen
Halbleiterchip aufnimmt. Dabei kann die Erfassungseinheit in
jeder beliebigen rédumlichen Orientierung zu der.Einheit zum
Immobilisieren angeordnet sein, die es ermdglicht, ein
Chemilumineszenzsignal zu erfassen, das auf/oberhalb bzw. in
der unmittelbaren Umgebung der Einheit zum Immobilisieren von
der Markierung erzeugt wird. Als Substrat ist generell jedes
Material, insbesondere jedes Halbleitermaterial, geeignet, in
das die Erfassungseinheit als Schaltung eingebettet werden

kann.

In einer Ausgestaltung des Verfahrens wird das
Chemilumineszenzsignal von einer Markierung erzeugt, die sich

an den zu erfassenden makromolekularen Biopolymeren befindet.

In einer alternativen Ausfihrungsform des Verfahrens wird das
Chemilumineszenzsignal von einer Markierung erzeugt, die sich
an den Fadngermolekiilen befindet. Diese Ausfiihrungsform bietet
insbesondere den Vorteil, dass zu erfassende makromolekulare
Biopolymere nicht zuvor fir ihren Nachweis markiert werden
miissen. Dadurch wird die Gefahr vermieden, dass
moéglicherweise ein Teil der Probe oder eventuell die gesamte
Probe bei der Markierungsreaktion verloren geht, oder dass
die Markierungsreaktion nicht vollstédndig ablauft und so das

Ergebnis verfdlscht.

Bei dieser Ausgestaltung werden Fédngermolekiile, an die keine

zu erfassenden makromolekularen Biopolymere gebunden haben,
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entfernt, bevor die Markierung zur Erzeugung des

Chemilumineszenzsignals angeregt wird.

Als makromolekulare Biopolymere konnen mit dem vorliegenden
Verfahren insbesondere Nukleinsduren, Oligonukleotide,
Proteine oder Komplexe aus Nukleinsduren und Proteinen
erfasst werden.

Bei einer bevorzugten Ausfiihrungsform des Verfahrens ist die
mindestens eine Einheit zum Immobilisieren auf der
Erfassungseinheit, z.B. direkt oberhalb der

Erfassungseinheit, aufgebracht.

Bei einer Weiterbildung sind mehrere Einheiten zum

Immobilisieren in einer regelmé&figen Anordnung auf mehreren

Erfassungseinheiten aufgebracht.

Bevorzugt ist ein Verfahren, beil dem als die
Erfassungseinheit oder die mehreren Erfassungseinheiten eine
Photodiode, eine CCD-Kamera oder eine CMOS-Kamera verwendet
wird. In einer bevorzugten Ausfihrungsform wird als

Erfassungseinheit eine Photodiode eingesetzt.

Bei einer Ausgestaltung des Verfahrens wird zur Erfassung der
Biopolymere ein elektrisches Signal verwendet, das die Folge
der ersten Stufe der Erfassungseinheit ist, die das
Chemilumineszenzsignal in ein elektrisches Signal umsetzt.
Allgemein gesagt wird dieses elektrische Signal also indirekt

durch das Chemilumineszenzsignal hervorgerufen.

Dieses elektrische Signal (in) der Erfassungseinheit ist
vorzugsweise ein elektrischer Strom wie ein Photostrom oder

eine Spannung wie eine Photospannung bei der Photodiode. Die



10

15

20

25

30

WO 03/014695 PCT/DE02/02706
11

Erfassung des optischen Chemilumineszenzsignals, z.B. durch
Integration des elektrischen Signals, wird bevorzugt tber

mehrere Minuten durchgefihrt.

Insbesondere im Falle von Mehrfach- oder Parallel-
Bestimmungen ist es bei dem Verfahren vorteilhaft, das jede
einzelne Erfassungseinheit zur Erfassung des elektrischen
Signals individuell ansteuerbar ist. Dadurch wird eine
Verfédlschung des Messergebnis z.B. durch einfallende

Streustrahlung benachbarter Sensorfelder vermieden.

An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, dass die hier
offenbarte Gestaltung des Biosensors wegen des Wegfalls einer
auflerhalb des Reaktionsbereichs angeordneten
Erfassungsvorrichtung wie einem Konfokal-Mikroskop oder einem
Réntgenfilm nicht nur einen vereinfachten Aufbau bietet.
Vielmehr ermdglicht der hier beschriebene Aufbau eine
kontinuierliche Messung flir jede Einheit zum Immobilisieren.
Dies ist insbesondere wichtig und vorteilhaft, wenn z.B.
Vorgédnge, die die Reaktionsdynamik oder -kinetik betreffen,

untersucht werden sollen.

In einer weiteren vorteilhaften Ausgestaltung des Verfahrens
wird als Einheit zum Immobilisieren von makromolekularen

Biopolymeren ein Nanopartikel verwendet.

Unter einem Nanopartikel wird im Sinne der Erfindung ein
Partikel verstanden, der durch sogenannte
Nanostrukturierungs-Verfahren erhalten werden kann.
Nanostrukturierungs-Verfahren, die zur Erzeugung solcher
Nanopartikel auf geeigneten Substraten herangezogen werden
konnen, sind beispielsweise die in [7] und [8] beschriebene

Verwendung von Block-Copolymer-Microemulsionen oder die in



10

15

20

25

30

WO 03/014695 PCT/DE02/02706
12

[9] beschriebenen Verwendung von Kolloidpartikeln als
Strukturierungsmasken. Das in [9) beschriebene Verfahren ist
im Prinzip analog zu einem im Bereich der Substrat-
Strukturierung iiblicherweise eingesetzten Lithographie-
Verfahren. Daher sei hier betont, das ein Nanopartikel im
Sinne der Erfindung folglich nicht auf diejenigen Partikel
beschrankt ist, die durch eines der hier beispielhaft
genannten Verfahren erhalten werden. Vielmehr ist ein solcher
Nanopartikel jeder Partikel, dessen Durchmesser im Nanometer-
Bereich liegt, d.h. allgemein im Bereich von 2 bis 50 nm,
vorzugsweise im Bereich von 5 bis 20 nm, besonders bevorzugt

im Bereich von 5 bis 10 nm.

Eine "Einheit zur Immobilisierung, die ein Nanopartikel ist",
die im folgenden auch nanopartikelfdrmige Einheit genannt
wird, ist folglich ein oben beschriebener Nanopartikel, der
eine Oberflache aufweist, auf der die Fangermolekiile
immobilisiert werden kénnen, d.h. die Oberflache ist so
beschaffen, dass an ihr die Fangermolekiile durch
physikalische oder chemische Wechselwirkungen binden kénnen.
Diese Wechselwirkungen schliefen hydrophobe oder ionische
(elektrostatische) Wechselwirkungen und kovalente Bindungen
ein. Beispiele fiir geeignete Oberfl&dchen-Materialien, die fir
die mindestens eine nanopartikelférmige Einheit zur
Immobilisierung verwendet werden kodnnen, sind Metalle wie
Gold oder Silber, halbleitende Materialien wie Silizium,
Kunststoffe wie Polyethylen- oder Polypropylen oder
Siliziumdioxid, z.B. in Form von Glas. Nanopartikelfdérmige
Einheiten aus Kunststoffen und Siliziumdioxid sind dabei
durch Verwendung der in [9] beschriebenen Kolloidmasken-
Verfahren erhdltlich. Nanopartikelfdérmige Einheiten aus
halbleitenden Materialien wie Silizium kdénnen beispielsweise

auch durch das Stranski-Krastanov-Verfahren gebildet werden.
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Durch Oxidation solcher Nanopartikel aus Silizium sind
weiterhin nanopartikelf&érmige Einheiten aus Siliziumdioxid

erhdltlich.

Aufgrund der oben beschriebenen Herstellungsverfahren nehmen
nanopartikelfdrmige Einheiten zum Immobilisieren, die auf
geeigneten Substratoberflédchen (Halte-Bereiche),
beispielweise von Photodioden oder CCDs, aufgebracht sind,
eine regelmaRige Anordnung ein, mit Abst&nden voneinander im
Bereich einiger 10 Nanometer, beispielsweise von ca. 10 bis
30 nm auf diesen Oberfldchen. Die Art der Anordnung und der
Abstand der Nanopartikel voneinander héngt ebenso wie die
GroRe der Nanopartikel von dem jeweiligen Verfahren zur

Ausbildung der Nanopartikel ab.

Ein Vorteil bei der Verwendung von nanopartikelfdrmigen
Einheiten zum Immobilisieren besteht darin, dass auf diesen
Nanopartikeln eine genau definierte Anzahl von
Fangermolekiilen immobilisiert werden kann. Dies ist
insbesondere bei der quantitativen Erfassung von
makromolekularen Biopolymeren mittels des vorliegenden
Verfahrens von Vorteil. Ein weiterer Vorteil bei der
Verwendung von Nanopartikeln als Einheiten zum Immobilisieren
bietet sich dadurch, dass durch den Abstand der Nanopartikel
untereinander, d.h. die r&umliche Trennung der
Fangermolekiile, eine bessere rdumliche Zugénglichkeit der
Fangermolekiile fiir die daran bindenden makromolekularen
Biopolymere gegeben ist und somit die Wahrscheinlichkeit
einer Wechselwirkung erhdht wird. Die Ausbildung als

Nanopartikel vergréfert zudem die effektive Oberfléache.

Unter makromolekularen Biopolymeren werden hier

beispielsweise (ldngerkettige) Nukleinsduren wie DNA-
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Molekiile, RNA-Molekiile, PNA-Molekiile oder cDNA-Molekiile oder
kiirzere Oligonukleotide mit z.B. 10 bis 50 Basenpaaren (bp),
insbesondere 10 bis 30 bp verstanden. Die Nukleinsduren
kénnen doppelstrédngig sein, jedoch auch zumindest
einzelstridngige Bereiche aufweisen oder, zum Beispiel durch
vorangehende thermische Denaturierung (Strangtrennung) fir
ihren Nachweis, als Einzelstrénge vorliegen. Die Sequenz der
zu erfassenden Nukleinsduren kann dabei zumindest teilweise
oder vollstdndig vorgegeben, d.h. bekannt sein. Weitere
makromolekulare Biopolymere sind Proteine oder Peptide. Diese
kdénnen aus den iiblicherweise in Proteinen vorkommenden 20
Aminosduren aufgebaut sein, aber auch natirlich nicht
vorkommende Aminosduren enthalten oder z.B. durch Zuckerreste
(Oligosaccharide) modifiziert sein oder post-translationale
Modifikationen enthalten. Ferner kénnen auch Komplexe aus
mehreren unterschiedlichen makromolekularen Biopolymeren
erfasst werden, beispielsweise Komplexe aus Nukleinsduren und

Proteinen.

Sollen als makromolekulare Biopolymere Proteine oder Peptide
erfasst werden, so werden als Fadngermolekiile bevorzugt
Liganden verwendet, die die zu erfassenden Proteine oder
Peptide spezifisch binden kdnnen. Die Fangermolekﬂle/
Liganden sind vorzugsweise durch kovalente Bindungen mit der

Einheit zur Immobilisierung verknupft.

Als Liganden flir Proteine und Peptide kommen niedermolekulare
Enzymagonisten oder Enzymantagonisten, Pharmazeutika, Zucker
oder Antikd&rper oder andere geeignete Moleklile in Betracht,

die die F&dhigkeit besitzen, Proteine oder Peptide spezifisch

zZu binden.



10

15

20

25

30

WO 03/014695 PCT/DE02/02706
15

Wenn DNA-Molekiile (Nukleins&uren oder Oligonukleotide) einer
vorgegeben Nukleotidsequenz mit dem hier beschriebenen
Verfahren erfasst werden, so werden sie vorzugsweise in
einzelstrédngiger Form erfasst, d.h. sie werden ggf. vor der
Erfassung durch Denaturierung wie vorstehend erliutert in
Einzelstrénge iberfiihrt. In diesem Fall werden als
Fangermolekiile dann vorzugsweise DNA-Sondenmolekiile mit einer
zu dem einzelstrédngigen Bereich komplement&dren Sequenz
verwendet. Die DNA-Sondenmolekiile kénnen wiederum
Oligonukleotide oder auch l&ngere Nukleotidsequenzen
aufweisen, solange diese keine der intermolekularen
Strukturen ausbilden, die eine Hybridisierung des
Sondenmolekiils mit der zu erfassenden Nukleinsdure
verhindern. Allerdings ist es auch mdglich, DNA-bindende

Proteine oder Agenzien als Fangermolekiil einzusetzen.

Anzumerken ist, dass es selbstverstdndlich méglich ist, mit
dem vorliegenden Verfahren nicht nur eine einzige Art von
Biopolymeren in einer einzelnen Messreihe zu erfassen.
Vielmehr kénnen mehrere makromolekulare Biopolymere
gleichzeitig oder auch nacheinander erfasst werden. Dazu
kénnen auf der Einheit zum Immobilisieren mehrere Arten von
Fangermolekiilen, von denen jedes eine (spezifische)
Bindungsaffinitdt fir ein bestimmtes zu erfassendes
Biopolymer aufweist, gebunden werden, und/oder es kdnnen
mehrere Einheiten zum Immobilisieren eingesetzt werden, wobei
an jeder von diesen Einheiten nur eine Art von Fédngermolekil
gebunden wird. Bei diesen Mehrfachbestimmungen wird fiir jedes
zu erfassende makromolekulare Biopolymer vorzugsweise eine
von den anderen Markierungen durch die Wellenldnge des
ausgesandten Chemilumineszenzsignals unterscheidbare

Markierung verwendet.
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In einem ersten Verfahrensschritt wird die zumindest eine
Einheit zum Immobilisieren mit den Fé&ngermolekiilen versehen,
wobei diese in einer Ausgestaltung des Verfahrens eine
Markierung aufweisen, mittels der das detektierbare Signal

erzeugt werden kann.

Eine zu untersuchende Probe, vorzugsweise ein fliissiges
Medium wie ein Elektrolyt, wird dann mit der Einheit zum
Immobilisieren in Kontakt gebracht. Dies erfolgt in der
Weise, dass die makromolekularen Biopolymere an die
Fangermolekile binden kénnen. Flir den Fall, dass sich in dem
Medium mehrere zu erfassende makromolekulare Biopolymere
befinden, werden die Bedingungen so gewdhlt, dass diese
jeweils zur gleichen Zeit oder nacheinander an ihre

entsprechendes Fangermolekiill binden kénnen.

Nachdem eine ausreichende Zeitdauer gewartet worden ist,
damit die makromolekularen Biopolymere an das entsprechende
Fangermolekil bzw. die entsprechenden Fdngermolekiile binden
konnten, werden nicht gebundene Fidngermolekiile von der
Einheit bzw. den Einheiten zum Immobilisieren, auf der bzw.
auf denen sie sich befinden, entfernt. Bei der
Ausfihrungsform des Verfahrens, bei dem die Fangermolekiile
mit der Markierung versehen sind, ist dieser Schritt
obligatorisch. Jedoch kdnnen ungebundene Fangermolekiile auch
in dem Fall entfernt werden, wenn die nachzuweisende

Biopolymere die Markierung tragen.

Sollen als makromolekulare Biopolymere Proteine oder Peptide
erfasst werden, so werden die nicht gebundenen, vorzugsweise
Uber eine kovalente Bindung immobilisierten und als

Fédngermolekiile verwendeten Liganden von der mindestens einen

Einheit zum Immobilisieren entfernt, indem ein Material mit
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der mindestens einen Einheit zum Immobilisieren in Kontakt
gebracht wird. Dabei ist das Material imstande, die chemische
Verbindung zwischen dem Liganden und der Einheit =zum

Immobilisieren zu hydrolysieren.

Fiir den Fall, dass die Fangermolekiile niedermolekulare
Liganden sind, lassen sich diese, falls ungebunden, auch

enzymatisch entfernen.

Hierzu sind die Liganden liber eine enzymatisch spaltbare
Verbindung kovalent mit der Einheit zur Immobilisierung

verbunden, beispielsweise {iber eine Esterverbindung.

In diesem Falle kann beispielsweise eine Carboxylester-
Hydrolase (Esterase) eingesetzt werden, um ungebundene
Ligandenmolekiile zu entfernen. Dieses Enzym hydrolysiert
diejenige Esterbindung zwischen der Einheit zur
Immobilisierung und dem jeweiligen Ligandenmolekil, das nicht
von einem Peptid oder Protein gebunden wurde. Dagegen bleiben
die Esterverbindungen zwischen der Einheit zum Immobilisieren
und denjenigen Molekiilen, die eine Bindungswechselwirkung mit
Peptiden oder Proteinen eingegangen sind, aufgrund der
verminderten sterischen Zugdnglichkeit, die durch die
Raumerfiillung des gebundenen Peptids oder Proteins eintritt,

unversehrt.

Fiir den Fall, dass die Fangermolekiile DNA-Stridnge sind,
erfolgt die Entfernung der nicht gebundenen Fdngermolekiile
enzymatisch, beispielsweise mit Hilfe eines Enzyms mit
Nukleaseaktivitdt. Vorzugsweise wird als Enzym mit
Nukleaseaktivitdt ein Enzym verwendet, das selektiv
einzelstrédngige DNA abbaut. Hierbei ist die Selektivité&t des

abbauenden Enzyms fir einzelstrdngige DNA zu berlicksichtigen.
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Besitzt das fiir den Abbau nicht hybridisierter DNA-
Einzelstrange ausgewdhlte Enzym diese Selektivitét nicht, so
wird modglicherweise auch die zu erfassende DNA, die in Form
eines doppelstrdngigen Hybrids mit dem Fangermolekiil

vorliegt, unerwiinschterweise ebenfalls abgebaut.

Insbesondere kénnen zum Entfernen der nicht gebundenen DNA-
Fangermolekiile, die nachfolgend auch als Sondenmolekiile
bezeichnet werden, von der jeweiligen Elektrode DNA
Nukleasen, beispielsweise eine Nuklease aus Mung-Bohnen, die
Nuklease Pl oder die Nuklease S1 verwendet werden. Ebenfalls
kénnen DNA-Polymerasen, die aufgrund ihrer

5/-» 3’ Exonukleaseaktivitédt oder ihrer

3> 5’ Exonukleaseaktivitdt imstande sind, einzelstrédngige

DNA abzubauen, verwendet werden.

Nach dem Entfernen der nicht gebundenen Fadngermolekiile werden
die makromolekularen Biopolymere mittels der Markierung von
der Erfassungseinheit erfasst. Der hier flir diesen Zweck
verwendete Biosensor ist derart gestaltet, dass die Messung
ortsaufgeldst direkt auf dem Sensor erfolgt, indem z.B. die
Einheit zum Immobilisierung direkt auf einer zur Messung
verwendeten Photozelle aufgebracht ist. Weiterhin kénnen in
dem Sensor Schaltungselemente flir das individuelle Ansteuern
jeder Erfassungseinheit sowie eine entsprechende Auswerte-
und Signalverarbeitungseinheit aufweisen. Dabei kann diese
Auswerteinheit neben dem Integrator fiir das elektrische
Signal z.B. einen Analog/Digitalwandler und/oder einen
Vorverstarker fiir die Erfassung des elektrischen Signals
aufweisen. Vorzugsweise sind alle diese Einheiten in den

Sensor integriert.
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Dies hat den Vorteil einer vereinfachten Messanordnung. Eine
solche Messanordnung kann z.B. mittels einer CMOS-Kamera oder

einem CCD realisiert werden.

Bei dem Verfahren kann als Referenzmessung eine Messung des
Signals durchgefihrt werden, bevor oder nachdem die
mindestens eine Einheit zum Immobilisieren von
makromolekularen Biopolymeren mit den Fangermolekiilen
versehen wird. Anschliefend wird die zur Erfassung dienende
Messung durchgefiihrt. In beiden Fédllen werden die ermittelten
Werte aus den beiden Messung des erhaltenen (elektriéchen)
Signals miteinander verglichen. Wenn die Signalintensité&t der
gemessenen Werte sich in einer Weise unterscheiden, dass die
Differenz der ermittelten Werte grdfRer ist als ein
vorgegebener Schwellenwert, so wird angenommen, dass
makromolekulare Biopolymere an Fangermolekiile gebunden haben
und dadurch die Verédnderung der Intensitdt des am Empfénger
empfangenen Signals verursacht worden ist. Ist der ermittelte
Wert kleiner als der Schwellenwert, wird andererseits
angenommen, dass keine Biopolymere an die Féngermolekiile
gebunden haben, d.h. auch nicht in einer untersuchten Probe

vorhanden waren.

Ausfiihrungsbeispiele der Erfindung sind in den Figuren

dargestellt und werden im weiteren ndher erldutert.
Es zeigen

Figuren la bis 1lc einen Biosensor zu unterschiedlichen
Verfahrenszustédnden, anhand denen das Verfahren gemif
einem Ausfihrungsbeispiel der Erfindung erl&utert

wird;
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Figuren 2a bis 2c einen Biosensor zu unterschiedlichen
Verfahrenszustédnden, anhand denen das Verfahren geméfs
einem weiteren Ausfihrungsbeispiel der Erfindung

erldutert wird;

Figuren 3a bis 3f einen Biosensor, mit dem eine weitere
Ausfihrungsform der hier beschriebenen Verfahren

durchgefihrt werden kann;

Figuren 4a und 4b eine Skizze zweier Planarelektroden,
mittels derer die Existenz zu erfassender DNA-Strénge
in einem Elektrolyt (Figur 2a) bzw. deren

Nichtexistenz (Figur 2b) nachgewiesen werden koénnen

Fig.l zeigt einen Ausschnitt aus einem Biosensors 100, mit
dem ein erstes Ausfilhrungsbeispiel des hier beschriebenen

Verfahren durchgefiihrt werden kann.

Fig.la zeigt den Biosensor 100 mit einer ersten Photodiode
101 und einer zweiten Photodiode 102, die in einer Schicht

103 aus Halbleitermaterial angeordnet sind.

Die erste Photodiode 101 und die zweite Photodiode 102 sind
iber erste elektrischen Anschlisse 104 bzw. zweite
elektrische Anschliisse 105 mit einer Auswerteeinheit (nicht
dargestellt) verbunden. Diese Auswerteeinheit kann in dem
Sensor 100 integriert sein. Die beiden Photodioden 101, 102
sind ferner mit einer Oxidschicht 106 und einer ersten
Einheit 107 zum Immobilisieren von makromolekularen
Biopolymeren bzw. einer zweiten Einheit 108 zum
Immobilisieren von makromolekularen Biopolymeren versehen.
Die Einheiten zum Immobilisieren 107 und 108 sind aus Gold

hergestellt.
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Alternativ kdnnen die Einheiten 107, 108 zum Immobilisieren
auch aus Siliziumoxid hergestellt sein und mit einem Material
beschichtet werden, das geeignet ist, Fangermolekiile zu

immobilisieren.

Beispielsweise konnen bekannte Alkoxysilanderivate verwendet

werden wie

o 3-Glycidoxypropylmethyloxysilan,

] 3-Acetoxypropyltrimethoxysilan,

. 3-Aminopropyltriethoxysilan,

. 4- (Hydroxybutyramido)propyltriethoxysilan,

. 3-N,N-bis(2-hydroxyethyl)aminopropyltriethoxysilan,

oder andere artverwandte Materialien, die imstande sind, mit
ihrem einen Ende eine Bindung, z.B. eine kovalente Bindung,
mit der Oberflédche des Siliziumoxids einzugehen und mit ihrem
anderen Ende dem zu immobilisierenden Sondenmolekiil eine
chemisch reaktive Gruppe wie einen Epoxy-, Acetoxy-, Amin-
oder Hydroxylrest zur Reaktion anzubieten. Alternativ kann

z.B. Poly-L-Lysin verwendet werden.

Reagiert ein zu immobilisierendes Fa&ngermolekiil mit einer
solchen aktivierten Gruppe, so wird es liber das gewdhlte
Material als eine Art kovalenter Linker auf der Oberflédche

der Beschichtung auf der Einheit zum Immobilisieren gebunden.

Auf den Einheiten zum Immobilisieren 107 und 108 werden DNA-

Sondenmolekiile 109, 110 als Fé&ngermolekiile aufgebracht.

Dabei sind auf der ersten Photodiode 101 mittels der Einheit

107 erste DNA-Sondenmolekiile 109 mit einer zu einer
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vorgegebenen ersten DNA-Sequenz komplementdren Sequenz
aufgebracht. Die DNA-Sondenmolekiile 109 sind jeweils mit
einer ersten ein Chemilumineszenzsignal erzeugenden

Markierung 111 wversehen.

Als Markierung kann Biotin verwendet werden, das sowohl am
5'- als auch am 3'-Terminus eines DNA-Fidngermolekiils 109

eingebaut werden kann; vgl. [10).

Auf der zweiten Photodiode 102 sind zweite DNA-Sondenmolekiile
110 mit einer Sequenz, die komplementdr ist zu einer
vorgegebenen zweiten DNA-Sequenz ist, aufgebracht. Die DNA-
Sondenmolekiile 110 sind jeweils mit einer zweiten Markierung
112 markiert. Als Markierung 112 kann dabei z.B. Digoxigenin

eingesetzt werden; vgl. [11].

An die Purinbasen Adenin (A), Guanin (G), und Pyrimidinbasen
Thymin (T) bzw. Uracil (U) im Falle einer oben beschriebenen
Markierung, oder Cytosin (C), koénnen jeweils zu den Sequenzen
der Sondenmolekiile komplementdre Sequenzen von DNA-Stringen
in der Ublichen Weise, d.h. durch Basenpaarung iliber
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen A und T oder bzw.
zwischen C und G, hybridisieren. Bei Verwendung anderer
Nukleinsduremolekiile werden entsprechend andere Basen, im

Falle eines RNA-Moleklils beispielsweise Uridin (U) verwendet.

Fig.la zeigt ferner einen Elektrolyten 113, der mit den
Photodioden 101, 102 und den DNA-Sondenmolekiilen 108, 109 in
Kontakt gebracht wird.

Fig.lb zeigt den Biosensor 100 fiir den Fall, dass in dem
Elektrolyten 113 DNA-Strédnge ‘114 enthalten sind, die eine

vorgegebene erste Nukleotidsequenz aufweisen, die
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komplementdr ist zu der Sequenz der ersten DNA-Sondenmolekiile
109.

In diesem Fall hybridisieren die zu den ersten DNA~
Sondenmolekiilen 109 komplementdren DNA-Strédnge 114 mit den
ersten DNA-Sondenmoleklilen 109, die auf der ersten Photodiode

101 aufgebracht sind.

Da die Sequenzen von DNA-Strédngen nur mit der jeweils
spezifischen Komplementdrsequenz hybridisieren, hybridisieren
die zu den ersten DNA-Sondenmolekiilen komplementdren DNA-

Strédnge nicht mit den zweiten DNA-Sondenmolekiilen 110.

Wie aus Fig.1lb ersichtlich ist, ist das Resultat nach
erfolgter Hybridisierung, dass sich auf der ersten Photodiode
101 hybridisierte Molekiile befinden, d.h. doppelstréngige
DNA-Molekiile immobilisiert sind. Auf der zweiten Photodiode
102 sind nur die zweiten DNA-Sondenmolekiile 110 als weiterhin

einzelstréngige Molekiile vorhanden.

In einem weiteren Schritt wird mittels eines (biochemischen)
Verfahrens, beispielsweise durch Zugabe von DNA-Nukleasen zu
dem Elektrolyten 113, eine Hydrolyse der einzelstrdngigen
DNA-Sondenmolekiile 110 auf der zweiten Photodiode 102
bewirkt.

Hierbei ist die Selektivitdt des abbauenden Enzyms fir
einzelstrdngige DNA zu berilicksichtigen. Besitzt das fiir den
Abbau der nicht hybridisierten DNA-Einzelstrédnge ausgewdhlte
Enzym diese Selektivitdt nicht, so wird mdéglicherweise die
als doppelstrangige DNA vorliegende zu erfassende
Nukleinsdure ebenfalls (unerwinschterweise) abgebaut, was zu

einer Verfdlschung des Messergebnisses fithren wirde.
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Nach Entfernen der einzelstréngigen DNa-Sondenmolekiile, d.h.
der zweiten DNA-Sondenmolekiile 110 auf der zweiten Photodiode
102 sind lediglich die Hybride aus den zu erfassenden DNA-
Molekiilen 114 und den dazu komplementdren ersten DNA-

Sondenmolekiilen 109 (vgl. Fig.le) wvorhanden.

Beispielsweise kann zum Entfernen der nicht gebundenen
einzelstrédngigen DNA-Sondenmolekiile 110 auf der zweiten
Photodiode 102, d.h. der zweiten Einheit zum Immobilisieren,

einer der folgenden Stoffe zugegeben werden:

. Nuklease aus Mung-Bohnen,
o Nuklease Pl, oder
. Nuklease S1.

Zu diesem Zweck konnen ebenfalls DNA-Polymerasen, die
aufgrund ihrer 5’ 3’ Exonukleaseaktivitidt oder ihrer
3’-> 5’ Exonukleaseaktivitdt imstande sind, einzelstridngige

DNA abzubauen, verwendet werden.

Danach wird ein fir die Markierung 111 bzw. 112 geeignetes
chemisches Nachweiskonjugat 115, 116 zusammen mit dem
entsprechenden jeweiligen Substrat 117, 118 und ggf.
Signalverstdrkern hinzugegeben, um so ein Chemilumineszenz-
Signal zu erzeugen (Fig.lc; wobei dort der Elektrolyt 113
bzw. das flir die Nachweisreaktion erforderliche
Reaktionsmedium der Ubersichtlichkeit halber nicht gezeigt
ist). Im Falle der Biotin-Markierung 111 kann z.B. ein
Konjugat 115 aus Streptavidin mit Meerrettich-Peroxidase, und
als Substrat Luminol und 4-Iodphenol als Signalverstdrker-
Reagenz verwendet werden. Flir die Digoxigenin-Markierung 112
kann z.B. ein sogenanntes ,Anti-Digoxingenin-Alkalische-

Phosphatase-Konjugat" mit CSPD® als Chemilumineszenz-Substrat
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eingesetzt werden [11l]. Je nach Kompatibilit&dt der
Reaktionsbedingungen kénnen die Nachweisreaktionen parallel
oder nacheinander ablaufen. Flir die Durchfithrung paralleler
Bestimmungen kann der Biosensors auch so gestaltet werden,
dass z.B. durch Stege und Wénde eine rdumliche Abtrennung in

separate Reaktionskammern erreicht wird.

Nur im Falle der Markierung 111 wird durch die Zugabe des
Nachweiskonjugats das an den ersten DNA-Sondenmolekiilen 109
befindliche Markierung zur Erzeugung des Chemilumineszenz-
Signals angeregt, da die ungebundenen zweiten DNA-
Sondenmolekiile 110 samt der Markierung 112 von der zweiten
Photodiode 102 durch die Nukleasebehandlung entfernt worden
sind (vgl. Fig.lc). Die durch den Pfeil 119 symbolisierte
emittierte Chemilumineszenzstrahlung wird von der ersten
Photodiode 101 erfasst. An der zweiten Photodiode 102 wird

hingegen keine Chemilumineszenzstrahlung detektiert.

Auf diese Weise wird die Anwesenheit der DNA-Molekile 114
ermittelt. Die Verwendung des hier beschriebenen Biosensors
100 erlaubt eine o6rtlich aufgeldste Erfassung und bietet eine
deutliche Vereinfachung der gesamten Messanordnung, da keine
externe Einheit zur Erfassung eines optischen Signals wie

Fluoreszenz- oder Chemilumineszenzstrahlung notwendig ist.

Fig.2a zeigt den Biosensor 200, dessen Aufbau identisch mit
dem des Biosensors 100 ist. Dies heift, der Sensor 200 weist
eine erste Photodiode 201 und einer zweiten Photodiode 202
auf, die in einer Schicht 203 aus Halbleitermaterial

angeordnet sind.

Die erste Photodiode 201 und die zweite Photodiode 202 sind

{iber erste elektrischen Anschliisse 204 bzw. zweite
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elektrische Anschlisse 205 mit einer Auswerteeinheit (nicht
dargestellt) wverbunden. Diese Auswerteeinheit kann in dem
Sensor 200 integriert sein. Die beiden Photodioden 201, 202
sind ferner mit einer Oxidschicht 206 und einer ersten
Einheit 207 zum Immobilisieren von makromolekularen
Biopolymeren bzw. einer zweiten Einheit 208 zum
Immobilisieren von makromolekularen Biopolymeren versehen.
Die Einheiten zum Immobilisieren 207 und 208 sind z.B. aus
Gold oder Silizium hergestellt. Auf ihnen werden DNA-
Sondenmolekiile 209 auf die oben beschriebene Weise als

Fangermolekiile aufgebracht.

Dabei sind in diesem Beispiel sowohl auf der ersten
Photodiode 201 als auf der zweiten Photodiode mittels der
Einheit 207 bzw. 208 erste DNA-Sondenmolekiile 209 mit einer
zu einer vorgegebenen (ersten) DNA-Sequenz komplementéren

Sequenz aufgebracht.

Fig.2a zeigt ferner einen Elektrolyten 210, der mit den
Photodioden 201, 202 und den DNA-Sondenmolekiilen 209 in
Kontakt gebracht wird.

Fig.2b zeigt den Biosensor 200 fiir den Fall, dass in dem
Elektrolyten 210 DNA-Molekiile 211 enthalten sind, die eine
vorgegebene erste Nukleotidsegquenz aufweisen, die
komplementdr zu der Sequenz der ersten DNA—Sondénmolekﬁle 209
ist. Die DNA-Molekiile 211 tragen als Markierungen 212 z.B.

die oben beschriebene Digoxigenin- oder Biotin-Markierung.

In diesem Fall bilden sich Hybride aus den DNA-
Sondenmolekiilen 209 und den zu ihnen komplementdren DNA-

Molekiilen 211 auf den Photodiode 201, 202 auf (Fig.2b).
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Nach einem ggf. vorgenommenen Waschschritt wird ein fir die
Markierung 212 geeignetes Nachweis-Konjugat 213 nebst

Substrat 214 und ggf. Signalverstdrkungsverbindung wie oben
beschrieben hinzugegeben, um ein Chemilumineszenz-Signal zu

erzeugen.

Dabei kommt es zu der durch den Pfeil 215 symbolisierten
Emission von Chemilumineszenzstrahlung und deren Erfassung
durch die Photodioden 201, 202. Auf diese Weise wird die
Anwesenheit der DNA-Molekiile 211 ermittelt.

Fig.3 zeigt einen Ausschnitt eines Biosensors 300, der mit
mindestens einer Einheit zur Immobilisierung in Form von
Nanopartikeln ausgestaltet ist, und mit dem eine weitere
Ausfihrungsform des hier beschriebenen Verfahrens

durchgefihrt werden kann.

Der Biosensor 300 weist eine erste Photodiode 301 und eine
zweite Photodiode 302 auf, die in einer Schicht 303 aus
Halbleitermaterial wie Silizium angeordnet sind. Der

Biosensor 300 weist weiterhin eine Oxidschicht 304 und eine

zweite darauf befindliche Schicht 305 auf. Die zweite Schicht

305 besteht dabei aus einem Metall, das nicht fir die
Immobilisierung von makromolekularen Biopolymeren geeignet

ist. Die Schicht 305 kann z.B. aus Platin gebildet werden.

Auf der Schicht 305 werden die Einheiten zum Immobilisieren
von makromolekularen Biopolymeren, die die Form von

Nanopartikeln aufweisen, durch folgendes Verfahren gebildet.

Eine Ldsung von 0,5 Gew.-% Block-Copolymer Polystryol(PS) -
block-poly (2-vinylpyridin) (P2VP) der allgemeinen Formel

PS (x) -b-P2VP(y) wird, wie in [7] und [8] beschrieben, mit 0,5
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Aquivalenten HAuCl,-H;0 pro Pyridin-Einheit zur Ausbildung
von monodispersen (micellar geldsten) Gold-Partikeln
versetzt. x und y geben in der Formel die Anzahl der
Grundeinheiten entsprechend dem Verhdltnis zwischen Monomer

und Initator an.

Nach der Bildung homogener Micellen wird aus dieser L&sung
durch Reduktion mit Hydrazin, wie in [7] und (8] beschrieben,
eine Monoschicht von Nanopartikeln aus Gold auf der Schicht
305 abgeschieden. Anschlieflend werden die organischen
Bestandteile der abgeschiedenen Micellen, d.h. das Block-
Copolymer, durch Plasmadtzen mittels eines Sauerstoffplasmas
von der Schicht 305 entfernt (vgl. [8]). Die Goldpartikel
306, die als die Einheiten zum Immobilisieren von
makromolekularen Biopolymeren dienen, bleiben bei dieser
Behandlung mit Plasma unversehrt und bilden, wie in der
Schnittansicht von Fig.3b und der Draufsicht von Fig.3c¢
veranschaulicht, eine regelmidRige Anordnung auf der Schicht
305 aus (vgl. [7]). Die Abst&nde zwischen den Gold-
Nanopartikeln 306 betragen in der Regel einige 10 nm, z.B.
ca. 20 bis 30 nm. Die Nanopartikel besitzen vorzugsweise eine

GrdoRe im Bereich von ca. 5 bis 10 nm.

Neben den oben genannten Blockpolymeren sind
selbstverstidndlich auch weitere Blockpolymere zur Ausbildung

der Nanopartikel verwendbar.

Alternativ koénnen die Einheiten 306 zum Immobilisieren in
Nanopartikel-Form auf dem Biosensor erzeugt werden, wie in
[9] beschrieben, indem zundchst eine Maske flr die
Nanostrukturierung aus Kolloidpartikel auf der Schicht 305
ausgebildet wird und dann z.B. mittels Vakuumdeposition

Goldpartikel abgelagert werden.
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Nach dem 2ufbringen der Nanopartikel 306 aus Gold wird der
Sensor 300 derart strukturiert, dass die Schicht 305 aus
Platin samt den Einheiten 306 zum Immobilisieren nur auf
Bereichen zurilickbleibt, die sich auf den Photodioden 301, 302
befinden, wie in der Schnittansicht von Fig.3d und der
Draufsicht von Fig.3e gezeigt ist. Diese Strukturierung ist
z.B. mit Hilfe jedes geeigneten gédngigen chemischen

Atzverfahrens mdglich.

Mit Hilfe des so gestalteten Biosensors 300 kénnen z.B. beide
in den Ausfilhrungsbeispielen gemdfs Figur 1 beschriebenen
Verfahren zum Erfassen von makromolekularen Biopolymeren
durchgefihrt werden. Fig.3f zeigt ein auf einem Gold-
Nanopartikel 306 mittels der Gold-Schwefel-Kopplung
immobilisiertes DNA-Fangermolekiil 307. Diese kann, falls
gewlinscht, mit einer Markierung, mit deren Hilfe ein

Chemilumineszenzsignal erzeugt wird, versehen sein.

Die Verwendung des Biosensors 300 bietet den Vorteil, dass
die in Nanopartikel-Form vorliegenden Einheiten 305 zum
Immobilisieren es ermdglichen, eine genau definierte Anzahl
von Fidngermolekiilen zu immobilisieren. Der Einsatz des
Biosensors 300 ist daher bei einer quantitativen Erfassung

von makromolekularen Biopolymeren bevorzugt.
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Patentanspriiche

1. Verfahren zum Erfassen von makromolekularen Biopolymeren
mittels mindestens einer Einheit zum Immobilisieren von
makromolekularen Biopolymeren, welche in einem Substrat
integriert ist oder auf dem Substrat aufgebracht ist,

o bei dem die mindestens eine Einheit zum Immobilisieren
von makromolekularen Biopolymeren mit Fadngermolekiilen
versehen wird, wobel die Fadngermolekiile makromolekulare
Biopolymere binden kénnen,

. bei dem eine Probe mit der mindestens einen Einheit zum
Immobilisieren von makromolekularen Biopolymeren in
Kontakt gebracht wird, wobei die Probe die zu erfassenden
makromolekularen Biopolymere enthalten kann,

. bei dem in der Probe enthaltene makromolekulare
Biopolymere an den Féngermolekiilen gebunden werden,

. bei dem mittels einer Markierung die Erzeugung eines
Chemilumineszenzsignals angeregt wird, und

. bei dem das Chemilumineszenzsignal von einer in dem
Substrat als integrierte Schaltung ausgestalteten
Erfassungseinheit erfasst wird, wodurch die

makromolekularen Biopolymere erfasst werden.

2. Verfahren nach Anspruch 1,
bei dem das Chemilumineszenzsignal mittels einer Markierung

erzeugt wird, die sich an den zu erfassenden makromolekularen

Biopolymeren befindet.

3. Verfahren nach Anspruch 1,
bei dem das Chemilumineszenzsignal mittels einer Markierung

erzeugt wird, die sich an den Fidngermolekiilen befindet.
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4. Verfahren nach Anspruch 3,

bei dem Fangermolekiile, an die keine zu erfassenden
makromolekularen Biopolymere gebunden haben, entfernt werden,
bevor mittels der Markierung die Erzeugung des

Chemilumineszenzsignals angeregt wird.

5. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 4,
bei dem als makromolekulare Biopolymere Nukleins&uren,
Oligonukleotide, Proteine oder Komplexe aus Nukleinsduren und

Proteinen erfasst werden.

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
bei dem als mindestens eine Einheit zum Immobilisieren eine

Anordnung von Nanopartikeln verwendet wird.

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
bei dem die mindestens eine Einheit zum Immobilisieren auf

der Erfassungseinheit ist.

8. Verfahren nach Anspruch 7,
bei dem mehrere Einheiten zum Immobilisieren in einer

regelmidffigen Anordnung auf mehreren Erfassungseinheiten

aufgebracht sind.

9. Verfahren nach Anspruch 7 oder 8,
bei dem als Erfassungseinheit oder die mehreren
Erfassungseinheiten eine Photodiode, eine CCD-Kamera oder

eine CMOS-Kamera verwendet wird.

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriche,
bei dem jede Erfassungseinheit zur Erfassung des Signals

individuell angesteuert wird.
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11. Biosensor zum Erfassen von makromolekularen Biopolymeren
mit mindestens einer Einheit zum Immobilisieren von
makromolekularen Biopolymeren, welche in einem Substrat
integriert ist oder auf dem Substrat aufgebracht wird, und
mit einer Erfassungseinheit,

U bei dem die mindestens eine Einheit zum Immobilisieren
von makromolekularen Biopolymeren mit Fangermolekilen
versehen ist, wobei die Fangermolekiile makromolekulare
Biopolymere binden kénnen, und wobei die Féngermolekiile
eine Markierung aufweisen, mittels der ein

Chemilumineszenzsignal erzeugt werden kann,

bei dem die Erfassungseinheit als eine in dem Substrat

integrierte Schaltung ausgestaltet ist, und

bei der die Erfassungseinheit derart ausgestaltet ist,
dass die Erfassungseinheit makromolekulare Biopolymere,
die an die Féngermolekiile gebunden haben, mittels des von

der Markierung erzeugten Signals erfasst.

12. Biosensor nach Anspruch 11,
bei dem die Erfassungseinheit mindestens eine Photodiode,

CCD-Kamera oder CMOS-Kamera aufweist.

13. Biosensor nach Anspruch 11 oder 12,
der mehrere Einheiten zum Immobilisieren von makromolekularen

Biopolymeren in einer regelmidfigen Anordnung aufweist.

14. Biosensor nach Anspruch 12 oder 13,
bei der die Einheit zum Immobilisieren auf einer

Erfassungseinheit aufgebracht ist.
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