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(54) Title: METHOD FOR ANALYSING MACROMOLECULES, ANALY SIS DEVICE AND A METHOD FOR PRODUCING
AN ANALYSIS DEVICE

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR ANALYSE VON MAKROMOLEKULEN, ANALYSEVORRICHTUNG UND VERFAH-
REN ZUR HERSTELLUNG EINER ANALYSEVORRICHTUNG

(57) Abstract: The invention relates to a method for analysing macromolecules using a microarray, which consists of several spots in
a known arrangement. Said spots comprise a plurality of first macromolecules that differ at least partially. The microarray is located
on the surface of a solid body, preferably a chip. According to the method, at least one drop of liquid containing macromolecules
is applied to the surface of the solid body, the quantity of liquid being so small that only one spot or a small group of spots of the
microarray comes or come into contact with the drop of liquid. After a predetermined time has elapsed, the drop of liquid is displaced
onto a subsequent spot or an additional small group of spots with the help of the transmission pulse of a surface sound wave. The
spots that come into contact with the drop of liquid are then analysed to identify whether a reaction with the material of said drop has
occurred. The invention also relates to a method for producing an analysis device for macromolecules. According to said method,
at least one drop of liquid containing at least one type of macromolecule is applied to the surface of a solid body, preferably a chip,
whereby the macromolecules have an active group that is activated during a modification of a corresponding external parameter, in
order to allow bonding to the surface or to molecules that have already been bonded. The drop is displaced to a desired location
on the surface with the help of the transmission pulse of one or more surface sound waves. The external parameter is modified
in a homogeneous, non-local manner, permitting the bonding of the macromolecules to form the spot of a microarray, in which
macromolecules from the drop of liquid are bonded to the surface. The invention also relates to an analysis device for carrying out
the inventive analysis method.

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft Verfahren zur Analyse von Makromolekiilen mit Hilfe eines Microarrays, das aus
mehreren Spots in bekannter Anordnung besteht, die eine Vielzahl von ersten zumindest teilweise unterschiedlichen Makromolekii-
len umfassen, wobei sich das Microarray auf einer Festkorperobertldche, vorzugsweise eines Chips, befindet, bei dem zumindest ein
Fliissigkeitstropfen mit Makromolekiilen auf die Festkdrperoberfldche gebracht wird, wobei die Fliissigkeitsmenge so klein ist, dass
im Wesentlichen nur ein oder eine Gruppe von wenigen Spots des Microarrays mit dem Fliissigkeitstropfen in Bertihrung kommt, und
nach Ablauf einer vorbestimmten Zeit der Flissigkeitstropfen mit Hilfe des Impulsiibertrages einer Oberfldchenschallwelle zu einem
nédchsten Spot oder einer weiteren Gruppe weniger Spots bewegt wird. Die mit dem Fliissigkeitstropfen in Berithrung gekommenen
Spots werden darauthin untersucht, ob eine Reaktion mit dem Material des Fliissigkeitstropfens stattgefunden hat. Die Erfindung
betrifft weiterhin ein Verfahren zur Herstellung einer Analysevorrichtung fiir Makromolekiile, bei dem zumindest ein Fliissigkeit-
stropfen mit zumindest einer Art von Makromolekiilen auf eine Festkorperoberflidche, vorzugsweise eines Chips, aufgebracht wird,
wobei die Makromolekiile eine aktive Gruppe aufweisen, die bei Anderung eines entsprechenden Parameters aktiviert wird, um eine
Bindung an die Oberfldche oder bereits gebundenen Molekiilen zu erméglichen. Der Tropfen wird mit Hilfe des Impulsiibertrages
einer oder mehrerer Oberflachenschallwellen an einen gewiinschten Ort auf der Oberfliche bewegt. Der dussere Parameter wird
homogen und nicht lokal verindert, so dass eine Bindung der Makromolekiile erm6glicht wird, so dass der Spot eines Microarrays
gebildet wird, in dem Makromolekiile aus dem Fliissigkeitstropfen an der Oberfldche gebunden sind. Schliesslich betrifft die Erfin-
dung eine Analysevorrichtung zur Durchfithrung der erfindungsgeméssen Analyseverfahren.
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Verfahren zur Analyse von Makromolekiilen, Analysevorrichtung und Verfahren zur

Herstellung einer Analysevorrichtung

Die Erfindung betrifft Verfahren zur Analyse von Makromolekilen mit Hilfe eines
Microarrays und ein Verfahren zur Herstellung einer Analysevorrichtung fir Makro-

molekille.

Eine Methode zur schnellen Analyse von Makromolekilen umfalt den Einsatz
eines sogenannten Microarrays auf einem Chip, ahnlich wie er auch aus der Halb-
leiterindustrie bekannt ist. In einem solchen Microarray sind bekannte erste ggf.
verschiedenartige Makromolekiile an verschiedenen Stellen in einer Matrixform an-
geordnet. Diese Makromolekille werden auch als ,Sondenmolekiile” bezeichnet.
Eine Flussigkeit mit Makromolekiilen (,Probenmoleklle®) wird Uber das Microarray
gesplult, die mit mindestens einer Art von Sondenmolekiilen auf dem Microarray
eine spezifische Bindung eingeht (Hybridisierung). Wird dann die Flissigkeit wieder
von der Oberflache entfernt, verbleiben vornehmlich nur an den Stellen der spezifi-
schen Bindung die zu untersuchenden Probenmolekiile zuriick. Mit Hilfe einer
ortsaufgelésten Messung, z. B. einer Fluoreszenzmessung, 1aRt sich feststelien, an
welchen Stellen zu untersuchende Makromolekile vorhanden sind. Aus der be-

kannten Lage der einzelnen Sondenmolekiile in der Matrixform des Microarrays
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kann also festgestellt werden, mit welcher Art von Makromolekilen die zu untersu-

chenden Makromolekiile eine spezifische Bindung eingegangen sind.

Solche Mikroarrays werden z. B. zur Untersuchung von Makromolekilen wie
Proteinen, Antigenen oder Antikérpern eingesetzt. Im speziellen werden
Microarrays auch zur Untersuchung von DNA, z. B. beim DNA-Screening, einge-
setzt.

Die Dauer eines entsprechenden Analyseexperimentes ist zu einem wesentlichen
Teil durch die Diffusion der Probenmolekiile zu den Sondenmolekiilen bestimmt
und kann daher einige Zeit in Anspruch nehmen. Ist z. B. die Konzentration des zu
untersuchenden Makromolekiiles in der Flissigkeit nur gering, so kann es sehr
lange dauern, bis es seinen spezifischen Bindungspartner auf dem Array gefunden
hat.

" Ein weiteres Problem mit der Reaktion (Hybridisierung) zwischen den in der Pro-
benfllissigkeit befindlichen Makromolekilen und der auf der Oberflache befindli-
chen Sondenmolekiilen liegt darin, da die zu untersuchenden Makromolekiile in
einem sehr weiten Mengenbereich in der Flussigkeit vorliegen kdénnen, der bis
hinunter zu einigen wenigen Molekulen reicht. Dennoch muf} ausreichend Flussig-
keit vorhanden sein, um die gesamte Arrayoberflaiche zu bedecken, so dal alle
Sondenmolekiile auch erreicht werden kénnen. So stellt sich ggf. eine sehr geringe
Konzentration der Probenmolekile in der Flussigkeit ein. Eine derartig niedrige
Konzentration bewirkt jedoch ein Reaktionsgleichgewicht, das nach dem Massen-
wirkungsgesetz fur chemische Reaktionen sehr stark auf Seite der Edukte liegt.
Probenmolekiile bleiben also in der Flissigkeit gelést, auch wenn ein passendes
Sondenmolekiil auf der Oberflache noch frei ware. Zur Uberwindung dieses Prob-
lems miite die Menge des Ausgangsmaterials, d. h. der Probenmolektile in der
Probenfiiissigkeit, erhoht werden, was mangels einer ausreichenden Menge Aus-

gangsmateriales oft nicht zu erreichen ist.
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Die eingesetzten Microarrays sind miniaturisierte Arrays, die im Falle z. B. von
DNA-Microarrays einzelne Flachen (Spots) mit Sondenmolekiilen jeweils mit
einem Durchmesser von etwa 100 um umfassen. Dabei werden viele verschiedene
DNA-Sonden (Spots) z. B. in einem Schachbrettmuster auf die Oberfléche aufge-
bracht und gleichzeitig zu Hybridisierungsreaktionen benutzt. Die Dichten, die heute
auf einem solchen Microarray erreicht werden kénnen, betragen z. B. fir DNA
(Desoxyribonukleinséure) bis zu ca. 250.000 verschiedene Arten von Molekiilen pro
cm? (M. Schena (Hrsg.), ,DNA Microarrays", Oxford University Press, 1999).

In der Regel wird das Microarray nach der Hybridisierung nach einem speziellen
Protokoll gewaschen und anschlieBend ortsaufgelést die Fluoreszenz gemessen.
Mit speziellen Techniken ist auch eine Messung des Fluoreszenzsignals in situ
wahrend der Hybridisierung méglich, um zusétzliche Informationen tber die Reakti-
onskinetik zu gewinnen. Eine Mdglichkeit besteht darin, mit einer Optik von so ge-
ringer Tiefenscharfe das Fluoreszenzsignal zu messen, daR nur der Bereich der
Grenzflache zwischen dem Fliissigkeitsfilm und der Chipoberflaiche zum Signal
beitragt. Dort befinden sich die zweiten Makromolekiile hauptséchiich im bereits
gebundenen Zustand. Das Fluoreszenzsignal zweiter Makromolekdile, die sich im
dartiberliegenden Flussigkeitsfilm im ungebundenen Zustand aufhalten, wird mit
einer solchen Optik nicht erfallt. Ebenso kann mit entsprechend ausgestalteten
Wellenleitern und evaneszenten Wellen, die seitlich auf den Grenzbereich zwischen
Flussigkeit und Oberflache geleitet werden, die Fluoreszenz auf der Microarrayo-
berflache gebundenen Moleklle untersucht werden (G. L. Duveneck und A. P. A-
bel, Review on Fluorescence-based Planar Waveguide Biosensors, Proc. SPIE,
Vol. 3858 (1999) Seiten 59 ff.).

Die Sondenmolekﬁle werden heute meist durch eine Drucktechnik (Spotten) aufge-
bracht. Eine solche Drucktechnik wird z. B. von V.G. Cheung et al., Nature Gene-
tics Supplement, Volume 21, Januar 1999, Seiten 15ff. beschrieben. Eine Losung
mit dem gewtinschten Sondenmolekiil wird entweder kontaktlos oder kontaktierend
auf die Chipoberflache gebracht. Alternativ kdnnen die Sondenmolekiile auch z. B.
photolithographisch Base fiir Base auf dem Chip synthetisiert werden. Sowohl beim
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Spotten als auch bei der photolithographischen Herstellung ist eine quantitative
Aussage Uber die Zahl und Dichte der Sondenmolekiile auf einem Spot schwierig.
Das bedeutet, da z. B. bei einem Nachweis der hybridisierten Probenmolekiile
z. B. durch Fluoreszenz nur begrenzt quantitative Rickschlisse auf die Zahl der
Probenmolekille méglich sind. Die Vergleichbarkeit von Daten, die auf unterschied-
lichen Microarrays mit nominell identischen Spots gewonnen wurden, ist erheblich

eingeschrankt.

Bei einem bekannten Verfahren zur Herstellung von Microarrays wird die Oberfla-
che eines Festkdrperchips zunachst homogen funktionalisiert, so dafl z. B. durch
Einwirkung von Licht oder durch Einwirkung eines elektrischen Feldes die zuvor
ebenfalls funktionalisierten Sondenmolekile an der Oberflache binden. Der Chip
wird dazu homogen mit einer Lésung der Sondenmolekdile Gberschwemmt (z. B. in
der Gréflenordnung einer Menge von 100 pl). Durch lokale Beleuchtung binden
photoaktive Sondenmolektile lokal an den gewiinschten Stellen. Bei elektroaktiven
Sondenmolekiilen, die unter Einwirkung eines elektrischen Feldes an der Oberfla-
che binden, wird lokal ein elektrisches Feld erzeugt, das die Bindung auslost. Die
Ortsauflésung kommt bei diesen Verfahren also durch die Modulation des elektri-
schen Feldes bzw. die Lichtintensitét zustande. Insbesondere bei Chips mit hoher
Spotdichte stellt dies ein aufwendiges und teures Verfahren dar. Ist z. B. die Mo-
dulation des elektrischen Feldes notwendig, um eine ortsaufgeléste Bindung der
Sondenmolekiile an der Oberflache zu gewahrleisten, muB in einer Schicht unter-
halb der Chipoberflache ein Feld von Kondensatoren angebracht sein, die den
spateren Spots ortlich entsprechen. Ein solches Verfahren wird von M.J. Heller,
A.H. Forster und E. Tu in Electrophoresis, 2000, 21, Seiten 1571f. beschrieben.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, Verfahren und eine Vorrichtung
anzugeben, mit denen eine genaue und reproduzierbare Analyse von Makromole-
kulen méglich ist, die auch bei begrenztem Probenmaterial einsetzbar ist. Die Her-
stellung entsprechender Analysevorrichtungen soll einfach und reproduzierbar

moglich sein.
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Beziiglich des Verfahrens zur Analyse von Makromolekiilen wird die Aufgabe durch
ein Verfahren mit den Merkmalen des Anspruches 1 oder ein Verfahren mit den
Merkmalen des Anspruches 6 gelost. Bezlglich eines Verfahrens zur Herstellung
einer Analysevorrichtung fur Makromolekiile wird die Aufgabe durch ein Verfahren
mit den Merkmalen des Anspruches 15 geldst. Bezilglich der Analysevorrichtung
wird die Aufgabe mit einer Analysevorrichtung mit den Merkmalen des Anspruches

25 gelost. Unteranspriiche sind jeweils auf bevorzugte Ausgestaltungen gerichtet.

Bei einem erfindungsgemafen Verfahren zur Analyse von Makromolekilen mit
Hilfe eines Microarrays, das aus mehreren Spots mit Sondenmolekilen in bekann-
ter Anordnung besteht, wird ein Microarray auf einer Festkdrperoberflache, vor-
zugsweise einem Chip, eingesetzt. Zumindest ein Flissigkeitstropfen mit zu unter-
suchenden Makromolekiilen wird auf die Festkorperoberflache gebracht, wobei die
Flussigkeitsmenge eines Tropfens so klein gewahlt wird, da® sie im wesentlichen
nur einen Spot oder eine Gruppe von einigen wenigen Spots des Microarrays zu
einem Zeitpunkt beriihrt. Glinstigerweise sollten dabei von einem Flissigkeitstrop-
fen nicht mehr als 10% aller Spots eines Microarrays berthrt werden. Auf diese
Weise kénnen die Reaktionsbedingungen (z. B. Temperatur oder Salzkonzentrati-
on) in Abhangigkeit der bertihrten Spots optimiert werden. Je geringer die Anzahl
der Spots ist, die von einem Flussigkeitstropfen zu einem Zeitpunkt beriihrt werden,
desto spezifischer ist die Einstellung von Reaktionsbedingungen in Abh&ngigkeit
von den in einem Spot enthaltenen ersten Makromolekiile méglich. In bevorzugter
Weise wird das Verfahren derart durchgefihrt, dal nur ein Spot zu einem Zeitpunkt
von einem Flussigkeitstropfen bertihrt wird, so daf} die Reaktionsbedingungen fir

jeden einzelnen Spot individuell eingestellt werden kénnen.

Nach Ablauf einer vorbestimmten Zeit, die z. B. durch die typische Reaktionszeit
der in der Flussigkeit enthaltenen Makromolekile mit den Makromolekiilen, die als
Sondenmolekiile auf einem Spot befindlich sind, bestimmt ist, wird mit Hilfe des
Impulstibertrages einer Oberflachenschallwelle der Flussigkeitstropfen zu einem
nachsten Spot bewegt. Hier wird wieder eine vorbestimmte Zeit gewartet, bis die
typische Reaktionszeit vergangen ist. Auf diese Weise konnen die gewlinschten

Spots oder alle Spots des verwendeten Microarrays mit der Filissigkeit sequenziell
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in Bertihrung gebracht werden. Selbstversténdlich kann dieser Prozefs auch paral-
lelisiert werden, indem mehrere Tropfen gleichzeitig (iber verschiedene Spots be-

wegt werden.

Im Anschlu kénnen die mit dem FlUssigkeitstropfen in Berihrung gekommenen
Spots daraufhin untersucht werden, ob bzw. in welchem Umfang eine Reaktion mit

den Makromolekiilen in dem Flussigkeitstropfen stattgefunden hat.

Dazu kann z. B. eine ortsaufgeldste Fluoreszenzmessung dienen, wenn die zu un-
tersuchenden Makromolekiile fluoreszenzmarkiert sind. Andere Nachweismetho-
den, z. B. unter Verwendung radioaktiver Probenmolekille, sind ebenfalls einsetz-

bar.

Die Untersuchung der mit dem Flissigkeitstropfen in Berlihrung gekommenen
Spots daraufhin, ob und/oder in welchem Malle eine spezifische Reaktion mit dem
Material des Flussigkeitstropfens stattgefunden hat, kann am Ende des gesamten
Prozesses durchgefiihrt werden, d. h. wenn der Flussigkeitstropfen mit allen ge-

wiinschten Spots in Berlihrung war.

Ebenso ist es mit dem erfindungsgeméafien Verfahren méglich, die Untersuchung,
ob zweite Makromolekiile mit einem Spot oder einer Gruppe weniger Spots reagiert
haben, bereits durchzufiihren, wahrend die Flissigkeit mit einem anderen Spot
bzw. mit einer anderen Gruppe weniger Spots in Beruhrung ist, um dort ggf. zur
Hybridisierung der zweiten Makromolekile zu fihren. Wahrend die Fliissigkeit also
mit dem zweiten Spot bzw. der zweiten Gruppe von Spots in Berlihrung ist, kann

bereits der erste Spot bzw. die erste Gruppe von Spots ausgewertet werden.

SchlieBlich ist es bei entsprechender Verfahrensfiihrung auch méglich, z. b. die
Fluoreszenz der gebundenen zweiten Makromolekiile in situ zu messen. Dazu kann
z. B. eine Optik geringer Tiefenscharfe oder entsprechend angeordnete Wellenleiter
und evaneszente Wellen eingesetzt werden, die nur die Grenzflache zwischen

Flassigkeit und Chipoberflache erfassen.
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Die Flussigkeit mit den Probenmolekiilen wird beim erfindungsgeméfien Verfahren
nicht auf die gesamte Flache des Microarrays aufgebracht, sondern nur auf vonein-
ander getrennte einzelne Spots. Wahrend bei klassischen Microarrayexperimenten
Flussigkeitsvolumina von etwa 10-100 pl notwendig sind, um eine Gesamtproben-
flache von 1 cm? zu bedecken, kann die notwendige Flilssigkeitsmenge mit dem
erfindungsgemafen Verfahren auf wenige nl reduziert werden, wenn z. B. Spots
mit einer Ausdehnung von 100 uym eingesetzt werden. Der kleine Probentropfen
wird schrittweise von Spot zu Spot bewegt. Die Diffusionslange ist dabei nicht in der
Grofenordnung von 1 cm, sondern nur in der GroRenordnung von 100 ym. An den
Stellen der Spots selbst findet dann eine schnelle und effiziente Hybridisierungs-

reaktion statt.

Aufgrund der kleinen Probenflissigkeitsmenge kann die Konzentration der Aus-
gangsstoffe auch bei gleicher Menge an Ausgangsmaterial sehr viel héher sein, da
statt ungefahr 10-100 pl z. B. nur noch etwa 10 nl bendtigt werden. So laldt sich das
Reaktionsgleichgewicht auf die Seite der hybridisierten Produkte schieben, so dal
eine sehr viel genauere Messung auch mit wenig zu untersuchendem Material

mdglich ist.

Gegebenenfalls kann die Zeit, die abgewartet wird, bevor der Flissigkeitstropfen
wieder von einem Spot entfernt wird, dadurch verklirzt werden, dall der Flussig-
keitstropfen mit Hilfe des Impulstibertrages einer Oberflachenschallwelle in sich
bewegt, also ,gerthrt* wird. Daftir wird eine Oberflachenschallwelle geringerer in-
tensitat eingesetzt, als die zum Transport des Flussigkeitstropfens, so dal® der

Flussigkeitstropfen sich nicht vom Spot weg bewegt.

Die erfindungsgemafe Methode erlaubt einen frei programmierbaren Weg der Pro-
benflissigkeit Uber die Oberflache. Bei entsprechend angeordneten Spots aus
unterschiedlichen Sondenmolekiilen kann dabei eine Versuchsstrategie befolgt
werden, um so zunachst jene Spots anzufahren, fiir die man eher ein positives

Ergebnis erwartet. Individuell fir unterschiedliche Spots kénnen die Reaktionsbe-
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dingungen unterschiedlich gewahlt werden. So kann z. B. die Temperatur mit Hilfe
von Widerstandsheizungen unterschiedlich eingestellt werden. Dabei kann z. B. der
Chip homogen geheizt werden, da die Ortsauflésung durch die begrenzte Ausdeh-

nung des Tropfens gewahrleistet wird.

Ebenso kann z. B. die Beschaffenheit der zu untersuchenden Flissigkeit von einem
Spot zum nachsten veradndert werden. Wahrend bei einem Spot z. B. die Salzkon-
zentration in der FlUssigkeit einen ersten Wert hat, kann sie bei einem zweiten Spot
durch Hinzufigen entsprechender Pufferldsung auf einen zweiten Wert geandert
werden. Die Pufferldsung kann ebenfalls mit Hilfe des Impulsiibertrages einer O-
berflachenschallwelle in Richtung des entsprechenden Spots bewegt werden.

Mit den erfindungsgemafien Analyseverfahren ist es nicht mehr notwendig, daf die
Festkdrperoberflache z. B. in einem separaten Waschschritt von der FlUssigkeit
befreit wird, bevor untersucht wird, ob und in welchem Mafte eine Reaktion der
zweiten Makromolekule in der Flussigkeit mit den ersten Makromolekiilen der Spots
stattgefunden hat. Bei dem erfindungsgeméaflen Verfahren wird der Fllssigkeits-
tropfen mit Hilfe der Oberflachenschallwelle von dem entsprechenden Spot fortbe-
wegt, so dafd direkt im Anschlu® eine Untersuchung erfolgen kann, ob gebundene

zweite Makromolekiile an dem Spot zuriickgeblieben sind.

Die Auswertung kann parallel zur Hybridisierung passieren. Zum Beispiel von einer
fluoreszenzmarkierten Probenmolekilsorte in der Probenflissigkeit wird ein Trop-
fen auf einen ersten Spot bewegt. Nach der typischen Hybridisierungszeit wird der
Tropfen auf den néchsten Spot bewegt und parallel am ersten Spot ortsaufgeldst
die Fluoreszenz gemessen. Am zweiten Spot kann z. B. zur Anderung der Reakti-
onsbedingungen die Temperatur gedndert werden oder ein geringes Volumen Puf-

ferldsung hinzugegeben werden, um die Stringenz der Reaktion zu gewahrieisten.

Bei einer bevorzugten Ausgestaltung des erfindungsgemaRen Verfahrens wird die
Menge der am jeweiligen Spot gebundenen zweiten Makromolekile aus der
Dampfung und/oder Geschwindigkeitsdnderung einer Oberflachenschallwelle durch
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das Vorhandensein der zweiten Makromolekiile bestimmt. Eine Oberflachenschall-
welle wird in Richtung des Spots mit den an den ersten Makromolekilen gebunde-
nen zweiten Makromolekiilen gesendet. Durch die Masse auf der Oberflache, die
durch die hybridisierten zweiten Makromolekiile gebildet wird, wird die Oberfla-
chenschallwelle in ihrer Intensitat gedampft oder ihre Geschwindigkeit geandert. Mit
einem Detektor fur die Oberflachenschallwelle kann deren Intensitat vor und nach
der Hybridisierung der zweiten Makromoleklle gemessen werden und aus der da-
durch bestimmten Dampfung bzw. Geschwindigkeits&nderung auf die Anzahl der
gebundenen zweiten Makromolekile zuriickgeschliossen werden. Gegebenenfalls

kann eine Kalibrie“r\ungsmessung mit bekannten Parametern durchgefihrt werden.

Bei einer anderen Ausgestaltung des erfindungsgemaflen Verfahrens wird zumin-
dest ein Flussigkeitstropfen mit zweiten Makromolekilen auf die Festkdrperoberfla-
che mit dem Microarray gebracht, wobei die Fliissigkeitsmenge eines Tropfens so
klein ist, da® im wesentlichen nur ein Spot oder eine Gruppe von wenigen Spots
des Microarrays zu einem Zeitpunkt mit dem FlUssigkeitstropfen in Berlhrung
kommt. Mit Hilfe des Impulsiibertrages von zwei im wesentlichen gegeneinander
gerichteten Oberflachenschallwellen, die im zeitlichen Wechsel in Richtung des
Flussigkeitstropfens geschickt werden, wird der Tropfen hin und her bewegt. Die
Intensitat der Oberflachenschallwellen wird dabei so gewahit, dal® der Tropfen nicht

vollsténdig entfernt wird.

Wahrend der Hin- und Herbewegung wird lokal an dem Spot untersucht, ob und in
welchem MafRe zweite Makromolekiile an den ersten Makromolekillen des Spots
bzw. der Gruppe weniger Spots hybridisiert haben. Dazu wird z. B. wieder die Fluo-
reszenz von fluoreszenzmarkierten zweiten Makromolekiilen untersucht. Durch die
Hin- und Herbewegung des Tropfens kann die Zeitabhangigkeit der Reaktion be-
stimmt werden. So ist eine Aussage Uber die Reaktionsgeschwindigkeit bzw. die
Reaktionskinetik méglich. Mit zunehmender Zeitdauer, d.h. zunehmend héaufigerer
Hin- und Herbewegung des Tropfens uber den Spot des Microarrays, werden mehr
zweite Makromolekille gebunden, wodurch z. B. die Intensitat der Fluoreszenz der

gebundenen zweiten Makromolekille an dem jeweiligen Spot erhdht wird. Wird die
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Fluoreszenz nur dann ausgemessen, wenn sich die Flissigkeit nicht auf dem Spot
bzw. der Guppe von Spots befindet, wird verhindert, daR auch die noch in der Flus-
sigkeit befindlichen ungebundenen zweiten Makromolekiile an der Fluoreszenz-

messung teilnehmen und diese verfalschen wiirden.

Selbstversténdlich kénnen die erfindungsgeméRen Verfahren kombiniert werden,
um eine integrale Aussage Uber die Menge der hybridisierten Makromolekiile an
einem Spot und Uber die Reaktionskinetik zu erhalten.

Bei den erfindungsgemafen Analyseverfahren wird der Fliissigkeitstropfen mit Hilfe
des Impulsiibertrages von Oberflachenschallwellen bewegt. Auf der Oberfliche des
Chips, auf dem sich das Microarray befindet, wird eine Oberflachenschallwelle er-
zeugt. Der Impulsiibertrag wird dann entweder durch die mechanische Deformation
der Festkorperoberflache oder durch die Kraftwirkung der sie begleitenden elektri-
schen Felder auf geladene oder polarisierbare Materie in der Fliissigkeit erzielt. Die
Stérke der Kraftwirkung auf die Flissigkeit kann in einem weiten Bereich tiber die
Amplitude der Oberflachenschallwelle eingestellt werden. Die Oberflachenschall-
welle kann pulsférmig mit Pulsen verschiedener Lange oder kontinuierlich erzeugt
werden. Oberflachenschallwellen lassen sich auf piezoelektrischen Substraten oder
Substraten mit piezoelektrischen Bereichen, z. B. piezoelekirischen Beschichtun-
gen, erzeugen. Die Bewegung mit Hilfe des Impulsiibertrages von Oberfléchen-
schallwellen ist besonders prazise. Zudem sind keinerlei Kanale oder andere Fiih-
rungsmechanismen oder Pumpvorrichtungen, wie z. B. mikromechanische Pum-
pen, notwendig, um die Flissigkeit auf der Oberflache zu bewegen.

Die Oberflachenschaliwelle kann mit Hilfe mindestens einer Oberflaichenwellener-
zeugungseinrichtung generiert werden. Vorteilhafterweise wird dazu ein an sich
bekannter Interdigitaltransducer eingesetzt. In einfachster Ausfiihrung hat ein sol-
cher Interdigitaltransducer zwei Elektroden, die fingerartig ineinander greifen. Durch
Anlegen eines hochfrequenten Wechselfeldes, z. B. in der GroRenordnung von 10
bis einigen 100 MHz, wird in einem piezoelektrischen Substrat bzw. in einem pie-
zoelektrischen Bereich des Substates eine Oberflachenschallwelle angeregt, deren
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Wellenlange sich als Quotient aus der Oberflachenschallgeschwindigkeit und der
Frequenz ergibt. Die Ausbreitungsrichtung ist senkrecht zu den ineinander greifen-
den Fingerelektrodenstrukturen. Mit Hilfe eines solchen Interdigitaltransducers laRt
sich auf sehr einfache Weise eine sehr definierte Oberflachenschallwelle erzeugen.
Die Hersteliung eines solchen Interdigitaltransducers ist mit bekannten lithographi-
schen Verfahren und Beschichtungstechnologien kostengiinstig und einfach. Inter-
digitaltransducer kénnen zudem, z. B. durch Einstrahlung eines elekiromagneti-
schen Wechselfeldes in eine mit dem Interdigitaliransducer verbundene Antennen-

einrichtung, drahtlos angesteuert werden.

Um bestimmte lokal begrenzte Bereiche einer Oberflache mit der Oberflachen-
schallwelle zu Uberstreichen, kénnen z. B. mehrere Interdigitaltransducer in der

gewiinschten Anordnung eingesetzt werden, die selektiv angesteuert werden.

Bei einem besonders vorteilhaften Verfahren wird ein lateral begrenzter Schallpfad
der Oberflachenschallwelle mit Hilfe sogenannter getaperter Interdigitaltransducer
erzeugt. Bei einem solchen getaperten Interdigitaltransducer &ndert sich der Fin-
gerabstand der ineinander greifenden Fingerelekiroden entlang der Transduce-
rachse. Bei gegebener Frequenz wird die Resonanzbedingung, dal} die Frequenz
gleich dem Quotienten aus der Oberflachenschallgeschwindigkeit und dem Finger-
abstand ist, nur in einem lateral raumlich begrenzten Bereich erflllt. Mit einem sol-
chen getaperten Transducer kann also ein ausgewéhliter Bereich der
Oberflache durch entsprechende Wahl der Frequenz gezielt mit einer Oberflachen-
schallwelle beschallt werden. Auf diese Weise lassen sich einzeine Spots oder ein-

zelne Reihen von Spots auswahien.

Soll gemal oben beschriebener bevorzugter Ausgestaltung die Dampfung einer
Oberflachenschallwelle durch die Masse der hybridisierten zweiten Makromolekule
ausgewertet werden, kann als Oberflachenschallwellendetektor ebenfalls ein Inter-

digitaltransducer eingesetzt werden.
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Das erfindungsgemafie Analyseverfahren kann auf einem Chip durchgefiihrt wer-
den, auf dem die Sondenmolekiile direkt gebunden sind. Besonders vorteilhaft ist
es jedoch, wenn der Flussigkeitstropfen mit den zu untersuchenden Makromoleki-
len auf einem bevorzugten Aufenthaltsbereich der Festkdrperoberflache bewegt
wird, dessen Benetzungseigenschaften sich derart von seiner Umgebung unter-
scheiden, daf} sich der Flissigkeitstropfen bevorzugt darauf aufhalt. Die Sonden-
molekile sind dann auf diesem bevorzugten Aufenthaltsbereich angeordnet.

Durch die Definition eines solchen bevorzugten Aufenthaltsbereiches kann die Fla-
che auf dem Festkorper, auf dem sich die Flissigkeit bewegen soll, bestimmt wer-
den. Die Flussigkeit mit den zu untersuchenden Makromolekulen halt sich in der
Regel nur auf dem bevorzugten Aufenthaltsbereich auf, ohne dall Kanéale oder
Graben notwendig sind, die die Bewegung der Fllssigkeit ansonsten einschrénken
wirden. Die Oberflachenspannung des Flissigkeitstropfens bewirkt zusatzlich, daf}
die Flussigkeit den bevorzugten Aufenthaltsbereich ohne Einwirkung einer aufleren

Kraft nicht verlassen kann.

Die unterschiedlichen Benetzungseigenschaften kénnen z. B. durch eine entspre-
chende Beschichtung entweder des bevorzugten Aufenthaltsbereiches oder dessen
Umgebung realisiert werden. Zum Beispiel kdnnen hydrophile oder hydrophobe
Bereiche definiert werden. Sind die zu untersuchenden Makromolekile z. B. in
walriger Losung enthalten, wird der bevorzugte Aufenthaltsbereich so gewahit, dal
er hydrophiler ist als die umgebende Festkdrperoberflache. Dies kann entweder
durch eine hydrophile Beschichtung des bevorzugten Aufenthaltsbereiches oder
durch eine hydrophobe Umgebung erreicht werden. Eine hydrophobe Umgebung
kann z. B. durch eine silanisierte Oberfiache realisiert werden. Je nach den Benet-
zungseigenschaften der Flissigkeit, in der die zu untersuchenden Makromolekiile
enthalten sind, kann die den Aufenthaltsbereich umgebende Festkérperoberflache
auch hydrophil, lipophob oder lipophil im Vergleich zur Oberflache des bevorzugten
Aufenthaltsbereiches gewéhlt werden. Die Benetzungseigenschaften kénnen wei-
terhin durch Mikrostrukturierung moduliert werden, wie es beim sogenannten Lo-
tuseffekt der Fall ist, der auf unterschiedlicher Rauhigkeit der Oberflache beruht
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und so unterschiedliche Benetzungseigenschaften bewirkt. Eine solche Rauhig-
keitsmodulation kann z. B. durch Mikrostrukturierung der entsprechenden Oberfla-
chenbereiche erhalten werden, z. B. durch chemische Behandlung oder lonen-
bestrahlung. Die Herstellung von Bereichen unterschiedlicher Benetzungseigen-
schaften ist dabei durch Verwendung bereits bekannter lithographischer Verfahren

und/oder Beschichtungstechnologien einfach und kostengiinstig.

Die Geometrie des bevorzugten Aufenthaltsbereiches kann an die entsprechende
Anwendung angepalftt werden. Zum Beispiel kann der bevorzugte Aufenthaltsbe-
reich maanderformig durch das Microarray gefilhrt werden, so daf die einzelnen
Positionen des Microarrays sich entlang des bevorzugten Aufenthaltsbereiches auf-
reihen. Ebenso kann eine kreuzweise Anordnung vorgesehen sein, bei der sich die

einzelnen Positionen des Microarrays in den Kreuzungsbereichen befinden.

Wird das erfindungsgemaRe Verfahren auf einem derartig ausgéstalteten bevor-
zugten Aufenthaltsbereich durchgefiihrt, sind die Anforderungen an die Genauigkeit
in der Richtung und lateralen Ausbreitung der Oberflachenschallwelle geringer, da
die Bewegung des Flissigkeitstropfens durch die Form des Aufenthaltsbereiches

mit bestimmt wird.

Bei einer anderen Ausgestaltung werden entsprechend definierte bevorzugte Auf-
enthaltsbereiche nur im Bereich der einzelnen Spots vorgesehen, ohne miteinander
verbunden zu sein. Die Aufenthaltsbereiche dienen dann der Lokalisierung des
Flussigkeitstropfens im Bereich eines Spots bzw. einer Gruppe weniger Spots.
Durch Einstrahlen einer Oberflachenschallwelle ausreichender Intensitét kann die
Flussigkeit dennoch von einem Aufenthaltsbereich zum néchsten transportiert
werden. Die so definierten Aufenthaltsbereiche wirken wie ein ,Anker®, der die
Lokalisierung des Flissigkeitstropfens an einem Spot oder an einer Gruppe weni-

ger Spots erleichtert.

Das erfindungsgemaRe Verfahren kann z. B. vorteilhaft zur Analyse von Oligo-

nukleotiden eingesetzt werden. Es eignet sich unter anderem besonders zum
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DNA-Screening, wobei die zu untersuchenden Oligonukleotide z. B. aus kurzen
DNA-Strangen (Desoxyribonukleinsaurestrangen) bestehen. Ebenso konnen je-
doch unterschiedliiche Makromolekiile mit spezifischer Bindung wie unterschiedli-
che Proteine, unterschiedliche Antigene oder unterschiediiche Antikérper im Micro-

array vorgesehen bzw. analysiert werden.

Bei einem erfindungsgeméfien Verfahren zur Herstellung einer Analysevorrichtung
fr Makromolekiile wird zumindest ein Flussigkeitstropfen mit zumindest einer Art
von Makromolekilen auf einer Festkorperoberflache, vorzugsweise der Oberflache
eines Chips, aufgebracht, wobei die Makromolekiile eine aktive Gruppe aufweisen,
die bei Anderung eines entsprechenden &uleren Parameters derart aktiviert wird,
daf} sie eine Bindung mit der Festk&rperoberflache oder bereits an der Oberflache
gebundenen Makromolekulen eingehen kann. Der Tropfen wird mit Hilfe des Im-
pulsiibertrages einer oder mehrerer Oberflachenschallwellen an einen gewlinsch-
ten Ort auf der Oberflache bewegt. Daraufhin wird der auf3ere Parameter homogen
und nicht lokal derart verandert, dal} eine Bindung der Makromolekiile ermdglicht
wird. Der Flussigkeitstropfen kann danach ggf. mehrfach an einen anderen Ort des
Chips mit Hilfe der Oberflachenschallwellen bewegt und der Parameter wieder ge-
andert werden, um so sukzessiv ein Microarray zu erzeugen. Selbstverstandlich
kénnen diese Prozesse auch parallelisiert werden, indem mehrere Flussigkeits-
tropfen gleichzeitig tber die Festkérperoberfliche bewegt werden und durch die
Anderung des dulleren Parameters am gewiinschten Ort eine Reaktion der in den
Flussigkeitstropfen enthaltenen Makromolekile mit der Oberflache erméglicht wird.
Mit den so an die Festkérperoberflache gebundenen Molekilen wird dann ein
Microarray aus Sondenmolekiilen gebildet.

Im Unterschied zu herkdmmlichen Verfahren zur Herstellung eines Microarrays ist
es nicht notwendig, dal’ der aullere Parameter nur lokal veréndert wird. Dies stellt
eine signifikante Vereinfachung des Verfahrens dar, da z. B. keine ortsaufgeldste
Beleuchtung oder ortsaufgeltste elektrische Felder notwendig sind. Im Gegensatz
zu herkdmmlichen Verfahren, bei denen der Chip mit der Flissigkeit, die die zu

bindenen Makromolekiile enthalt, {iberschwemmt werden muR, ist auRerdem der
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Materialverbrauch erheblich reduziert. Um den Chip homogen zu Uberschwemmen,
werden typisch 10-100 pl benétigt, wahrend man mit dem erfindungsgemafen
Verfahren mit Nanoliter- (nl-) bzw. wenigen Mikroliter- (uI-) Mengen auskommen

kann.

Werden z. B. Makromolekiile mit einer photoaktiven Gruppe verwendet, wird als
aulBerer Parameter die Beleuchtung gewahit. Je nach Natur der photoaktiven
Gruppe wird entweder deren Intensitdt oder deren Frequenz geéndert, um eine
Bindung der photoaktiven Makromolekile mit der Oberflache bzw. bereits gebun-
denen Makromolekilen zu ermdglichen. Der Flussigkeitstropfen wird an die ge-
wiinschte Stelle mit Hilfe der Oberflachenschallwelle bewegt und dann die Be-
leuchtung eingeschaltet bzw. entsprechend verandert. Nur dort, wo sich die Flis-
sigkeit gerade befindet, werden die Makromolekiile mit der Oberflache eine Bin-
dung eingehen. So l&6t sich sehr genau und lokal ein Spot eines Microarrays er-

zeugen.

Werden z. B. Makromolekile mit einer elektroaktiven Gruppe verwendet, dient als
zu veradndernder dulerer Parameter das elektrische Feld. Der Flussigkeitstropfen
wird mit Hilfe der Oberflachenschallwellen an die gewiinschte Stelle auf dem Fest-
kérperchip bewegt. Dann wird das elekrische Feld derart geéndert, dall eine Reak-
tion der Makromolekdle in der Flussigkeit mit der Oberflache des Chips bzw. bereits
gebundenen Makromolekilen stattfinden kann. Dabei ist es nicht notwendig, daf
die Elektroden zur Anlegung des elektrischen Feldes eine lokale begrenzie Aus-
dehnung haben. Die gesamte Chipoberflache kann als Elektrode dienen, da die
Ortsauflosung der Reaktion durch die begrenzte Flissigkeitsmenge gewahrleistet

ist.

Der Tropfen kann auch Makromolekile enthalten, die auf Temperaturanderungen
reagieren. Ist der Tropfen mit Hilfe von Oberflachenschallwellen an den ge-
wiinschten Ort bewegt worden, wird die Chipoberflache erwarmt, um an diesem Ort
die Reaktion der Makromolekile mit der Oberflache oder bereits gebundenen Mak-

romolekiilen zu ermdglichen. Die Temperaturerh6hung braucht nicht lokal zu sein,
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da eine Ortsauflésung durch das begrenzte AusmaR des Tropfens gewahrieistet

wird.

Die Verwendung von Oberflachenschallwellen zur Bewegung von Fliissigkeitstrop-
fen bietet bei dem erfindungsgeméafen Herstellungsverfahren die gleichen Vorteile
wie bei den oben beschriebenen erfindungsgemaRen Analyseverfahren. Zur Er-
zeugung der Oberflachenschaliwellen kénnen ebenso wie bei den erfindungsge-
malen Analyseverfahren Interdigitaltransducer, z. B. sogenannte getaperte interdi-
gitaltransducer, eingesetzt werden. Der Einsatz derartiger Interdigitaltransducer
bietet bei dem erfindungsgeméaRen Herstellungsverfahren die gleichen Vorteile wie
bei den erfindungsgemafRen Analyseverfahren.

Das erfindungsgemaRe Herstellungsverfahren kann auf der freien Oberflache eines
Festkorperchips erfolgen. Besonders vorteilhaft ist es jedoch, wenn der Festkérper-
chip vor Anwendung des erfindungsgeméafRen Herstellungsverfahrens mit einem
bevorzugten Aufenthaltsbereich versehen wird, dessen Benetzungseigenschaften
sich von seiner Umgebung derart unterscheiden, dal sich die Flissigkeit mit den
zu bindenden Makromolekilen bevorzugt darauf aufhalt. Ebenso wie bei den erfin-
dungsgemafen Analyseverfahren 4Rt sich so die Anforderung an die Genauigkeit
der Oberflachenschallwelleneinstrahlung reduzieren, da die Bewegung der Fliissig-
keit sich hauptsachlich auf den bevorzugten Aufenthaltsbereich beschrankt.

Zudem ist eine mit einem solchen Herstellungsverfahren hergestellte Analysevor-
richtung vorteilhaft einsetzbar, um ein erfindungsgemaRes Analyseverfahren durch-
zufihren, bei dem ebenfalls ein bevorzugter Aufenthaltsbereich wie bereits oben

beschrieben vorteilhaft zum Einsatz kommen kann.

Ein bevorzugter Aufenthaltsbereich kann wie bereits bei den erfindungsgemaRen
Analyseverfahren beschrieben hergestellt werden. Dabei sind verschiedene Geo-

metrien des Aufenthaltsbereiches mdoglich.
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Ebenso wie bei den erfindungsgemaflen Analyseverfahren kénnen auch mehrere
bevorzugte Aufenthaltsbereiche eingesetzt werden, die an denjenigen Orten der
Festkdrperoberflache angeordnet sind, an denen sich die Spots des Microarrays
befinden sollen, das mit dem erfindungsgemafien Herstellungsverfahren hergestelit
wird. Die bevorzugten Aufenthaltsbereiche an diesen Orten erleichtern die Lokali-
sierung der FlUssigkeit mit den Makromolekilen, die an den Spots gebunden wer-
den sollen. Durch Einstrahlen einer Oberflachenschallwelle ausreichend hoher In-
tensitédt kann dennoch der Flissigkeitstropfen mit den Makromolekilen, die die
Spots des Microarrays bilden sollen, von einem bevorzugten Aufenthaltsbereich

zum nachsten bewegt werden.

Bei einer bevorzugten Ausgestaltung des erfindungsgemafen Herstellungsverfah-
rens wird die Menge der an einem Ort gebundenen Makromolekiile durch Vermes-
sung der Dampfung und/oder Geschwindigkeitsdnderung von zumindest einer O-
berflachenschallwelle bestimmt, die in Richtung der gebundenen Makromolekiile
geschickt wird. Nachdem ein oder mehrere Spots des Microarrays mit dem erfin-
dungsgemélen Verfahren hergestellt worden sind, wird eine Oberflachenschall-
welle in Richtung des bzw. der Spots geschickt und nach Durchlaufen des entspre-
chenden Gebietes der Oberflache in ihrer Intensitat und/oder bzgl. der Geschwin-
digkeitsdnderung vermessen. Durch Vergleich der Intensitat und/oder Geschwin-
digkeit mit dem Wert, der vor dem Aufbringen der Makromolekille im Microarray
gemessen wurde, kann die Dampfung bzw. Geschwindigkeitsénderung der Ober-
flachenschallwelle durch die Prasenz der Makromolekule bestimmt werden. Daraus
kann auf die Menge der gebundenen Makromolekile zurlickgeschiossen werden.
So kann fir jeden einzelnen Spot des hergestellten Microarrays auf die dort befind-
liche Anzahl der Makromolekiile geschlossen werden. Wird ein solchermalien ver-
messenes Microarray zur Analyse von Makromolekilen z. B. gemalt dem erfin-
dungsgemafRen Analyseverfahren eingesetzt, ist eine genaue quantitative Aussage

moglich. Gegebenenfalls wird zusétzlich eine Kalibrierungsmessung vorgenommen.

Mit dem erfindungsgeméafien Verfahren zur Herstellung einer Analysevorrichtung

laRt sich auf prazise und reproduzierbare Weise ein Microarray herstellen, das ins-
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besondere vorteilhaft mit den erfindungsgemafen Analyseverfahren eingesetzt
werden kann. Die Einrichtungen zur Erzeugung der Oberfl&achenschallwellen, vor-
zugsweise also der Interdigitaltransducer, kénnen zunéchst fiir die Herstellung des
Microarrays eingesetzt und dann weiterbenutzt werden, um Analysen durchzufiih-
ren. Auch ein ggf. vorhandener bevorzugter Aufenthaltsbereich kann zunachst vor-
teilhaft bei der Herstellung des Microarrays ausgenutzt und dann bei folgenden

Analysen verwendet werden.

Sowohl bei den erfindungsgemafen Analyseverfahren als auch beim erfindungs-
geméaRen Herstellungsverfahren wird eine kleine Flussigkeitsmenge mit Hilfe von
Oberflachenschallwellen bewegt, um lokal reagieren zu kénnen, entweder zum
Aufbau eines Microarrays aus einzelnen Spots oder zur Reaktion des in der Flus-
sigkeit befindlichen Materials mit einzelnen Spots des Microarrays. Der Einsatz des
Impulsiibertrages von Oberflachenschallwellen erméglicht dabei jeweils eine scho-

nende und definierte Bewegung.

Anhand der anliegenden Figuren werden Ausgestaltungen der erfindungsgemafen
Verfahren im Detail erlautert. Die Figuren sind dabei nicht notwendigerweise malfi-
stabsgetreu und nur schematisch. Es zeigt

Figur1  eine Anordnung zur Durchfiihrung des erfindungsgemafien Verfahrens

zur Analyse von Makromolekdlen,

Figur2 eine andere Anordnung zur Durchfiihrung eines erfindungsgemafen

Verfahrens zur Analyse von Makromolekiilen,

Figur 3 eine weitere Anordnung zur Durchfiihrung eines erfindungsgeméfRen

Verfahrens zur Analyse von Makromolekiilen, und

Figur4 einen Schritt bei der erfindungsgemafRen Herstellung einer Analysevor-

richtung.
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Figur 1 zeigt eine Vorrichtung zur Durchfiihrung des erfindungsgemafen Analyse-
verfahrens. 1 kennzeichnet die Oberflache eines Festkdrperchips, dhnlich wie er
z. B. auch fir Anwendungen in der Halbleitertechnik verwendet wird. Das Material
des Substrates dieser Oberflache ist piezoelekirisch und vorteilhafterweise mit
Siliziumdioxid beschichtet. Eine Siliziumdioxidbeschichtung garantiert eine wonhl

definierte und bekannte Oberflachenchemie.

Auf der Oberflache befinden sich Interdigitaltransducer 5, 6, 7 und 8 in getaperter
Ausfihrung. Die Interdigitaltransducer bestehen aus Elektroden 9 mit fingerartigen
Fortsatzen, die paarweise ineinander greifen. Alternativ sind auch andere Geome-
trien von Interdigitaltransducern denkbar, wie sie aus der Technologie der Oberfla-
chenwellenfilter bekannt sind. Bei Anlegen eines Wechselfeldes an die Elektroden
9O eines Interdigitaltransducers wird eine Oberflachenschaliwelle mit einer Wellen-
lange erzeugt, die dem Fingerabstand der Elekiroden entspricht und deren Aus-
breitungsrichtung im wesentlichen senkrecht zu den Fingerelektroden ist. Durch die
getaperte Ausfiihrung, bei der der Abstand der Finger lokal unterschiedlich ist, ist
eine lateral begrenzte Oberflachenschallwelle erzeugbar. Die Transducer umfassen
jeweils eine grofte Anzahl von ineinander greifenden Fingern, von denen jeweils

nur einige schematisch und nicht maRstabsgetreu dargestellt sind.

Die Anzahl und Anordnung der Interdigitaltransducer ist an die gewilinschten Gege-
benheiten angepaldt. Bei dem gezeigten Ausfithrungsbeispiel einer Vorrichtung zur
Durchfuihrung des erfindungsgemafen Analyseverfahrens befindet sich zwischen
den Interdigitaltransducern ein bevorzugter Aufenthaltsbereich 11. Dessen Benet-
zungseigenschaften unterscheiden sich derart von seiner Umgebung, dal sich eine
walkrige Losung bevorzugt darauf aufhalt. Dazu ist z. B. die Umgebung des bevor-
zugten Aufenthaltsbereiches silanisiert. Ein solcher bevorzugter Aufenthaltsbereich
verbessert die Lokalisierung von walriger Losung, ist jedoch zur Durchfihrung des
erfindungsgemaRen Verfahrens nicht notwendigerweise vorgesehen. Im Bereich
des bevorzugten Aufenthaltsbereiches 11 sind Spots 16 aus Makromolekiilen an-
geordnet. Die einzelnen Spots 16 umfassen jeweils Makromolekule, die fur jeden
Spot 16 z. B. unterschiedlich sind.
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Mit einer solchen Anordnung wird das erfindungsgeméfie Analyseverfahren wie
folgt durchgefiihrt. Ein Flissigkeitstropfen 3 mit zu untersuchenden Makromoleki-
len wird z. B. mit Hilfe eines Pipettierroboters in den Bereich der Spots 16 gebracht,
wie es in Figur 1 sichtbar ist. Der Flussigkeitstropfen ist in der GréRenordnung von
einigen wenigen nl bis ul. Ein Spot hat z. B. eine Ausdehnung von 100 pm, wenn

ein Tropfen mit wenigen nl eingesetzt wird.

Mit Hilfe von Oberflachenschallwelien, die mit den Interdigitaltransducern 5, 6, 7
und 8 erzeugt werden, wird ein Impuls auf die Fiissigkeitsmenge erzeugt. Dazu
wird an den entsprechenden Interdigitaltransducer tber die Elektroden 9 und ent-
sprechende nicht gezeigte AnschluRelekiroden ein elektromagnetisches Wechsel-
feld einiger 10 bis einiger 100 MHz angelegt. Dort, wo der Fingerabstand derart ist,
dall die Resonanzbedingung im wesentlichen erflllt ist, wird eine Oberflachen-
schallwelle erzeugt, die sich im wesentlichen senkrecht zu den Fingern des Interdi-
gitaltransducers ausbreitet. Beispielhaft ist dies in Figur 1 durch den Pfeil 14 ange-
deutet. Die Oberflachenschallwelle ibertragt einen Impuls auf die Flissigkeitsmen-
ge 3 und bewegt so den Flissigkeitstropfen von einem Spot zu einem anderen. Mit
Hilfe der in Figur 1 gezeigten vier Interdigitaltransducer 5, 6, 7 und 8 |aRt sich der

Flussigkeitstropfen 3 so definiert an die Stelle eines bestimmten Spots 16 bringen.

Nach einer Verweildauer, die etwa der typischen Hybridisierungszeit der in dem
Flussigkeitstropfen 3 vorhandenen Makromolekiile mit den an dem Spot vorhande-
nen Makromolekiilen entspricht, wird der Flussigkeitstropfen 3 wiederum mit Hilfe
von Oberflachenschallwellen von dem Spot entfernt. Er kann kann zu einem ande-
ren Spot bewegt werden, um eine entsprechende Hybridisierung an dem dortigen
Ort zu ermdglichen. Nachdem die gewilinschten Spots 16 mit der Flissigkeit 3 in
Bertihrung gekommen sind, wird analysiert, an welchen Spots eine Hybridisierung
mit den in der Flussigkeit vorhandenen Makromolekuilen stattgefunden hat. Befin-
den sich z. B. in der Flussigkeit fluoreszenzmarkierte Makromolekdle, kann durch
eine ortsaufgeloste Messung der Fluoreszenz festgestellt werden, an welchen
Spots eine Reaktion stattgefunden hat. Ist die Art der Makromolekiile, die sich an
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den einzelnen Spots 16 befinden, bekannt, 14t sich auf diese Weise auf die Art der
Makromolekile in dem Flussigkeitstropfen 3 zuriickschlief3en.

Es kann auch eine in situ-Messung durchgeftihrt werden. Nachdem der Flussig-
keitstropfen 3 auf den ersten Spot aufgebracht worden ist, wird er z. B. mit Hilfe der
Oberflachenschallwelle 14 des ersten Interdigitaltransducers 7 ein wenig von dem
Spot weg bewegt. Mit dem gegeniiberliegenden Interdigitaltransducer 6 wird eine
zweite Oberflachenschallwelle erzeugt, die im Wechsel mit der ersten Oberflachen-
schallwelle 14 in entgegengesetzter Richtung auf den Tropfen 3 wirkt. Daraufhin
bewegt sich der Tropfen 3 rlickwarts wiederum tber den Spot hinweg. Durch den
zeitlichen Wechsel der zwei Oberflachenschallwellen beWegt sich also der Tropfen
hin und her. Bei jeder Berlthrung des Tropfens 3 mit dem Spot reagieren Makro-
molekile aus der Flissigkeit mit Makromolekilen am Spot. Durch Vermessen z. B.
der Fluoreszenz zu denjenigen Zeitpunkten, an denen sich der Tropfen 3 gerade
nicht an dem Spot befindet, kann so der zeitliche Verlauf der Reaktion bestimmt
und eine Aussage Uber die Reaktionskinetik getroffen werden.

Die Messung der Fluoreszenz oder eines anderen Nachweisparameters, wie z. B.
der elektrischen Ladung oder der Masse, erfolgt in bekannter Weise mit entspre-
chenden hier nicht ndher interessierenden Mef3- und Auswerteeinrichtungen und

Auswerteprogrammen.

Bei den beschriebenen erfindungsgemaRen Verfahren ist nur eine sehr kleine Flis-
sigkeitsmenge 3 notwendig, so dal auch bei einer begrenzten Menge Material, das
zu untersuchen ist, eine verlalliche und reproduzierbare Messung méglich ist. Es
ist nicht notwendig, alle Spots 16 gleichzeitig mit der Flussigkeit zu Gberschwem-

men.

Da nur eine kleine Fliissigkeitsmenge notwendig ist, kann die Konzentration der zu
untersuchenden Makromolekile in dem Flussigkeitstropfen hoher sein, auch wenn

nur wenig Ausgangsmaterial an zu untersuchenden Makromolekilen vorliegt.
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Andererseits kann bei mit herkdmmlichen Verfahren vergleichbarer Konzen-
tration die Probenmenge sehr viel geringer sein, da nur Nanolitermengen bendtigt

werden.

Figur 2 zeigt die Geometrie einer anderen Anordnung zur Durchfithrung des erfin-
dungsgemaRen Analyseverfahrens. Die Spots 16 sind hier entlang eines méaan-
derférmigen Aufenthaltsbereiches 17 angeordnet. Ein Fliissigkeitstropfen, der sich
auf diesem maanderférmigen Aufenthaltsbereich 17 befindet, kann mit Hilfe der
Interdigitaltransducer entlang des Aufenthaltsbereiches bewegt werden, so daflt er
alle Spots sequenziell beriihrt. Diese Anordnung des Aufenthaltsbereiches senkt
die Anforderungen an die Genauigkeit der lateralen Aufiésung eines einzelnen In-
terdigitaltransducers. Bei dem gezeigten Verfahrensschritt der Figur 2 wird eine
Oberflachenschallwelle 12 mit Hilfe des Interdigitaltransducers 8 erzeugt, so daf
ein Flussigkeitstropfen im in der Figur linken Teil des Aufenthaltsbereiches 17 nach
oben bewegt werden kann. Der Ubersichtlichkeit halber ist der Flussigkeitstropfen

selbst nicht dargestellt.

Durch eine entsprechende zeitliche Ansteuerung an die Interdigitaltransducer ist
auch der Einsatz von Interdigitaltransducern mit gleichmaRigem Fingerabstand
moglich. Erreicht der Fiiissigkeitstropfen eine Ecke des maanderformigen Aufent-
haltsbereiches 17, wird zeitlich synchron ein anderer Interdigitaltransducer einge-

setzt, der eine Bewegung in der abgeknickten Richtung ermdglicht.

Die Auswertung erfolgt ebenso wie bei einer Anordnung der Figur 1.

Das erfindungsgemaRe Verfahren kann auch mit einer Analysevorrichtung gemaf
der Figur 3 durchgefiihrt werden. Hier ist der Aufenthaltsbereich 19 kreuzférmig
gestaltet. Auch bei einer solchen Anordnung sind die Anforderungen an die Prézi-

sion der Interdigitaltransducer niedriger.

Selbstverstandlich sind auch andere Geometrien der Aufenthaltsbereiche denkbar,

die an die entsprechenden Gegebenheiten angepalit sind. Die Figuren zeigen die
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Anordnung jeweils nur schematisch. Tatsachlich befindet sich eine sehr viel groe-
re Anzahl von Spots auf einem Chip, so daB z. B. eine DNA-Screening-Analyse

moglich ist.

Bei einer nicht gezeigten Ausfiinrungsform sind bevorzugte Aufenthaltsbereiche nur
im Bereich der einzelnen Spots vorgesehen, ohne miteinander verbunden zu sein.
Solche Aufenthaltsbereiche dienen der Lokalisierung des Flussigkeitstropfens im
Bereich der einzelnen Spots. Durch Einstrahlen einer Oberflachenschallwelle aus-
reichender Intensitat kann dennoch der Fliissigkeitstropfen von einem Aufenthalts-
bereich zum nachsten bewegt werden. Die Anforderungen an die Prézision der O-
berflachenwelleneinstrahlung sind jedoch verringert, da die bevorzugten Aufent-
haltsbereiche an den einzelnen Spots die Lokalisierung des Tropfens in ihrem Be-

reich unterstitzen.

Das erfindungsgeméaRe Verfahren kann auch ohne Einsatz eines bevorzugten Auf-
enthaltsbereiches 11, 17, 19 durchgefiihrt werden, wenn die Ansteuerung der Inter-
digitaltransducer prazise genug erfolgt. Anstelle getaperter Interdigitaltransducer
kann auch eine Anzahl unterschiedlicher und individuell ansteuerbarer Transducer
eingesetzt werden, die immer nur einen schmalen Bereich der Oberflache mit einer

Oberflachenschallwelle Gberstreichen.

Figur 4 zeigt einen Schritt bei dem erfindungsgemafen Herstellungsverfahren far
ein Microarray. Auf dem Festkdrperchip 1 ist ein bevorzugter Aufenthaltsbereich 11
vorgesehen. Ein Flussigkeitstropfen 2 wird auf den bevorzugten Aufenthaltsbereich
11 z. B. mit Hilfe eines Pipettierroboters aufgebracht. Die Fliissigkeitsmenge ist
z. B. in der GroRenordnung von 1 nl bis wenigen pl. Der Flassigkeitstropfen enthalt
Makromolekiile, die als Sondenmolekiile dienen sollen und zu diesem Zweck an
vorbestimmten Orten gebunden werden solien. Der Flﬂssigkeitsfropfen wird dazu
mit Hilfe von Oberflachenschallwellen, die mit den Interdigitaltransducern 5, 6, 7
und 8 erzeugt werden, an einen gewiinschten Ort gebracht. Beispielhaft ist eine
Oberflachenwelle 13 gezeigt, die mit dem Interdigitaltransducer 7 in einer Weise

erzeugt wird, die bereits oben fir das erfindungsgemafie Analyseverfahren be-
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schrieben ist. Durch den Impulsiibertrag der Oberflachenschaliwelle 13 auf den
Flussigkeitstropfen 2 wird dieser in Richtung 15 bewegt. Ist der Fliissigkeitstropfen
2 an der gewlinschten Stelle angekommen, wird die Beschallung mit der Oberfla-
chenschallwelle gestoppt, so dal® der Flissigkeitstropfen 2 zur Ruhe kommt. Dar-
aufhin wird ein aufderer Parameter gedndert, auf den das Material in dem Fllssig-
keitstropfen 2 reagiert. Zum Beispiel kénnen die in dem Flussigkeitstropfen enthal-
tenen Makromolekile photoaktiv sein. In diesem Falle wird eine Beleuchtungs-
guelle geeigneter Wellenlange und Intensitét eingeschaltet, die oberhalb des Chips
1 angeordnet ist und den gesamten Chip homogen beleuchtet. Die Oberflachen-
chemie des Chips bzw. des bevorzugten Aufenthaltsbereiches 11 ist dabei so ge-
wahlt, daly durch die Beleuchtung der photoaktiven Gruppe der Makromolekiile eine
Bindung der Makromolekille mit der Oberflache ermdglicht wird. Auf diese Weise
wird an einem definierten Ort der Oberflache ein Spot erzeugt, an dem sich die
Makromolekule aus der Flussigkeitsmenge 2 binden. Die Flissigkeitsmenge 2 kann
im Anschlul® weiterbewegt werden, um an einer anderen Stelle einen weiteren Spot

ZU erzeugen.

Im Anschlufd kann z. B. eine weitere Flissigkeitsmenge aufgebracht werden, in der
sich andere Makromolekile befinden, die an anderen Stellen des Chips gebunden
werden sollen, um so ein Microarray zu erzeugen, in dem sich an unterschiedlichen

Spots unterschiedliche Makromolekile befinden.

Es konnen auch Flussigkeitstropfen mit unterschiedlichen Makromolekilen nach-
einander Uber denselben Spot bewegt werden. Auf diese Weise kénnen verschie-
dene Sequenzen aneinander gehangt werden, um gewiinschte Sondenmolekile zu
erzeugen. Die Makromolekule aus Flissigkeitstropfen, die zu einem spateren Zeit-
punkt Uber die Oberflache bewegt werden, auf denen bereits Makromolekiile aus
friher tUber die Oberflache bewegten Flissigkeitstropfen gebunden sind, hybridisie-

ren ggf. mit den ersten Makromolekiilen, um ggf. langere Makromolekdile zu bilden.

Werden Makromolekiile eingesetzt, die eine elektroaktive Gruppe aufweisen, die

bei Anlegen eines elektrischen Feldes eine Bindung mit der Oberflache eingeht, so
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wird anstelle der Beleuchtung ein homogenes elekirisches Feld geeigneter Starke,

Orientierung und Polaritat angelegt.

Der gesamte Prozeld kann auch parallelisiert werden, um die Proze3geschwindig-

keit bei der Herstellung eines Microarrays zu erhdhen.
In analoger Weise lassen sich auch die Anordnungen der Figur 2 und 3 erzeugen.

Die Lokalisierung der Fliissigkeitstropfen, die zur Bildung des Microarrays Gber die
Oberflache geschickt werden, kann durch die entsprechenden bevorzugten Aufent-
haltsbereiche unterstitzt werden. So ist es auch méglich, eine Anordnung von be-
vorzugten Aufenthaltsbereichen auf der Festkdrperoberflache vorzusehen, an de-
nen sich die Spots nach dem Herstellungsverfahren befinden sollen. Durch solche
Aufenthaltsbereiche, die nicht miteinander verbunden sind, wird die Lokalisierung
der Flussigkeit bei der Bildung des Microarrays unterstiitzt, so da® Anforderungen
an die Prazision der durch die Oberflachenschallwellen induzierten Bewegung ver-

ringert sind.

Bei dem erfindungsgemafien Verfahren zur Herstellung eines Microarrays muf} also
der aulere Parameter, in den geschilderten Beispielen die Beleuchtung oder das
elektrische Feld, nicht lokal erzeugt werden, sondern kann homogen tber der gan-
zen Chipoberflache sein. Die ortsaufgeldste Bindung wird dadurch gewahrleistet,
dal nur ein sehr kleiner Teil der Oberflache mit dem Flissigkeitstropfen 2 in Ver-

bindung ist, in dem sich die zu bindenden Makromolekdile befinden.
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Verfahren zur Analyse von Makromolekullen, Analysevorrichtung und Verfahren zur

Herstellung einer Analysevorrichtung

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Analyse von Makromolekillen mit Hilfe eines Microarrays, das
aus mehreren Spots (16) in bekannter Anordnung besteht, die eine Vielzahl
von ersten Makromolekiien umfassen, die fur einen Spot untereinander im
wesentlichen gleich sind, wobei sich das Microarray auf einer Festkdrperober-

flache (1), vorzugsweise eines Festkdrperchips, befindet, bei dem

a) zumindest ein Flussigkeitstropfen (3), der zweite Makromolekiile enthalt,
auf die Festkorperoberflache (1) gebracht wird, wobei die Flissigkeits-
menge eines Tropfens (3) so klein ist, daf} im wesentlichen nur ein Spot
(16) oder eine Gruppe von wenigen Spots des Microarrays zu einem
Zeitpunkt mit dem Flissigkeitstropfen (1) in Berihrung kommt,

b) nach Ablauf einer vorbestimmten Zeit der Flussigkeitstropfen (3) mit Hilfe

des Impulstibertrages zumindest einer Oberflachenschallwelle (12, 14)
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zu einem nachsten Spot (16) bzw. einer weiteren Gruppe weniger Spots

bewegt wird,

c) Wiederholung der Schritte a) und b), bis die gewinschten Spots des
Microarrays mit dem Flussigkeitstropfen (3) in Berlihrung waren.

d) Untersuchung der mit dem Flussigkeitstropfen (3) in Beriihrung gekom-
menen Spots daraufhin, ob und/oder in welchem Mafe eine spezifische
Reaktion mit dem Material des Flussigkeitstropfens (3) stattgefunden
hat.

Verfahren zur Analyse von Makromolekilen nach Anspruch 1, bei dem Schritt
d) individuell nach der jeweiligen Durchfihrung des Schrittes a) oder nach der

jeweiligen Durchfiihrung des Schrittes b) durchgefiihrt wird.

Verfahren zur Analyse von Makromolekulen nach Anspruch 1, bei dem Schritt
d) nach Schritt ¢) durchgefiihrt wird.

Verfahren zur Analyse von Makromolekiilen nach einem der Anspriiche 1 bis
3, bei dem eine Oberflachenschallwelle in Richtung eines oder mehrerer
Spots (16) geschickt wird, und aus deren Dampfung und/oder Geschwindig-
keitsanderung auf die Menge der am jeweiligen Spot (16) gebundenen zwei-
ten Makromolekiile geschiossen wird, nachdem der Flissigkeitstropfen (3)

entfernt worden ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, bei dem Schritt a) den folgen-
den Schritt a1) umfaf3t:

a1) Bewegung des Flussigkeitstropfens mit Hilfe des Impulslibertrages von
zumindest zwei im wesentlichen gegeneinander gerichteten Oberfla-
chenschallwellen, die derart im Wechsel auf den Flussigkeitstropfen (3)
geschickt werden, daR der Tropfen hin und her bewegt wird, und wah-
renddessen eine zeitabhangige Untersuchung des Spots oder der Grup-
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pe weniger Spots daraufhin durchgefiihrt wird, ob und/oder in welchem
MaRe eine spezifische Reaktion mit dem Material des Flussigkeitstrop-
fens (3) statigefunden hat.

Verfahren zur Analyse von Makromolekiilen mit Hilfe eines Microarrays, das
aus mehreren Spots (16) in bekannter Anordnung besteht, die eine Vielzahl
von ersten Makromolekiilen umfassen, die flir einen Spot untereinander im
wesentlichen  gleich sind, wobei sich das Microarray  auf
einer Festkdrperoberflache (1), vorzugsweise eines Festkdrperchips, befindet,

bei dem

a) zumindest ein Flissigkeitstropfen (3), der zweite Makromolekile enthalt,
auf die Festkoérperoberflache (1) gebracht wird, wobei die Flissigkeits-
menge eines Tropfens (3) so klein ist, da im wesentlichen nur ein Spot
(16) oder eine Gruppe von wenigen Spots des Microarrays zu einem

Zeitpunkt mit dem Flussigkeitstropfen (1) in Berlihrung kommt.

a1) der Flissigkeitstropfen (3) mit Hilfe des Impulsiibertrages von zumindest
zwei im wesentlichen gegeneinander gerichteten Oberfléachenschallwel-
len, die im Wechsel in Richtung des Flissigkeitstropfens (3) geschickt
werden, hin und her bewegt wird und wahrenddessen zeitabhéngig un-
tersucht wird, ob und/oder in welchem Mafe eine spezifische Reaktion
mit dem Material des Flussigkeitstropfens (3) stattgefunden hat.

Verfahren zur Analyse von Makromolektilen nach einem der Anspriiche 1 bis
6, bei dem nicht mehr als 10%, vorzugsweise im wesentlichen nur einer der
Spots (16) des Microarrays zu einem Zeitpunkt mit dem Flussigkeitstropfen (3)

in Berihrung kommen.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, bei dem die zweiten
Makromolekiile fluoreszierend sind und zur Untersuchung in Schritt d) bzw.

Schritt a1) die Fluoreszenz ausgewertet wird.
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Verfahren zur Analyse von Makromolekilen nach einem der Anspriiche 1 bis
8, bei dem der Flussigkeitstropfen (3) mit Hilfe der Oberflachenschallwelle (12,
14) auf einem bevorzugten Aufenthaltsbereich (11, 17, 19) der Festkérper-
oberflache (1) bewegt wird, dessen Benetzungseigenschaften sich derart von
seiner Umgebung unterscheiden, dal sich der Flussigkeitstropfen (3) bevor-

zugt darauf aufhalt.

Verfahren zur Analyse von Makromolekillen nach Anspruch 9, bei dem der
bevorzugte Aufenthalisbereich (17) maanderférmig ist.

Verfahren zur Analyse von Makromolekilen nach Anspruch 9, bei dem der

bevorzugte Aufenthaltsbereich (19) kreuzférmig ist.

Verfahren zur Analyse von Makromolekiilen nach einem der Anspriiche 1 bis
8, bei dem der Flussigkeitstropfen (3) mit Hilfe der Oberflachenschallwellen
(12, 14) auf einer Festkorperoberflache (1) bewegt wird, die eine Anzahl von
bevorzugten Aufenthaltsbereichen aufweist, deren Benetzungseigenschaften
sich derart von ihrer Umgebung unterscheiden, daf3 sich der Flissigkeitstrop-
fen (3) bevorzugt darauf aufhélt, und die an den Orten der Spots (16) ange-

ordnet sind.

Verfahren zur Analyse von Makromolekiilen nach einem der Anspriiche 1 bis
12, bei dem die Vielzahl erster Makromolekiile unterschiedliche Oligonukleoti-
de und/oder unterschiedliche Proteine und/oder unterschiedliche Antigene
und/oder unterschiedliche Antikdrper umfaftt, deren Lage auf dem Microarray

bekannt ist.

Verfahren zur Analyse von Makromolekilen nach einem der Anspriiche 1 bis
13, bei dem die zumindest eine Oberflachenschallwelle (12, 14) mit zumindest
einem, vorzugsweise getaperten, Interdigitaltransducer (5, 6, 7, 8) erzeugt

wird.
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Verfahren zur Herstellung einer Analysevorrichtung fiir Makromolekiile, insbe-
sondere zur Durchfithrung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis
14, bei dem

a) zumindest ein Flussigkeitstropfen (2) mit zumindest einer Art von
Makromolekiilen auf eine Festkorperoberflache (1), vorzugsweise eines
Chips, aufgebracht wird, wobei die Makromolekile eine aktive Gruppe
aufweisen, die bei Anderung eines entsprechenden dufleren Parameters
aktiviert wird, um eine Bindung an die Oberflache (1) oder mit bereits an

der Oberflache gebundenen Molekillen zu erméglichen,

b) der Tropfen (2) mit Hilfe des Impulstibertrages einer oder mehrerer
Oberflachenschallwellen (13) an einen gewlinschten Ort auf der Oberfla-
che (1) bewegt wird,

c) der duRere Parameter in zumindest einem Bereich der Oberflache
homogeh und nicht lokal derart gedndert wird, dal® eine Bindung der

Makromolekile ermdglicht wird.

Verfahren zur Herstellung einer Analysevorrichtung nach Anspruch 15, bei
dem die aktive Gruppe eine photoaktive Gruppe und der &ulere Parameter

die Beleuchtung, insbesondere deren Intensitat oder Frequenz, umfassen.

Verfahren zur Herstellung einer Analysevorrichtung nach Anspruch 15, bei
dem die aktive Gruppe eine elektroaktive Gruppe und der dulRere Parameter

ein elektrisches Feld umfassen.

Verfahren zur Herstellung einer Analysevorrichtung nach Anspruch 15, bei V
dem Makromolekile eingesetzt werden, deren aktive Gruppe bei Temperatur-
erhdhung reagiert, und der duBere Parameter die Temperatur der Oberflache

umfafdt.



19.

20.

21.

22,

23.

WO 03/012389 PCT/EP02/07644

31

Verfahren zur Herstellung einer Analysevorrichtung nach einem der Ansprii-
che 15 bis 18, bei dem die Oberflachenschallwelle mit Hilfe zumindest eines,

vorzugsweise getaperten, Interdigitaltransducers (5, 6, 7, 8) erzeugt wird.

Verfahren zur Herstellung einer Analysevorrichtung nach einem der Anspri-
che 15 bis 19, bei dem zur Bildung einer Anordnung aus einer Vielzahl von
Spots (16), an denen Makromolekille mit der Oberflache (1) verbunden sind,
der Flussigkeitstropfen (2) mit Hilfe des Impulsiibertrages von einer oder meh-
rerer Oberflachenschallwellen Gber die Festkérperoberflache (1) bewegt wird
und der dulRere Parameter immer dann zur Ermdéglichung der Bindung mit der
Oberflache (1) geandert wird, wenn der Flissigkeitstropfen (2) eine vorbe-

stimmte Position erreicht hat.

Verfahren zur Herstellung einer Analysevorrichtung nach einem der Ansprii-
che 15 bis 19, bei dem mehrere Flussigkeitstropfen (2) an fir sie vorbe-
stimmte Positionen auf der Festkdrperoberflache (1) mit Hilfe einer oder meh-
rerer Oberflachenschallwellen (13) bewegt werden und durch Anderung des
auleren Parameters zur Ermdéglichung der Bindung der Makromolekile in
dem jeweiligen Flussigkeitstropfen (2), eine Anordnung von Makromolekulen

auf der Festkdrperoberflache (1) erzeugt wird.

Verfahren zur Herstellung einer Analysevorrichtung nach einem der Anspru-
che 15 bis 21, bei dem die Festkdrperoberflache (1) zumindest einen bevor-
zugten Aufenthaltsbereich (11) umfalt, dessen Benetzungseigenschaften sich
derart von seiner Umgebung unterscheiden, dal® sich der zumindest eine
Flissigkeitstropfen (2) bevorzugt darauf aufhalt.

Verfahren zur Herstellung einer Analysevorrichtung nach einem der Anspri-
che 15 bis 22, bei dem die Makromolekiile unterschiedliche Oligonukleotide
und/oder unterschiedliche Proteine und/oder unterschiedliche Antigene

und/oder unterschiedliche Antikérper umfassen.
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24. Verfahren zur Herstellung einer Analysevorrichtung nach einem der Ansprii-
che 15 bis 23, bei dem nach Durchfiihrung der Schritte a), b) und c¢) die Men-
ge von an einem Ort gebundenen Makromolekilen durch Vermessung der
Dampfung und/oder Geschwindigkeitsanderung von zumindest einer Oberfla-
chenschallwelle bestimmt wird, die in Richtung der gebundenen Makromole-
kule geschickt wird, nachdem der Fllssigkeitstropfen (2) von dem Ort entfernt

worden ist.
25. Analysevorrichtung zur Manipulation kleiner Flissigkeitsmengen mit

- einer Vielzahl von separaten Aufenthaltsbereichen auf einer Oberflache,
wobei sich die Benetzungseigenschaften der Aufenthaltsbereiche derart
von ihrer umgebenden Oberflache unterscheiden, daf sich die Flissigkeit

bevorzugt darauf aufhalt, und

- mindestens einer Oberflachenwellenerzeugungseinrichtung zur Erzeugung
einer Oberflachenschallwelle, wobei die Oberflachenschallwellenerzeu-
gungseinrichtung bzw. die Oberflachenschallwellenerzeugungseinrichtun-
gen in einer Anzahl und/oder Anordnung vorgesehen sind, daB fir je zwei
benachbarte Aufenthaltsbereiche eine Oberflachenschallwelle mit einer
Impulskomponente in Richtung der Verbindungslinie zwischen den zwei

Aufenthaltsbereichen erzeugt werden kann.

26. Analysevorrichtung nach Anspruch 25, bei der die Oberflache die Oberflache
~ eines piezoelektrischen Festkorpersubstrates bzw. eines Substrates mit einer

piezoelektrischen Beschichtung umfafit.

27. Analysevorrichtung nach einem der Anspriiche 25 oder 26, bei der die
mindestens eine Oberflachenschallwellenerzeugungseinrichtung einen vor-

zugsweise getaperten Interdigitaltransducer umfaft.



28.

29.

30.

31.

WO 03/012389 PCT/EP02/07644
33

Analysevorrichtung nach Anspruch 25 , bei der mehrere individuell ansteuer-
bare Interdigitaltransducer vorgesehen sind.

Analysevorrichtung nach einem der Anspriiche 25 bis 28, bei der die die Auf-
enthaltsbereiche umgebende Oberflache im Vergleich zu den Aufenthaltsbe-

reichen hydrophob ist.

Analysevorrichtung nach Anspruch 29, bei der die die Aufenthaltsbereiche

umgebende Oberflache silanisiert ist.

Analysevorrichtung nach einem der Anspriiche 25 bis 30, bei der die Oberfla-

che mit Siliziumdioxid beschichtet ist.
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