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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft eine Vorrichtung zur Herstellung von Oligomer-Arrays.
[0002] Oligomer-Arrays (DNA-Chips) werden heute vielfach zur Analyse von Polymorphismen in Nukleinsau-
reproben eingesetzt, beispielsweise zur Analyse von Expressionsmustern in bestimmten Zellen oder Gewe-
ben. Sie werden auch zw Diagnose von Erbkrankheiten sowie zur Teilsequenzierung und zum Auffinden von
Polymorphismen weiter entwickelt. Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung zur hochflexiblen und kostenguinsti-
gen Herstellung relativ kleiner Stlickzahlen unterschiedlicher Oligomer-Arrays aus Monomeren, ohne dabei
vorgefertigte Oligomer-Bausteine zu verwenden.
[0003] DNA-Chips sind kleinste, meist planare Oberflachen, auf welchen raumlich geordnet eine grof3e An-
zahl verschiedener Oligomere (kurze, einstrangige DNA-Molekiile) angebracht sind. Solche Chips werden bei-
spielsweise zur parallelen Erkennung zahlreicher DNA-Sequenzen in einer praparierten Gewebeprobe ver-
wendet. Dazu benetzt man die Chipoberflache mit einer Lésung von DNA-Fragmenten aus der Gewebeprobe,
worauf sich komplementar passende DNA-Stlicke aus der Lésung an die entsprechenden, an die Chipoberfla-
che angebrachten Oligomere anlagern (Hybridisierung). Danach bestimmt man mit einer geeigneten Methode
wie z. B. Fluoreszenzmarkierung, an welchen Stellen auf dem Chip eine Hybridisierung stattgefunden hat.
Wenn man weil3, wo auf dem Chip welche Oligomere angebracht sind, kann man somit Ruckschlisse auf
DNA-Sequenzen in der Gewebeprobe ziehen. Dazu definiert man in der Regel auf der Chip-Tragerflache ein
dichtes rechtwinkliges Raster. Auf jedem Rasterpunkt ist in Form eines kleinen Flecks (Spot) genau eine Sorte
von Oligomer angebracht. Die maximal mdgliche Anzahl von verschiedenen DNA-Sequenzen auf dem Chip ist
demzufolge normalerweise gleich der Anzahl der Rasterpunkte. Da man maglichst viele Sorten von Oligome-
ren auf einen Chip aufbringen will, die Chips aber gleichzeitig so klein wie moglich sein sollten, um effektiv hy-
bridisiert werden zu kdnnen, ist es ein wichtiges Ziel bei der Herstellung von DNA-Chips, eine mdglichst hohe
Rasterdichte zu erreichen.
[0004] Im Stand der Technik sind verschiedene Verfahren zur DNA-Chip Herstellung bekannt.
1) Alle Oligomere werden auf herkdmmliche Weise einzeln synthetisiert und danach an den vorgesehenen
Rasterpunkten auf den Trager aufpipettiert, typischerweise von einer automatischen Mikropipettieranlage.
Diese Methode ist sehr aufwendig und teuer, da jedes Oligomer einzeln hergestellt bzw. gekauft und von
Hand der Pipettieranlage zugefiihrt werden muss. Die Rasterdichte ist durch die hohe Winkelungenauigkeit
der heute verfugbaren, typischerweise piezoelektrischen Mikropipetten stark limitiert.
2) Die Oligomere werden mit Hilfe einer automatischen Mikrodosieranlage direkt auf dem Chip synthetisiert.
Auf jedem Rasterpunkt wird die dort vorgesehene Oligomerkette Baustein fiir Baustein (Nukleobasen) auf-
gebaut. Das chemische Verfahren ist grundsatzlich das gleiche wie bei der herkbmmlichen Oligomer-Syn-
these im Reagenzglas. Der Unterschied ist, dass alle Oligomere gleichzeitig, von einer einzigen automati-
schen Anlage direkt am jeweils vorgesehenen Bestimmungsort hergestellt werden. Die bei Methode 1) se-
paraten Arbeitsschritte Oligomer-Synthese und Mikropipettierung werden somit zu einem einheitlichen Ar-
beitsschritt zusammengefasst. Diese "in situ" Synthese lauft normalerweise wie folgt ab: Auf einem vorpra-
parierten Substrat tropft der Dosierautomat auf jedem Rasterpunkt die dort vorgesehene erste Nukleobase
auf. Dies ist mechanisch nicht sehr aufwendig, da es nur 4 verschiedene Nukleobasen (C, T, G, A) gibt. Man
kann dafir z. B. 4 aneinandergekoppelte Mikropipetten verwenden. Nach dem Auftragen des ersten Nuk-
leosidbausteins auf jedem Rasterpunkt wird das Substrat gewaschen und nach einem optionalen "Capping
Schritt" die Schutzgruppen an den 5'OH Funktionen entfernt, um die Reaktion mit dem jeweils nachfolgen-
den Nukleosidbaustein zu ermoglichen. Danach wird an jedem Rasterpunkt die zweite Nukleobase auf-
pipettiert. Das Substrat wird dann wieder gewaschen und entschutzt. Auf diese Weise baut man Schritt fir
Schritt auf jedem Rasterpunkt die jeweils erforderlichen Oligomerketten auf. Diese Methode ist nicht beson-
ders schnell, da nacheinander auf jedem Rasterpunkt fir jede Nukleobase neu pipettiert werden muss. Wie
bei Methode 1) ist die Rasterdichte durch die Ungenauigkeit der Mikropipetten beschrankt. Die Ungenau-
igkeit wirkt sich hier noch schlimmer aus, da jeder Rasterpunkt mehrmals nacheinander auf méglichst iden-
tische Weise getroffen werden muss.
3) Die Oligomere werden wie bei 2) direkt auf den Trager synthetisiert, die gezielte Anbindung der richtigen
Nukleobasen an den richtigen Rasterpunkten geschieht jedoch durch eine vollkommen parallele, photoli-
thographische Technik anstelle von sequenziellen, zielgenauen Pipettierschritten. Das Verfahren basiert
darauf, dass man mit Licht einer bestimmten Wellenlange gezielt 5'-OH Schutzgruppen von Oligonukleoti-
den entfernen kann. Durch geeignete oOrtliche Bestrahlungsmuster kann man somit Oligonukleotid-Enden
an genau jenen Rasterpunkten reaktionsfahig machen, an denen man im nachsten Schritt ein neues Nuk-
leosid anbringen will. Bei vollstandiger Benetzung der Chipoberflache mit einer Nukleotidbaustein-Lésung
wird somit nur an den vorher belichteten Stellen ein Nukleotidbaustein angebunden, alle unbeachteten Stel-
len bleiben unveréndert. Die Ortlichen Belichtungsmuster werden erzeugt, indem man eine mikrophotogra-
phische schwarzweiss Maske zwischen dem Substrat und der Lichtquelle positioniert, die alle Rasterstellen
abdeckt, die nicht reaktionsfahig gemacht werden sollen. Die Verlangerung der Oligomer-Ketten auf allen
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Rasterpunkten um eine Nukleobase geschieht demnach wie folgt: Mit Hilfe einer ersten Maske werden ge-
nau jene Rasterpunkte belichtet, welche um die erste der 4 mdglichen Sorten von Nukleobasen (z. B. C)
erweitert werden missen. Danach wird der Chip mit einer Lésung des entsprechenden Nukleotidbausteins
benetzt, worauf nur die belichteten Punkte um diese Base verlangert werden. Da die neu angebundenen
Basen noch alle Uiber eine Schutzgruppe verfiigen, werden sie in den folgenden Schritten nicht weiter rea-
gieren, bis ihre Schutzgruppen durch eine weitere Belichtung abgespaltet werden. Nach diesem Reaktions-
schritt wird der Chip gewaschen. Nun werden mit Hilfe einer zweiten Maske genau jene Rasterstellen be-
lichtet, welche um die zweite der 4 moglichen Sorten von Nukleobasen (z. B. T) erweitert werden missen.
Darauf wird der Chip wiederum mit einer Lésung des entsprechenden Nukleotidbausteins benetzt und die
belichteten Stellen dadurch um diese Base verlangert. Genauso verfahrt man fir die verbleibenden zwei
Basen (z. B. G und A). Fir die Verlangerung aller Oligomere um eine Nukleobase benétigt man demzufolge
vier Belichtungsschritte bzw. 4 Photomasken. Diese Methode ist wegen der hohen Parallelitat sehr effizient,
zudem ist sie wegen der hohen Prazision, die mit Photolithographie erreicht werden kann, geeignet, um
sehr hohe Rasterdichten zu erzielen. Allerdings ist die Methode sehr aufwendig und somit teuer, da man
fur die Herstellung einer bestimmten Sorte von Chip zuerst eine grof3e Anzahl von Photomasken erzeugen
muss. Bei hohen Rasterdichten werden zudem hohe Anforderungen an die Positionierungsgenauigkeit der
Masken wahrend der Belichtung gestellt, die effizient nur durch Verwendung von teuren Apparaturen erfullt
werden kénnen.

4) Man synthetisiert die Chips wie bei 3) nach dem photolithographischen Verfahren, belichtet hier aber die
einzelnen Rasterpunkte mir Hilfe von Reflexion an kleinen Spiegeln. Dafur wird ein spezieller Typ von Sili-
ziumchip verwendet, der kommerziell fir die Verwendung in Videoprojektoren hergestellt wird. Es handelt
sich bei diesem Chip um eine kleine (einige Quadratzentimeter grofRe) Siliziumoberflache, auf dem in einem
rechtwinklige Raster eine grof3e Zahl (z. B. 800 x 600) mikroskopisch kleiner, rechteckiger (z. B. 16 pm x
16 um) Aluminiumspiegel angebracht sind. Jeder der Spiegel ist bezliglich seiner Diagonalachse beweglich
gelagert und kann in zwei stabile Positionen A und B gekippt werden, die sich um einige Winkelgrade un-
terscheiden. Welcher der Spiegel sich in welcher der beiden Positionen befindet, kann durch elektronische
Signale an den Chipeingangen beliebig eingestellt werden. So ein Mikrospiegel-Chip ("microminor device")
wird zusammen mit einer Lichtquelle, einer Optik und der zu belichtenden Array-Oberflache derart ange-
ordnet, dass jeder der Spiegel das reflektierte Licht in der Position A auf das Array wirft und in der Position
B auf eine lichtschluckende Flache neben dem Array. Dabei gehort zu jeder Rasterposition auf dem zu be-
lichtenden Array genau ein Spiegel, welcher Licht genau auf diese Rasterposition reflektiert, falls er sich in
Position A befindet.

[0005] Diese Methoden nach dem Stand der Technik weisen eine Reihe von Nachteilen auf. Die attraktivste
Methoden, um ginstig und flexibel DNA-Arrays hoher Rasterdichte herzustellen, ist die Methode mit dem Mi-
krospiegel-Chip. Jedoch ist es bei all diesen photolithographischen Methoden erforderlich, spezielle photola-
bile Synthesebausteine zu verwenden, die nicht kommerziell erhaltlich sind. Zudem dauern die Synthesen, un-
abhangig von der Dichte, relativ lange, da flir die Bausteine bestimmte Belichtungszeiten erforderlich sind.
[0006] Fur hochflexible Chips mit geringerer Dichte besteht demnach Bedarf an einem mechanisch robusten
Gerat, welches hinsichtlich Steuerung und Robotik auf bekannter Spottingtechnologie basiert und welches
dennoch in der Lage ist, beliebige Chips mit den unterschiedlichsten Anordnungen von Sequenzen ausgehend
von einem einzigen Satz von Chemikalien herzustellen.

[0007] Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher eine Vorrichtung zu schaffen, welche die Nachteile
des Standes der Technik Uberwindet.

[0008] Die Aufgabe wird erfindungsgemaf durch eine Vorrichtung mit den Merkmalen des Anspruchs 1 ge-
I6st. Vorteilhafte Weiterbildungen der Erfindung sind in den abhangigen Ansprichen gekennzeichnet.

[0009] Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine Vorrichtung zur Herstellung von Oligomer-Arrays, um-
fassend eine in mindestens zwei Dimensionen bewegbare Anordnung von mindestens zwei Reihen parallel
zueinander ausgerichteter Nadeln, die senkrecht auf jede Position einer Grundplatte definiert bewegt werden
kdnnen, nicht aber unabhangig voneinander; einen Satz von mindestens zwei parallelen, zueinander ver-
schiebbaren Reihen von Behaltern zur Aufnahme von Synthesereagenzien, wobei der Abstand dieser Behalter
jeweils dem der Nadeln geteilt durch eine Ganze Zahl Z entspricht; eine Kammer zur Aufnahme einer Oberfla-
che, welche als Trager fir die Oligomer-Anays dient und durch welche Reagenzien tber die Oberflache leitbar
sind.

[0010] Erfindungsgeman bevorzugt ist dabei, dass die Reihen von Behaltern, welche die Monomere enthal-
ten, zueinander jeweils einen Abstand von 4,5 mm aufweisen.

[0011] Erfindungsgemal bevorzugt ist weiterhin, dass die Anzahl der Reihen der Behalter der Anzahl der Rei-
hen von Nadeln entspricht.

[0012] Besonders bevorzugt ist es, dass jede Reihe von Behalter mindestens n* + (k - 1) miteinander fest ver-
bundene Behalter umfasst, wobei k die Anzahl der Nadeln in einer Reihe und n die Anzahl der verwendeten
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unterschiedlichen Monomere ist.

[0013] AufBerdem ist bevorzugt, dass die ganze Zahl Z eins, zwei, drei oder vier ist.

[0014] Erfindungsgemal bevorzugt ist auch, dass die Anzahl n der unterschiedlichen verwendeten Monome-

re drei oder vier ist. Aulerdem ist bevorzugt, dass die Anzahl der Nadeln k in einer Reihe 3 oder 4 ist.

[0015] Besonders bevorzugt ist ferner eine erfindungsgemalfe Vorrichtung, bei der durch Verschieben der

Reihen von Behéltern zueinander und geeignetes Beflllen der Behalter je einer Reihe mit Monomeren, der

Satz von Nadeln durch einmaliges, gleichzeitiges Bewegen in die Behalter mit jeder beliebigen Kombination

von Monomeren kontaktierbar ist.

[0016] Bevorzugt ist dabei, dass die Reihen von Behaltern jeweils in gleicher Reihenfolge mit Lodsungen der

Monomere befillt sind.

[0017] Bevorzugt ist ferner eine erfindungsgemalie Vorrichtung bei der weiterhin ein Behalter und/oder Satz

von Behaltern vorgesehen ist, wobei diese Behalter mit einer Waschldsung befillt sind, in der sich Oligonuk-

leotide oder PNAs Idsen, und wobei der Satz von Nadeln durch gleichzeitiges Eintauchen in diese Waschl6-

sung vor jedem Wechsel von Monomeren gereinigt wird.

[0018] Besonders ist es erfindungsgemal bevorzugt, dass jeder der Behalter Monomere enthalt, die zur Syn-

these von Oligonukleotiden geeignet sind.

[0019] Bevorzugtist aber auch, dass jeder der Behalter Monomere enthalt, die zur Synthese von Peptide Nu-

cleic Acids (PNAs) geeignet sind.

[0020] Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung einer erfindungsgemalien

Vorrichtung zur Herstellung von Oligomer-Arrays.

[0021] Ganz besonders bevorzugt ist die Verwendung einer erfindungsgemaRen Vorrichtung zur Herstellung

von Oligomer-Arrays zur Analyse von Cytosin-Methylierungsmustern und/oder SNPs (Single Nucleotide Poly-

morphisms). Die vorliegende Erfindung beschreibt somit eine Vorrichtung, welche die Nachteile des Standes

der Technik Uberwindet. Die Vorrichtung soll zur hochflexiblen und kostenglinstigen Herstellung relativ kleiner

Stuckzahlen unterschiedlicher Oligomer-Arrays aus Monomeren dienen, ohne dabei vorgefertigte Oligo-

mer-Bausteine zu verwenden.

[0022] Beschrieben wird eine Vorrichtung zur Herstellung von Oligomer-Arrays (DNA-Chips), die aus drei

Komponenten besteht.
1. Die erste Komponente ist eine in mindestens zwei Dimensionen bewegbare Anordnung von mindestens
zwei Reihen parallel ausgerichteter Nadeln (Pins), die senkrecht auf bestimmte Positionen einer Grundplat-
te definiert bewegt werden kdnnen. Es ist fur die Funktion der Vorrichtung nicht von Bedeutung, ob die Na-
deln unabhangig voneinander bewegt werden kénnen.
Die Anzahl der Nadeln in einer Reihe betragt vorzugsweise 3 oder 4. In einer besonders bevorzugten Aus-
fuhrung der Erfindung betragt die Anzahl der Reihen ebenfalls 3 oder 4. In einer wiederum besonders be-
vorzugten Ausflihrung entspricht die Anzahl der Reihen der Anzahl der Nadeln je Reihe. Die Nadelanord-
nung kann ein kommerzielles Pin-Too1 sein, wie es auch zum Spotten von Oligonukleotidiésungen auf
Oberflachen zur Herstellung von Oligomeranays eingesetzt wird. Derartige Pin-Tools werden beispielswei-
se von der Firma Biorobotics kommerziell angeboten. In einer besonders bevorzugten Variante betragt der
Abstand der Pins 4,5 mm.
2. Die zweite Komponente ist eine Kammer, welche die Oberflache, welche als Substrat fir die Oligo-
mer-Arrays dient, aufnimmt und durch die Reagenzien Uber die Oberflache geleitet werden kénnen. Die
Kammer besitzt vorzugsweise einen Deckel, welcher automatisch gesteuert 6ffnet, wenn mit den Nadeln
etwas auf das Substrat aufgebracht werden soll, und der wieder schlielt, wenn Reagenzien lber die Ober-
flache geleitet werden. Vorzugsweise sind das Substrat und der Deckel durch eine Dichtung getrennt, wel-
che zugleich das Volumen der Kammer definiert. In einer besonders bevorzugten Variante beinhaltet die
Vorrichtung mehrere dieser Kammern, um mehrere Substrate aufnehmen zu kénnen. In einer weiteren be-
vorzugten Ausflihrung werden der Kammer durch ein System von Schlduchen und Ventilen, die elektrisch
oder auf eine andere Art automatisiert ansteuerbar sind, L6sungen und Reagenzien zugefihrt. Bevorzugt
besteht die Kammer, zumindest aber der Deckel aus chemisch widerstandsfahigem Material, wie beispiels-
weise POM. Gleiches gilt fir die Dichtung.
3. Die dritte Komponente ist ein Satz von mindestens zwei parallelen, zueinander verschiebbaren Reihen
von Behaltern, deren Abstand jeweils dem der Nadeln geteilt durch eine Ganze Zahl entspricht und die zur
Aufnahme von Synthesereagenzien dienen. Die Ganze Zahl ist bevorzugt eins, zwei, drei oder vier. Bevor-
zugt weisen die Reihen der Behalter einen Abstand von 4-5 mm auf. Um eine Synthese durchzufahren, ent-
halt jeder der Behalter vorzugsweise Monomere, die zur Synthese von Oligonukleotiden geeignet sind. Be-
sonders bevorzugt enthalt jeder Behalter fur die Synthese von Peptide Nucleic Acids (PNAs) geeignete Mo-
nomere. Durch Verschiebung der Reihen der Behalter zueinander kénnen unterschiedliche Kombinationen
von Monomeren benachbart vorliegen. Wenn die Reihen von Behaltern nach bestimmten Schemata befllt
werden, so kénnen beliebige Kombinationen von Monomeren in einer Reihe dargestellt werden. Die Vor-
gehensweise wird abschlielRend in einem Beispiel genauer erlautert.
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[0023] Vorzugsweise ist die Anzahl der unterschiedlichen verwendeten Monomere fiir die Synthese von Oli-
gonukleotiden oder von Peptide Nucleic Acids (PNAs) drei oder vier.

[0024] Bevorzugt weisen die Reihen von Behaltern, welche die Monomere enthalten, zueinander jeweils ei-
nen Abstand von 4.5 mm auf. Die Anzahl der Reihen der Behalter entspricht vorzugsweise der Anzahl der Rei-
hen von Nadeln. Jede Reihe von Behaltern umfasst bevorzugt mindestens n* + (k — 1) miteinander fest verbun-
dene Behalter. Dabei ist k die Anzahl der Nadeln in einer Reihe und n die Anzahl der verwendeten unterschied-
lichen Monomere.

[0025] Die Reihen von Behaltern werden jeweils vorzugsweise in gleicher Reihenfolge mit Lésungen der Mo-
nomere beflllt, da fir jede Reihe Ublicherweise die gleichen Kombinationen von Monomeren bereitgestellt wer-
den muissen.

[0026] Durch Verschieben der Reihen von Behaltern zueinander und geeignetes Befillen der Behalter mit je
einer Reihe von Monomeren, ist der Satz von Nadeln besonders bevorzugt durch einmaliges, gleichzeitiges
Bewegen in die Behalter mit jeder beliebigen Kombination von Monomeren kontaktierbar.

[0027] Der Satz von Nadeln wird bevorzugt durch gleichzeitiges Eintauchen in eine Waschlésung, in der sich
Oligonukleotide oder PNAs Idsen, vor jedem Wechsel der Monomere gereinigt.

[0028] Die beschriebene Vorrichtung verwendet man bevorzugt zur Herstellung von Oligomer-Arrays. Diese
Arrays dienen besonders bevorzugt zur Analyse von Cytosin-Methylierungsmustern und/oder SNPs (Single
Nucleotide Polymorphisms).

[0029] Das folgende Beispiel erlautert die Erfindung.

Beispiel

[0030] Es sollen beliebige Kombinationen von drei unterschiedlichen Monomeren von 16 miteinander in ei-
nem 4 x 4 Raster stan verbundenen Nadeln (Pins) auf eine Oberflache aufgetragen werden, um auf selbiger
einen Oligomer-Array zu synthetisieren.

[0031] Die Verwendung von 3 beliebig kombinierbaren Monomeren ist im Bereich der Detektion von Cytosin
Methylierung, einer bevorzugten Anwendung, haufig der Fall, da nach der hierfiir erforderlichen Behandlung
der DNA-Proben ein grosser Teil der Cytosinbasen in Uracil und nach einer PCR in Thymidin umgewandelt
wird, so dass der jeweils untersuchte Strang im wesentlichen aus drei Basen besteht. Dies gilt folglich auch fur
die Oligonukleotide, die zur Detektion der Probe auf dem Oligomerarray dienen.

[0032] Folglich gelten fir die beweglichen Reihen von Monomeren die folgenden Bedingungen: in jeder Reihe
muss, da sich 4 Pins in einer Reihe befinden (4 x 4 Raster), jede Kombination von Monomeren darstellbar sein.
Im vorliegenden Beispiel besteht die Reihe aus 105 nebeneinander befindlichen Behaltern, welche die drei ver-
wendeten Monomere

(A, C und T) in der Reihenfolge

CACACCAACA AATAAAACAA ATTAATCCAT CAATCATTCA TACATATCTA
TATCTCTAAC TACCTACTTA CTTTATTTTC TTTCCTCCCA.CCCCTCCCTC
ACTCA

enthalten. In diesem Fall entspricht der Abstand der Behalter dem der Nadeln (4,5 mm), so dass ein Eintau-
chen der vier Nadeln, wenn die linke Nadel in die dritte Position der Reihe taucht, zur Aufnahme von Monome-
ren in der Kombination CACC fuhrt.

[0033] Aus dem 4 x 4 Raster der Pins folgt zudem, dass vier Reihen erforderlich sind. In diesem Beispiel sind
die Reihen identisch und, gemessen von Behaltermitte zu Behaltermitte, 4,5 mm voneinander entfernt. Da die
Reihen zueinander verschiebbar sind, kann beispielsweise aus der zweiten Reihe eine andere Basenkombi-
nation aufgenommen werden (mit der zweiten Nadelreihe), als aus der ersten Reihe. Eine Verschiebung der
zweiten Reihe gegeniber der ersten um 9 mm (2 x 4,5 mm, dem Behalterabstand) nach links fiihrt dazu, dass
die zweite Reihe der Nadeln nicht wie die erste CACC aufnimmt, sondern aufgrund der Verschiebung um zwei
Behalter CCAA. Analoges gilt fur die folgenden beiden Reihen. Die Konstruktion erlaubt es in diesem Beispiel,
jegliche Kombination von Monomeren mit den 16 (4 x 4) Nadeln zu kontaktieren. Dafiir miissen die Nadeln nur
einmal gleichzeitig in die Behalteneihen getaucht werden. Im nachsten Schritt kann dann, abhangig von den
Sequenzen der auf dem Array zu synthetisierenden Oligomere, eine andere Kombination von Monomeren auf-
gebracht werden. Die Synthese der Oligomere erfordert weiterhin, dass zwischen dem Aufbringen der Oligo-
mere Waschschritte erfolgen missen und die Kontaktierung der Oberflache mit weiteren Reagenzien stattfin-
det. Die mit einem sich automatisiert 6ffnendem Deckel versehene Kammer zur Aufnahme der Substrate fur
die Arrayherstellung erfiillt diese Aufgabe zusammen mit einem ansteuerbaren System, welches zur Zufiih-
rung der Reagenzien und Waschlésungen dient.

[0034] In den Figuren wird eine Ausfiihrungsform einer erfindungsgemalfen Vorrichtung dargestellt, welche
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sich insbesondere fur die Ausfiihrung des oben beschriebenen Beispiels besonders eignet.

[0035] Es zeigt

[0036] Fig. 1 die perspektivische Ansicht eines Ausflihrungsbeispiels einer erfindungsgemafen Vorrichtung,
wobei die Zufiihrung von Reagenzien der Ubersichtlichkeit halber nicht dargestellt ist und

[0037] Fig. 2 eine perspektivische Ansicht eines Teils der erfindungsgemaflen Vorrichtung gemaf Fig. 1.
[0038] In Fig. 1 ist eine in drei Achsen beweglicher Anordnung 2 von Nadeln (4 x 4) 7 gezeigt. Die Nadelan-
ordnung ist absenkbar und kann in beliebigen Positionen der Grundplatte auf diese zu oder von ihr weg bewegt
werden. Dabei werden die Nadeln in die zueinander verschiebbaren Reihen von Behaltern 4, die zur Aufnahme
der Monomerldsungen dienen, eingetaucht und nehmen dabei eine diskrete und definierte Menge der in den
Behaltern 8 vorhandenen Losung auf. Die so mit Flussigkeit benetzten Nadeln werden dann zu der Reaktions-
kammer 3 geflihrt und legen dort wiederum durch absenken der Nadelanordnung die Flissigkeit auf einer Re-
aktionsoberflache innerhalb der Reaktionskammer ab.

[0039] Die Reaktionskammer 3 selbst dient zur Kontaktierung der Oberflachen mit den Losungen, die sich in
den Behaltern 8 befinden. In die Reaktionskammer kdnnen auch Waschlésungen und andere Flissigkeiten
eingespeist werden, welche fiir die jeweiligen Reaktionen benétigt werden.

[0040] Zur Reinigung der Nadeln werden diese gegebenenfalls in eine Losung eingetaucht, welche die Mo-
nomeren zu l6sen vermag. Diese Lésung kann in einem zusétzlichen Behalter mit einer groRen Offnung, wel-
che die gesamte Nadelanordnung aufnehmen kann oder aber in ein weiteres Raster von Einzelbehaltern ein-
getaucht werden, deren Abstand dem Abstand der Nadeln entspricht.

[0041] Das Kernstiick der erfindungsgemaflen Anordnung ist der eigentliche Behaltertrager 1, welcher in
Fig. 2 im Detail dargestellt ist. Dieser Monomerbehaltertrager 1 besteht im Wesentlichen aus einem Gehause
6, in welchem die Antriebseinheit 5 festgelegt ist und wobei das Gehause 6 wiederum an der Grundplatte fixiert
ist. Auf der Antriebseinheit 5 sind die Behalterreihen 4 derart angebracht, dass diese mittels einer Verzahnung
in ein Antriebszahnrad der Antriebseinheit 5 eingreifen. Die Antriebseinheit ist derart angesteuert, dass die Be-
halterreihen 4 jeweils unabhangig voneinander in verschiedenen Richtungen bewegt werden kénnen. Dabei
ist sichergestellt, dass die Anordnung der Behalterreihen 4 zu einander derart ist, dass die Behalter 8 der ein-
zelnen Behalterreihen 4 in einer Reihe stehen.

[0042] Zum Umfang der vorliegenden Erfindung gehéren auch weitere Ausfiihrungsformen der erfindungsge-
maRen Vorrichtung, welche sich dem Fachmann in naheliegender Weise erschlieRen. Entscheidend ist, dass
durch die Anordnung der Behalterreihen 4 zueinander an jeder Nadel der Nadelanordnung 7 eine zuvor ein-
stellbare Kombination von Lésungen angeordnet werden kann. Hierzu dienen die zueinander verschiebbaren
Behalterreihen 4.

[0043] Die Herstellung der erfindungsgemafien Vorrichtung ist an sich bekannt, da diese lediglich die Gblichen
fertigungstechnischen Kenntnisse erfordert und von einem Fachmann ohne erfinderisches Zutun hergestellt
werden kann.

Bezugszeichenliste

Behaltertrager
Nadelpositionierer
Reaktionskammer
Behalteneihe
Antriebseinheit
Gehause
Nadelanordnung
Behalter

ONOO PR WN -~

Patentanspriiche

1. Vorrichtung zur Herstellung von Oligomer-Arrays, enthaltend
eine in mindestens zwei Dimensionen bewegbare Anordnung von mindestens zwei Reihen parallel zueinander
ausgerichteter Nadeln, die senkrecht auf jede Position einer Grundplatte definiert bewegt werden kénnen, nicht
aber unabhangig voneinander;
einen Satz von mindestens zwei parallelen, zueinander verschiebbaren Reihen von Behaltern zur Aufnahme
von Synthesereagenzien, wobei der Abstand dieser Behalter jeweils dem der Nadeln geteilt durch eine Ganze
Zahl Z entspricht;
eine Kammer zur Aufnahme einer Oberflache, welche als Trager fur die Oligomer-Arrays dient und durch wel-
che Reagenzien Uber die Oberflache leitbar sind.

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Reihen von Behaltern, welche die Mo-
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nomere enthalten, zueinander jeweils einen Abstand von 4,5 mm aufweisen.

3. Vorrichtung nach einem der voranstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die Anzahl der
Reihen der Behalter der Anzahl der Reihen von Nadeln entspricht.

4. Vorrichtung nach einem der voranstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass jede Reihe von
Behaltern mindestens n* + (k — 1) miteinander fest verbundene Behalter aufweist, wobei k die Anzahl der Na-
deln in einer Reihe und n die Anzahl der verwendeten unterschiedlichen Monomere ist.

5. Vorrichtung nach einem der voranstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die ganze Zahl
Z eins, zwei, drei oder vier ist.

6. Vorrichtung nach einem der voranstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die Anzahl n
der unterschiedlichen verwendeten Monomere drei oder vier ist.

7. Vorrichtung nach einem der voranstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die Anzahl der
Nadeln k in einer Reihe 3 oder 4 ist.

8. Vorrichtung nach einem der voranstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass weiterhin ein
Behalter und/oder Satz von Behaltern vorgesehen ist, wobei diese Behalter mit einer Waschlésung beféallt sind,
in der sich Oligonukleotide oder PNAs I6sen, und wobei der Satz von Nadeln durch gleichzeitiges Eintauchen
in diese Waschlésung vor jedem Wechsel von Monomeren gereinigt wird.

9. Vorrichtung nach einem der voranstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass jeder der Be-
halter Monomere enthalt, die zur Synthese von Oligonukleotiden geeignet sind.

10. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass jeder der Behalter Mo-
nomere enthalt, die zur Synthese von Peptide Nucleic Acids (PNAs) geeignet sind.

11. Verwendung einer Vorrichtung nach einem der voranstehenden Anspriiche zur Herstellung von Oligo-
mer-Arrays.

12. Verfahren zur Herstellung von Oligomer-Arrays mittels einer Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1
bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass durch Verschieben der Reihen von Behaltern zueinander und geeignetes
Befillen der Behalter je einer Reihe mit Monomeren, der Satz von Nadeln durch einmaliges, gleichzeitiges Be-
wegen in die Behalter mit jeder beliebigen Kombination von Monomeren kontaktierbar ist.

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass die Reihen von Behaltern jeweils in glei-
cher Reihenfolge mit Lésungen der Monomere befallt sind.

Es folgen 2 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

8/9



DE 100 32 811 B4 2004.04.08

9/9



	Titelseite
	Beschreibung
	Bezugszeichenliste

	Patentansprüche
	Anhängende Zeichnungen

