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Beschreibung
TECHNISCHES GEBIET

[0001] Die vorliegende Erfindung liegt allgemein auf
dem Gebiet des Nachweisens von Analyten in einem
Medium und genauer gesagt betrifft die vorliegende
Erfindung das Mikrokontaktdrucken analytenspezifi-
scher Rezeptoren auf metallisierte Kunststofffilme flir
die Entwicklung von Wegwerfsensoren zur Einmal-
verwendung zum Anzeigen der Anwesenheit eines
Analyten in einem Medium.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0002] Viele System und Vorrichtungen sind zum
Nachweisen eine groRen Vielfalt von Analyten in ver-
schiedenen Medien erhaltlich. Die meisten dieser
Systeme und Vorrichtungen sind relativ teuer und er-
fordern einen ausgebildeten Techniker, um den Test
durchzuflihren. Es gibt viele Falle, in denen es vorteil-
haft ware, bestimmen zu kénnen, ob ein Analyt in ei-
ner groRen Anzahl von Proben vorliegen wurde. Ein
gutes Beispiel flr diese Art von Bedarf ist beim Ver-
packen von Lebensmitteln. Derzeit werden Lebens-
mittelproben durch herkdmmliche Assaytechniken
stichprobenartig auf eine mikrobielle Verunreinigung
getestet. Obwohl dieses Probenahmeverfahren
Trends in einer Population von Proben anzeigt, testet
es nicht jede Probe in einer Population. Was bendétigt
wird, ist ein preiswertes und genaues Verfahren zum
Testen jeder verwendeten Probe.

[0003] Sandstrom et al.,, 24 Applied Optics 472,
1985, beschreiben die Verwendung eines optischen
Siliciumsubstrats mit einer Siliciummonoxidschicht
und einer Siliciumschicht, die als dielektrische Filme
gebildet werden. Sie geben an, dass eine Anderung
der Filmdicke die Eigenschaften des optischen Sub-
strats andert, wodurch in Bezug auf die Filmdicke un-
terschiedliche Farben erzeugt werden. Die Filmdicke
steht in Beziehung zu der beobachteten Farbe und
ein Film, der auf einem optischen Substrat bereitge-
stellt wird, kann eine sichtbare Farbanderung erzeu-
gen. Die Autoren geben an, dass ein mathemati-
sches Modell verwendet werden kann, um die Far-
banderung zu quanitifizieren, und dass "[B]erechnun-
gen, die unter Verwendung des Computermodells
durchgefiihrt werden, zeigen, dass aus der Verwen-
dung einer mehrschichtigen Struktur sehr wenig an
optischer Leistung gewonnen werden kann, .... aber
dass eine Bioschicht auf der Oberflache die Reflexion
derartiger Strukturen sehr wenig andert, da die opti-
schen Eigenschaften hauptsachlich durch die Grenz-
flachen innerhalb der mehrschichtigen Struktur be-
stimmt werden. Das empflindlichste System zum
Nachweis von Bioschichten ist ein einschichtiger
Uberzug, wahrend bei den meisten anderen Anwen-
dungen die Leistung durch zusatzliche dielektrische
Schichten erbracht werden kann." Sandstrom et al.
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geben weiter an, dass aus Metalloxiden auf Metall
gebildete Objekttrager bestimmte Nachteile aufwei-
sen und dass die Anwesenheit von Metallionen bei
vielen biochemischen Anwendungen auch schadlich
sein kann. Sie geben an, dass der ideale dielektri-
sche Deckfilm eine 2-3 nm dicke Schicht aus Silici-
umdioxid ist, die spontan gebildet wird, wenn eine
Schicht aus Siliciummonoxid bei Umgebungsatmos-
phére abgeschieden wird, und dass eine 70-95 nm
dicke Schicht aus Siliciumdioxid auf einer 40-60 nm
dicken Schicht aus Siliciummonoxid auf einem Glas-
oder Kunststoffsubstrat verwendet werden kann. Sie
beschreiben auch die Bildung eines Siliciummono-
xidkeils durch selektives Atzen des Siliciummono-
xids, Behandlung der Siliciumdioxidoberflache mit Di-
chlordimethylsilan und Auftragen einer Bioschicht
aus Antigen und Antikérper. Aus dieser Keilkonstruk-
tion konnten sie die Filmdicke mit einem Ellipsometer
bestimmen und merken an, dass der "maximale Kon-
trast in dem Bereich um 65 nm gefunden wurde, wo
sich die Interferenzfarbe von lila nach blau anderte."
Sie geben an, dass die Empfindlichkeit eines derarti-
gen Systems fir den Nachweis von Proteinantigen
durch immobilisierte Antikdrper hoch genug ist. Sie
schliel®en, dass "die angegebenen Gestaltungen fur
einen groRen Anwendungsbereich empfindlich ge-
nug sind. Die Materialien, d. h. Glas, Silicium und Si-
liciumoxide, sind chemisch inert und beeinflussen die
untersuchte biochemische Reaktion nicht. Unter Ver-
wendung der vorstehenden Berechnungen ist es
moglich, Objekttrager zu gestalten, die fir unter-
schiedliche Anwendungen optimiert sind. Die Objekt-
trager kénnen durch Industrieverfahren hergestellt
und qualitdtsgesichert werden und zwei Entwirfe
sind nun im Handel erhaltlich.

[0004] Das US-Patent Nr. 5,482,830 an Bogart et al.
beschreibt eine Vorrichtung, die ein Substrat ein-
schliel3t, das eine optisch aktive Oberflache aufweist,
die als Reaktion auf darauf einfallendes Licht eine
erste Farbe zeigt. Diese erste Farbe wird als eine
Spektralverteilung des herausstrahlenden Lichts de-
finiert. Das Substrat zeigt auch eine zweite Farbe, die
anders als die erste Farbe ist (indem sie eine Kombi-
nation von Lichtwellenlangen aufweist, die sich von
derin der ersten Farbe vorliegenden Kombination un-
terscheidet, oder indem sie eine andere Spektralver-
teilung aufweist, oder indem sie eine andere Intensi-
tat einer oder mehrerer dieser Wellenlangen auf-
weist, als sie in der ersten Farbe vorliegen). Die zwei-
te Farbe wird als Reaktion auf das gleiche Licht ge-
zeigt, wenn der Analyt auf der Oberflache vorliegt.
Die Anderung von einer Farbe zur anderen kann ent-
weder durch die Verwendung eines Gerats oder
durch das Auge gemessen werden. Ein derartig emp-
findlicher Nachweis ist ein Fortschritt gegenlber den
von Sandstrom und Nygren, vorstehend, beschriebe-
nen Vorrichtungen und erméglicht die Verwendung
der Vorrichtungen auf rentable und kompetitive Wei-
se.
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[0005] Das Verfahren und die Vorrichtungen, die in
dem Patent von Bugart et al. beschrieben werden,
haben jedoch einige Nachteile. Ein Nachteil sind die
hohen Kosten der Vorrichtung. Ein anderes Problem
mit der Vorrichtung ist die Schwierigkeit, die verschie-
denen Lagen zu kontrollieren, die auf der Scheibe an-
geordnet werden, so dass man eine verlassliche Ab-
lesung erhalt. Was bendtigt wird, ist eine Biosen-
sor-Vorrichtung, die leicht und preiswert herzustellen
ist und zum verlasslichen und empfindlichen Nach-
weis des nachzuweisenden Analyten fahig ist.

[0006] US 5512131 offenbart ein Verfahren zur
Musterbildung ebener oder nicht ebener Oberflachen
mit selbstorganisierten molekularen Monoschichten
(SAMs) auf Oberflachen-Metallschichten 32 unter
Verwendung eines Mikrostempels 20 mit Vertiefun-
gen 24, sowie dadurch hergestellte Gegenstande,
zur Verwendung als biochemische Sensoren. Die
SAM-Molekile in den Bereichen 28 haben jeweils
eine funktionelle Gruppe, wie zum Beispiel ein Thiol,
das sich selektiv an einer Metalloberflache 30 der
Schicht 32 anheftet, wobei der Rest jedes Molekiils
mit den benachbarten Molekiilen in der Monoschicht
in Wechselwirkung tritt, um eine relativ geordnete An-
ordnung zu bilden. Die SAM-Muster bilden sich aus
einer exponierten molekularen Spezies, die das Be-
festigen biologischer Spezies (z. B. Antikorper) ge-
stattet, sowie einer Funktionalitat fiir die Befestigung
an einer Metalloberflache und einen Abstandshal-
tungsteil zwischen der Form R'-A-R", wobei R' an die
Oberflache 30 bindet, A ein Abstandshalter ist und R"
eine Gruppe ist, die exponiert ist. Ein diinner Metall-
film 32 kann auf einem Substrat 34 liegen, das selbst
in Form eines Films aus einem Material, wie zum Bei-
spiel Kunststoff oder einem anderen organischen Po-
lymer, vorliegt. Der Nachweis der Beendigung des
Assays wird zum Beispiel unter Verwendung eines
Analyten durchgefiihrt, der mit einer reflektiven Spe-
zies, wie zum Beispiel Gold, markiert ist, so dass die
Analyse bei der Bestrahlung durch einen Laser in den
Bereichen 28 auf der Grundlage von Reflexion durch-
geflhrt wird. Alternativ dazu kann ein grof3er Bereich
der Bereiche 28 mit koharenter elektromagnetischer
Strahlung beleuchtet und ein Beugungsmuster beob-
achtet werden, wobei die Intensitat des Beugungs-
musters verwendet wird, um die Menge an immobili-
sierter Markierung zu quantifizieren.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0007] Die vorliegende Erfindung stellt eine preis-
werte und empfindliche Vorrichtung und ein Verfah-
ren zum Nachweisen und Quantifizieren von Analy-
ten, die in einem Medium vorliegen, gemaR der ange-
hangten unabhangigen Anspriche 1, 30 bereit. Die
Vorrichtung umfasst einen metallisierten Film, auf
den ein spezifisches vorbestimmtes Muster eines
analytenspezifischen Rezeptors gedruckt ist. Nach
Befestigung eines Zielanalyten, der fahig ist, Licht zu
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streuen, an ausgewahlten Flachen des Kunststoff-
films, auf den der Rezeptor gedruckt ist, findet mittels
der physikalischen Dimensionen und der definierten,
prazisen Anordnung des Analyten eine Beugung von
Durchlicht und/oder reflektiertem Licht statt. Ein Beu-
gungsbild wird erzeugt, das leicht mit dem Auge oder
gegebenenfalls mit einer sensorischen Vorrichtung
gesehen werden kann.

[0008] Die vorliegende Erfindung benutzt Verfahren
zum Kontaktdrucken von gemusterten, selbstorgani-
sierenden Monoschichten von Alkanthiolaten, Car-
bonsauren, Hydroxamsauren und Phosphonsauren
auf metallisierte thermoplastische Filme, die dadurch
hergestellten Zusammensetzungen und die Verwen-
dung dieser Zusammensetzungen. An die selbstor-
ganisierenden Monoschichten sind aufnahmebereite
Materialien gebunden. Die aufnahmebereiten Materi-
alien sind fur einen bestimmten Analyten oder eine
bestimmte Analytenklasse spezifisch, je nach dem
verwendeten Rezeptor. Die Verfahren zum Kontakt-
drucken gemusterter, selbstorganisierender Mono-
schichten werden vollstdndig in den US-Patentan-
meldungen Nr. 08/707,456 und 08/768,449 offenbart.

[0009] Gemusterte selbstorganisierende Mono-
schichten ermdglichen mittels der Muster analyten-
spezifischer Rezeptoren die kontrollierte Anordnung
von Analyten darauf. Die dadurch hergestellten erfin-
dungsgemalien biosensorischen Vorrichtungen wer-
den verwendet, indem die biosensorische Vorrich-
tung zuerst einem Medium ausgesetzt wird, das den
Analyten der Wahl enthalt, und indem dann, nach ei-
ner angemessenen Inkubationszeit, ein Licht, wie
zum Beispiel ein Laser, durch den Film durchgeleitet
wird. Falls der Analyt im Medium vorliegt und an die
Rezeptoren auf der gemusterten selbstorganisieren-
den Monoschicht gebunden ist, wird das Licht auf
eine derartige Weise gebeugt, dass ein sichtbares
Bild erzeugt wird. Mit anderen Worten, die gemuster-
ten selbstorganisierenden Monoschichten mit dem
daran gebundenen Analyten kénnen optische Beu-
gungsmuster erzeugen, die sich je nach der Reaktion
des Rezeptors auf der selbstorganisierenden Mono-
schicht mit dem Analyten von Interesse unterschei-
den. Das Licht kann sich im sichtbaren Spektrum be-
finden und kann entweder von dem Film reflektiert
oder durch ihn durchgeleitet werden, und bei dem
Analyten kann es sich um jede Verbindung oder je-
des Teilchen handeln, die bzw. das mit der selbstor-
ganisierenden Monoschicht reagiert. Bei dem Licht
kann es sich um ein weil3es Licht oder um monochro-
matische elektromagnetische Strahlung im sichtba-
ren Bereich handeln. Die vorliegende Anmeldung of-
fenbart auch einen flexiblen Trager fir eine selbstor-
ganisierende Monoschicht auf Gold oder einem an-
deren geeigneten Metall oder einer anderen geeigne-
ten Metalllegierung.

[0010] Die vorliegende Anmeldung offenbart einen
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Trager fur eine selbstorganisierende Monoschicht auf
Gold oder einem anderen geeigneten Material, der
keinen Adhé&sionspromotor fir die Bildung einer
wohlgeordneten selbstorganisierenden Monoschicht
erfordert. Die vorliegende Anmeldung offenbart auch
einen Trager fur eine selbstorganisierende Mono-
schicht auf Gold oder einem anderen geeigneten Ma-
terial, der fur kontinuierliches Drucken anstelle von
Chargenfertigung geeignet ist. Zusatzlich stellt die
vorliegende Erfindung einen preiswerten Weg-
wert-Biosensor bereit, der massenproduziert werden
kann. Die erfindungsgemafien Biosensoren kdnnen
als ein einzelner Test zum Nachweisen eines Analy-
ten hergestellt werden oder sie kdnnen als eine
Mehrfachtestvorrichtung formatiert werden. Die erfin-
dungsgemalen Biosensoren kénnen verwendet wer-
den, um eine Verunreinigung in Kleidungsstucken,
wie zum Beispiel Windeln, nachzuweisen, und um
eine Verunreinigung durch Mikroorganismen nachzu-
weisen.

[0011] In einer anderen erfindungsgemalen Aus-
fuhrungsform kdnnen Nahrstoffe fir eine spezifische
Klasse von Mikroorganismen in die selbstorganisie-
rende Monoschicht eingegliedert werden. Auf diese
Weise kénnen sehr geringe Konzentrationen von Mi-
kroorganismen nachgewiesen werden, indem der er-
findungsgemaRe Biosensor zuerst mit den darin ein-
gegliederten Nahrstoffen in Kontakt gebracht wird
und der Biosensor dann unter Bedingungen inkubiert
wird, die fir das Wachstum des gebundenen Mikroor-
ganismus angemessen sind. Man lasst den Mikroor-
ganismus wachsen, bis es genigend Organismen
gibt, um ein Beugungsmuster zu bilden.

[0012] Die vorliegende Erfindung kann auch auf
Kontaktlinsen, Augenglasern, Fensterscheiben,
pharmazeutischen Flaschchen, Lésungsmittelbehal-
tern, Wasserflaschen, Wundpflaster und dergleichen
verwendet werden, um eine Verunreinigung nachzu-
weisen.

[0013] Diese und andere Merkmale und Vorteile der
vorliegenden Erfindung werden nach einer Durch-
sicht der folgenden ausfiihrlichen Beschreibung der
offenbarten Ausfiihrungsformen ersichtlich werden.

KURZE BESCHREIBUNG DER FIGUREN

[0014] Fig. 1 zeigt einen Biosensor, der zum gleich-
zeitigen Messen mehrerer unterschiedlicher Analyte
in einem Medium fahig ist.

[0015] Bei Fig. 2 handelt es sich um eine schemati-
sche Darstellung des Kontaktdruckens selbstorgani-
sierender Monoschichten. Ein Polydimethylsiloxan
(PDMS; Silikonelastomer 184; Dow Corning Corp.,
Midland, MI) wird auf einer Silikonvorlage, die ein vor-
bestimmtes Muster enthalt, polymerisiert. Dieses
Muster hat Pixel, die sich einer Gré3e von einem Mi-

krometer nahern, und kénnte das Beugungsbild ei-
nes einfachen Hologramms darstellen. Das PDMS
wird von der Vorlage abgezogen und dann einer
HS(CH,),sCH, enthaltenden Losung ausgesetzt. Der
mit Alkanthiol beschichtete Stempel wird dann auf
das goldbeschichtete Substrat gestempelt. Dann
wird die Oberflache des Substrats einer Lésung aus-
gesetzt, die ein anderes Alkanthiol, wie zum Beispiel
HS(CH,),,OH, enthalt.

[0016] BeiFig. 3 handelt es sich um ein Rasterkraft-
mikroskopiebild von aufgedampftem Gold auf
MYLAR®, gekauft von Courtaulds Performance Films
(Canoga Park, CA). Die durchschnittliche Rauigkeit
der Goldschicht betragt 3—-4 Nanometer, wobei die
maximale Rauigkeit 9 Nanometer betragt.

[0017] Bei den Fig. 4a, Fig. 4b und Fig. 4c handelt
es sich um Rasterkraftmikroskopiebilder eines hydro-
philen selbstorganisierenden Monoschichtkreises
aus 16-Mercaptohexadecansauren, wie in Beispiel 1
beschrieben wird.

[0018] Bei Fig. 4a handelt es sich um ein Topogra-
phiebild, bei Eig. 4b handelt es sich um ein Quer-
kraftbild und bei Fig. 4c handelt es sich um eine drei-
dimensionale Graphik eines Topographiebildes.

[0019] Bei Fig. 5 handelt es sich um ein sekundares
Feldemissionselektronenmikroskopiebild von Krei-
sen mit 10 Mikrometer Durchmesser aus hydrophi-
len, selbstorganisierenden Monoschichten, die durch
Drucken von 16-Mercaptohexadecansaure, wie im
nachstehenden Beispiel 1 beschrieben wird, gebildet
werden.

[0020] Bei Fig. 6a handelt es sich um eine optische
Mikroaufnahme von Kreisen mit 10 Mikrometer
Durchmesser aus hydrophilen selbstorganisierenden
Monoschichten, die durch Drucken von 16-Mercapto-
hexadecansaure, wie im nachstehenden Beispiel 1
beschrieben wird, gebildet werden und nachdem sie
einem hartbaren optischen Klebstoff mit hoher Ober-
flachenenergie ausgesetzt wurden, bei einer Vergro-
Rerung von 300x. Der Klebstoff wurde durch Bestrah-
lung mit ultraviolettem Licht (UV) gehartet.

[0021] Bei Fig. 6b handelt es sich um eine Photo-
graphie des Beugungsmusters, das durch sichtbares
Licht gebildet wird, welches durch das selbstorgani-
sierende Monoschichtmuster, das durch Fig. 5a be-
schrieben wird, durchgeleitet wird.

[0022] BeiFig. 7 handelt es sich um ein sekundares
Feldemissionselektronenmikroskopiebild von Krei-
sen mit 10 Mikrometer Durchmesser, die durch Dru-
cken von selbstorganisierten photohartbaren Poly-
meren auf hydrophilen, selbstorganisierenden Mono-
schichten gebildet werden, nachdem sie einem
UV-hartbaren Klebstoff mit hoher Oberflachenener-
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gie ausgesetzt wurden.

[0023] BeiFig. 8 handelt es sich um ein sekundares
Feldemissionselektronenmikroskopiebild von Krei-
sen aus selbstorganisierenden Monoschichten mit
1,5 Mikrometer Durchmesser, die auf goldbeschich-
tetem MYLAR®, wie in Beispiel 1 beschrieben wird,
gedruckt wurden.

[0024] Bei den Fig. 9a und Fig. 9b handelt es sich
um Beugungs-Biosensoren flir Saccharomyces cere-
visiae, beruhend auf dem Kontaktdrucken von selbst-
organisierenden Monoschichten.

[0025] Fig. 10a zeigt die Anhaftung von Candida
tropicalis als Funktion der Oberflachenmodifikation.
Bei diesen Figuren handelt es sich bei den Kreisen
um HS-(CH,),,-CH,, das mit CH, bezeichnet wird,
und bei der umgebenden Flache um
HS-(CH,),;COOH, das mit COOH bezeichnet wird.
Bei Fig. 10b handelt es sich um eine Photographie
des Beugungsmusters von dem in Fig. 10a gezeig-
ten Muster.

[0026] Die Fig. 11a und Fig. 11b zeigen die Anhaf-
tung von Candida tropicalis als Funktion der Oberfla-
chenmodifikation. Bei diesen Figuren handelt es sich
bei den Kreisen um HS-(CH,),;,COOH, das mit
COOH bezeichnet wird, und bei der umgebenden
Flache um HS-(CH,),;-CH,, das mit CH, bezeichnet
wird. Bei Fig. 11a handelt es sich um eine Mikroauf-
nahme. Bei Fig. 11b handelt es sich um eine Photo-
graphie des Beugungsmusters von dem in Fig. 11a
erzeugten Muster.

[0027] Fig. 12 zeigt eine Saccharomyces cerevisiae
Zelle, die Mitose durchfiihrt. Fig. 13 zeigt Saccharo-
myces cerevisiae auf 10 p groRen Kreisen mit einer
L-Fucose-Endgruppe.

[0028] Die Fig. 14a und Fig. 14b zeigen die Bin-
dung von aminomodifizierten Polystyrolteilchen an
Kreise, die mit Mercaptohexadecansaure beschichtet
sind. Bei Fig. 14b handelt es sich um eine Ansicht
der in Fig. 14a gezeigten Probe bei hoher Vergroflie-
rung.

[0029] Die Fig. 15a und Fig. 15b zeigen ein sekun-
dares Feldemissionselektronenmikroskopiebild von
Concanavalin A, das mit 20 ym grofRen Goldteilchen
markiert ist, die an einer mit Zucker modifizierten,
selbstorganisierenden Monoschicht befestigt sind.
Das 20 pm grof3e Gold auf dem Concanavalin A er-
zeugt einen hohen Kontrast fiir die Bildgebung. Bei
Fig. 15a handelt es sich um eine Ansicht der Goldteil-
chen in Eig. 15b bei hoher Vergrofierung.

AUSFUHRLICHE BESCHREIBUNG

[0030] Die vorliegende Erfindung stellt verbesserte

biosensorische Vorrichtungen und Verfahren zur Ver-
wendung derartiger biosensorischer Vorrichtungen
zum Nachweisen und Quantifizieren der Anwesen-
heit oder Menge eines Analyten von Interesse in ei-
nem Medium dar. Die Analyte, die durch die vorlie-
gende Erfindung nachgewiesen werden koénnen,
schliefen Mikroorganismen, wie zum Beispiel Bakte-
rien, Hefen, Pilze und Viren, ein, sind aber nicht dar-
auf beschrankt. Im Gegensatz zu friiheren Vorrich-
tungen ermoglichen die erfindungsgemaflen den
Nachweis von extrem kleinen Mengen eines Analy-
ten in einem Medium in einem schnellen Assay, der
nur wenige Minuten dauert. Zusatzlich sind bei den
erfindungsgemaflen biosensorischen Vorrichtungen
keine signalgebenden oder damit zusammenhan-
genden elektronischen Komponenten erforderlich.

[0031] Die vorliegende Erfindung umfasst das Dru-
cken analytenspezifischer Rezeptoren auf einen me-
tallisierten Kunststofffilm, was die Entwicklung von
Wegwerf-Biosensoren zur Einmalverwendung er-
moglicht, die auf Lichtbeugung beruhen, um die An-
wesenheit des Analyten anzuzeigen. Nach der Be-
festigung eines Zielanalyten an ausgewahlten Fla-
chen des Kunststofffilms, die den Rezeptor enthalten,
findet eine Beugung von Durchlicht und/oder reflek-
tiertem Licht mittels der physikalischen Dimensionen
und der definierten, genauen Anordnung des Analy-
ten statt. Zum Beispiel sind Hefe, Pilze oder ein Bak-
terium gro3 genug, um als Beugungselemente fir
sichtbares Licht zu dienen, wenn sie in organisierten
Mustern auf einer Oberflache angeordnet sind. Zu-
satzlich zum Erzeugen eines einfachen Beugungsbil-
des kénnen Analytenmuster so beschaffen sein, dass
sie die Entwicklung eines holographischen sensori-
schen Bildes und/oder eine Anderung der sichtbaren
Farbe ermdglichen. Somit wird das Erscheinen eines
Hologramms oder eine Anderung eines bestehenden
Hologramms eine positive Reaktion anzeigen. Das
durch die Beugung des Durchlichts erzeugte Muster
kann jede Form haben, einschlielich, aber nicht be-
schrankt auf die Umwandlung eines Musters von ei-
nem Muster zu einem anderen nach dem Binden des
Analyten an das aufnahmebereite Material. In beson-
ders bevorzugten Ausfiihrungsformen ist das Beu-
gungsmuster in weniger als einer Stunde nach dem
Kontakt des Analyten mit der erfindungsgemaRien bi-
osensorischen Vorrichtung erkennbar.

[0032] Das Beugungsgitter, das die Beugung von
Licht nach einer Wechselwirkung mit dem Analyten
erzeugt, muss eine minimale Periodizitat von %2 der
Wellenlange und einen Brechungsindex aufweisen,
der anders als der des umgebenden Mediums ist.
Sehr kleine Analyte, wie zum Beispiel Viren oder Mo-
lekile, kénnen durch Verwenden eines groferen Teil-
chens, das fir den kleinen Analyten spezifisch ist, in-
direkt nachgewiesen werden. Eine Ausfiihrungsform,
bei welcher der kleine Analyt nachgewiesen werden
kann, umfasst das Beschichten des Teilchens, wie
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zum Beispiel einer Latexkugel, mit einem aufnahme-
bereiten Material, das spezifisch an den Analyten von
Interesse bindet. Teilchen, die bei der vorliegenden
Erfindung verwendet werden koénnen, schlief3en
Glas, Cellulose, synthetische Polymere oder Kunst-
stoffe, Latex, Polystyrol, Polycarbonat, Proteine, Bak-
terien- oder Pilzzellen und dergleichen ein, sind aber
nicht darauf beschrankt. Die Teilchen sind vorzugs-
weise kugelférmig, aber die strukturelle und raumli-
che Konfiguration der Teilchen ist nicht entscheidend
fur die vorliegende Erfindung. Zum Beispiel kénnte es
sich bei den Teilchen um Splitter, Ellipsoide, Wiirfel
und dergleichen handeln. Eine wiinschenswerte Teil-
chengrole reicht von einem Durchmesser von unge-
fahr 0,2 ym bis 50,0 pm, wiinschenswerterweise von
ungefahr 0,4 ym bis 1 ym. Die Zusammensetzung
des Teilchens ist nicht entscheidend fir die vorliegen-
de Erfindung.

[0033] Die selbstorganisierende Monoschicht auf
dem metallisierten Film enthalt ein aufnahmebereites
Material, wie zum Beispiel einen Antikorper, der spe-
zifisch an ein Epitop auf dem Analyten bindet, das
sich von dem beim Binden an das Teilchen verwen-
deten Epitop unterscheidet. Somit wird zum Nach-
weisen eines Mediums mit einem kleinen Analyten,
wie zum Beispiel Viruspartikeln, das Medium zuerst
den Latexteilchen ausgesetzt, an welche die Virusp-
artikel binden. Dann werden die Latexteilchen gege-
benenfalls gewaschen und dem metallisierten Film
mit den selbstorganisierenden Monoschichten, wel-
che die virenspezifischen Antikorper enthalten, aus-
gesetzt. Die Antikorper binden dann an die Viruspar-
tikel auf der Latexkugel, und dadurch immobilisieren
sie die Latexkugeln im gleichen Muster wie die Mono-
schichten auf dem Film. Weil die gebundenen Latex-
kugeln eine Beugung des sichtbaren Lichts verursa-
chen, wird ein Beugungsmuster gebildet, das die An-
wesenheit des Viruspartikels in der FlUssigkeit an-
zeigt. Andere Kombinationen unter Verwendung von
Teilchen sind Fachleuten wohlbekannt.

[0034] Die Analyte, von denen in Betracht gezogen
wird, dass sie unter Verwendung der vorliegenden
Erfindung nachgewiesen werden, schlielten Bakteri-
en, Hefen, Pilze, Viren, den Rheumafaktor, Antikor-
per, einschliel3lich, aber nicht beschrankt auf IgG-,
IgM-, IgA- und IgE-Antikérper; das carcinoembryona-
le Antigen; ein Streptococcus-Gruppe-A-Antigen; vi-
rale Antigene, mit Autoimmunerkrankungen zusam-
menhangende Antigene, Allergene, Tumorantigene;
ein Streptococcus-Gruppe-B-Antigen, HIV-I- oder
HIV-II-Antigen; oder Wirtsreaktionen (Antikérper) ge-
gen diese und andere Viren; fiir RSV spezifische An-
tigene oder Wirtsreaktionen (Antikérper) gegen das
Virus; einen Antikérper; ein Antigen, ein Enzym, ein
Hormon; ein Polysaccharid; ein Protein; ein Lipid; ein
Kohlenhydrat; einen Arzneistoff oder eine Nuclein-
saure; eine Salmonella-Art; eine Candida-Art, ein-
schlie3lich, aber nicht beschrankt auf Candida albi-

cans und Candida tropicalis; eine Salmonella-Art; die
Neisseria meningitides Gruppen A, B, C, Y und W,
Untergruppe 135; Streptococcus pneumoniae, E. coli
K1, Haemophilus influenzae des Typs B, ein von Mi-
kroorganismen abgeleitetes Antigen; ein Hapten, ein
Rauschgift, ein therapeutischer Arzneistoff; ein Um-
weltmittel und flr Hepatitis spezifische Antigene ein,
sind aber nicht darauf beschrankt.

[0035] In einer anderen erfindungsgemalen Aus-
fuhrungsform kénnen Nahrstoffe fur eine spezifische
Klasse von Mikroorganismen in die selbstorganisie-
rende Monoschicht eingegliedert werden. Auf diese
Weise kdnnen sehr geringe Konzentrationen von Mi-
kroorganismen nachgewiesen werden, indem der er-
findungsgemaRe Biosensor zuerst mit den darin ein-
gegliederten Nahrstoffen in Kontakt gebracht wird
und der Biosensor dann unter Bedingungen inkubiert
wird, die fur das Wachstum des gebundenen Mikroor-
ganismus angemessen sind. Man lasst den Mikroor-
ganismus wachsen, bis es genigend Organismen
gibt, um ein Beugungsmuster zu bilden. Natirlich
kann sich der Mikroorganismus in manchen Fallen
genlgend vermehren, um ohne die Anwesenheit ei-
nes Nahrstoffes ein Beugungsmuster auf der gemus-
terten Monoschicht zu bilden.

[0036] Ein Teil der vorliegenden Erfindung ist ein
aufnahmebereites Material, das auf den metallisier-
ten Film mikrogedruckt werden kann und spezifisch
an den Analyten von Interesse bindet. Somit wird das
aufnahmebereite Material als ein Teil eines spezifi-
schen bindenden Paares definiert und schlief3t Anti-
gen/Antikorper, Enzym/Substrat, Oligonucleo-
tid/DNA, Chelatbildner/Metall, Enzym/Inhibitor, Bak-
terien/Rezeptor, Virus/Rezeptor, Hormon/Rezeptor,
DNA/RNA oder RNA/RNA, Oligonucleotid/RNA und
Binden dieser Spezies an jede andere Spezies, so-
wie die Wechselwirkung dieser Spezies mit anorgani-
schen Spezies ein, ist aber nicht darauf beschranki.

[0037] Das aufnahmebereite Material, das an die
Befestigungsschicht gebunden ist, ist durch eine Fa-
higkeit gekennzeichnet, den Analyten oder die Analy-
ten von Interesse spezifisch zu binden. Die Vielfalt
von Materialien, die als aufnahmebereites Material
verwendet werden kdnnen, wird nur durch die Mate-
rialarten beschrankt, die sich selektiv (in Bezug auf
jede gewahlte Probe) mit einem sekundaren Partner
kombinieren. Unterklassen von Materialien, die in die
Gesamtklasse von aufnahmebereiten Materialien
eingeschlossen werden kdnnen, schlieen Toxine,
Antikérper, Antigene, Hormonrezeptoren, Parasiten,
Zellen, Haptene, Metaboliten, Allergene, Nucleinsau-
ren, Materialien aus dem Kern, Autoantikérper, Blut-
proteine, Zelltrimmer, Enzyme, Gewebeproteine,
Enzymsubstrate, Coenzyme, Neurotransmitter, Vi-
ren, Viruspartikel, Mikroorganismen, Proteine, Poly-
saccharide, Chelatbildner, Arzneistoffe und jedes an-
dere Mitglied eines spezifischen Bindungspaares ein.
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Diese Liste schlie3t nur manche der vielen unter-
schiedlichen Materialien ein, die auf die Befesti-
gungsschicht aufgeschichtet werden kénnen, um ein
dinnes Filmassaysystem herzustellen. Um welchen
ausgewahlten Analyten von Interesse es sich auch
immer handelt, das aufnahmebereite Material wird so
gestaltet, dass es spezifisch an den Analyten von In-
teresse bindet.

[0038] Bei der Matrix, die den Analyten von Interes-
se enthalt, kann es sich um eine Flussigkeit, einen
Feststoff, ein Gas oder eine Kdrperflussigkeit, wie
zum Beispiel Schleim, Speichel, Urin, fakales Materi-
al, Gewebe, Mark, Liquor, Serum, Plasma, Vollblut,
Sputum, gepufferte Loésungen, extrahierte Lésungen,
Samen, Vaginalsekrete, Perikard-, Magen-, Peritone-
al-, Pleura- oder andere Spililungen und dergleichen
handeln. Bei dem Analyten von Interesse kann es
sich um ein Antigen, einen Antikdrper, ein Enzym, ein
DNA-Fragment, ein intaktes Gen, ein RNA-Frag-
ment, ein kleines Molekdil, ein Metall, ein Toxin, ein
Umweltmittel, eine Nucleinsaure, eine Zytoplasma-
komponente, eine Komponente von Pili oder Flagel-
len, ein Protein, ein Polysaccharid, einen Arzneistoff
oder jedes andere Material, wie zum Beispiel die in
Tabelle A aufgefiihrten, handeln. Zum Beispiel kann
aufnahmebereites Material fir Bakterien eine Ober-
flachenmembrankomponente, ein Protein oder Lipid,
ein Polysaccharid, eine Nucleinsaure oder ein Enzym
spezifisch binden. Bei dem Analyten, der fiir das Bak-
terium spezifisch ist, kann es sich um ein Polysac-
charid, ein Enzym, eine Nucleinsaure, eine Memb-
rankomponente oder einen durch den Wirt als Reak-
tion auf die Bakterien produzierten Antikérper han-
deln. Die Anwesenheit des Analyten kann eine (bak-
terielle oder virale) Infektionskrankheit, Krebs oder
eine andere Stoffwechselstérung oder ein anderes
Leiden anzeigen. Die Anwesenheit des Analyten
kann ein Anzeichen fiir eine Lebensmittelvergiftung
oder eine andere toxische Belastung sein. Der Analyt
kann Drogenmissbrauch anzeigen oder kann Spiegel
therapeutischer Mittel GUberwachen.

[0039] Eines der Assayprotokolle, denen man am
haufigsten begegnet, fiir das diese Technologie ver-
wendet werden kann, ist ein Immunoassay. Die allge-
meinen Betrachtungen betreffen jedoch Nucleinsau-
resonden, Enzym/Substrat und andere Assayformate
mit Ligand/Rezeptor. Fir Immunassays kann ein An-
tikorper als aufnahmebereites Material dienen oder
er kann der Analyt von Interesse sein. Das aufnah-
mebereite Material, zum Beispiel ein Antikdrper oder
ein Antigen, muss eine stabile, dichte, reaktive
Schicht auf der Befestigungsschicht der Testvorrich-
tung bilden. Falls ein Antigen nachgewiesen werden
soll und ein Antikorper das aufnahmebereite Material
ist, muss der Antikorper fiir das Antigen von Interesse
spezifisch sein; und der Antikorper (das aufnahme-
bereite Material) muss das Antigen (den Analyten)
mit ausreichendem Drang binden, damit das Antigen
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an der Testoberflache zurlickgehalten wird. In man-
chen Fallen bindet der Analyt das aufnahmebereite
Material vielleicht nicht einfach, sondern kann verur-
sachen, dass eine nachweisbare Modifikation des
aufnahmebereiten Materials stattfindet. Diese Wech-
selwirkung kénnte eine Erhéhung der Masse an der
Testoberflache verursachen oder eine Abnahme der
Menge des aufnahmebereiten Materials auf der
Testoberflache. Ein Beispiel fir letzteres ist die
Wechselwirkung eines abbauenden Enzyms oder
Materials mit einem spezifischen, immobilisierten
Substrat. In diesem Fall wirde man vor einer Wech-
selwirkung mit dem Analyten von Interesse ein Beu-
gungsmuster sehen, aber das Beugungsmuster wur-
de verschwinden, wenn der Analyt vorlage. Der spe-
zifische Mechanismus, durch den Bindung, Hybridi-
sierung oder Wechselwirkung des Analyten mit dem
aufnahmebereiten Material stattfindet, ist fir diese
Erfindung nicht wichtig, kann aber die im endgultigen
Assayprotokoll verwendeten Reaktionsbedingungen
beeinflussen.

[0040] Im Allgemeinen kann das aufnahmebereite
Material passiv an die Befestigungsschicht angehef-
tet werden. Falls erforderlich kbnnen die freien funk-
tionellen Gruppen, die durch die Befestigungsschicht
auf der Testoberflache eingefiihrt worden sind, fir
eine kovalente Befestigung des aufnahmebereiten
Materials an der Testoberflache verwendet werden.
Chemische Verfahren, die zur Befestigung von auf-
nahmebereiten Materialien zur Verfigung stehen,
sind Fachleuten wohlbekannt.

[0041] Eine gro3e Auswahl von Techniken kann ver-
wendet werden, um das aufnahmebereite Material an
der Befestigungsschicht anzuheften. Testoberflachen
kénnen durch vollstandiges Eintauchen in eine L6-
sung uber einen vorbestimmten Zeitraum hinweg mit
aufnahmebereitem Material; Auftragen von Lésung in
diskreten Anordnungen oder Mustern; Sprihen, Tin-
tenstrahl, oder andere Aufdruckverfahren; oder durch
Rotationsbeschichtung aus einem geeigneten Lo6-
sungsmittelsystem beschichtet werden. Die ausge-
wahlte Technik sollte die Menge an aufnahmeberei-
tem Material minimieren, die zum Beschichten einer
grolRen Anzahl von Testoberflaichen erforderlich ist,
und die Stabilitdt/Funktionalitdt des aufnahmeberei-
tem Material wahrend des Auftragens aufrechterhal-
ten. Die Technik muss das aufnahmebereite Material
auch in einer sehr gleichmafigen und reproduzierba-
ren Weise auf die Befestigungsschicht auftragen
oder an ihr anheften.

[0042] Die Rezeptorschicht wird aus Material gebil-
det, das aus der Gruppe, bestehend aus Antigenen,
Antikérpern, Oligonucleotiden, Chelatbildnern, Enzy-
men, Bakterien, Bakterienpili, Material aus bakteriel-
len Flagellen, Nucleinsauren, Polysacchariden, Lipi-
den, Proteinen, Kohlenhydraten, Metallen, Viren,
Hormonen und Rezeptoren fiir diese Materialien,
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ausgewahlt wird. In den bevorzugten Ausfiihrungs-
formen wird die biosensorische Vorrichtung konfigu-
riert und angeordnet, um als Reaktion auf das Durch-
lassen von polychromatischem Licht ein durch das
Auge nachweisbares Muster bereitzustellen, wenn
der Analyt von Interesse zwischen das aufnahmebe-
reite Material und ein sekundéres Bindungsreagenz
eingeschoben wird.

[0043] Das Medium, in dem sich der Analyt befinden
kann, kann fest, gelartig, flissig oder ein Gas sein.
Fir die Zwecke des Nachweisens eines Analyten in
einer Korperflussigkeit wird die Flissigkeit aus der
Gruppe, bestehend aus Urin, Serum, Plasma, Ru-
ckenmarksflissigkeit, Sputum, Vollblut, Speichel,
urogenitalen Sekreten, Extrakten aus Fazes, Peri-
kard-, Magen-, Peritoneal-, Pleuraspulungen, Vagi-
nalsekreten und einem Halsabstrich ausgewahlt; und
das Verfahren schlieRt gegebenenfalls das Verwen-
den eines Spektrophotometers ein, um das Auftau-
chen des Brechungsmusters zu messen. Das hau-
figste Gas, das zur Verwendung mit der erfindungs-
gemalen biosensorischen Vorrichtung in Betracht
gezogen wird, ist Luft.

[0044] Die erfindungsgemalfie biosensorische Vor-
richtung benutzt Verfahren zum Drucken gemusterter
selbstorganisierender Monoschichten von Alkanthio-
laten, Carbonsauren, Hydroxamsauren und Phos-
phonsauren auf metallisierte Polymerfiime, win-
schenswerterweise thermoplastische Polymerfilme,
die dadurch hergestellten Zusammensetzungen und
die Verwendung dieser Zusammensetzungen. Ge-
musterte selbstorganisierende Monoschichten er-
maoglichen die kontrollierte Anordnung von Flussig-
keiten darauf, die einen Analytenrezeptor enthalten
kénnen. Der Begriff "gemusterte selbstorganisieren-
de Monoschichten darauf", wie er hierin verwendet
wird, bedeutet die selbstorganisierenden Mono-
schichten in jedem Muster auf den metallisierten Po-
lymerfilmen, einschliellich eines festen Musters.

[0045] Wenn der Film mit den selbstorganisieren-
den Monoschichten darauf einem Analyten ausge-
setzt wird, der fahig ist, mit der selbstorganisierenden
Monoschicht zu reagieren, erzeugt der Film optische
Beugungsmuster, die sich je nach der Reaktion der
selbstorganisierenden Monoschicht mit dem Analy-
ten von Interesse unterscheiden. Bei der FlUssigkeit
kann es sich um eine Flissigkeit mit hoher Oberfla-
chenspannung, wie zum Beispiel Wasser, handeln.
Das Licht kann sich im sichtbaren Spektrum befinden
und entweder von dem Film reflektiert werden oder
durch ihn durchgeleitet werden, und bei dem Analy-
ten kann es sich um jede Verbindung handeln, die mit
der selbstorganisierenden Monoschicht reagiert.

[0046] In bevorzugten Ausflihrungsformen bezieht
das Verfahren das In-Kontakt-Bringen des Substrats
mit einer Testprobe, die moéglicherweise den Analy-
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ten enthalt, unter Bedingungen ein, bei denen das
Substrat eine Anderung des Brechungsindexes der
Monoschicht verursacht. Wenn Licht durch das me-
tallisierte thermoplastische Polymer mit der selbstor-
ganisierenden Monoschicht durchgeleitet wird, wird
ein sichtbares Muster gebildet und es kann durch
Richten des Lichts auf eine Oberflache oder durch di-
rektes Schauen durch das Substrat sichtbar gemacht
werden.

[0047] In einer Ausflhrungsform wird die vorliegen-
de Erfindung in Form eines Messstabes in Betracht
gezogen, wobei der mikrokontaktbedruckte metalli-
sierte Film an das Ende des Messstabes montiert
wird. Bei der Verwendung wird der Messstab in die
Flissigkeit getaucht, in welcher der vermutete Analyt
vorliegen kann, und man lasst ihn Uber einige Minu-
ten hinweg dort bleiben. Der Messstab wird dann ent-
fernt und dann wird entweder ein Licht durch den me-
tallisierten Film projiziert oder der Film wird mit einem
Licht hinter dem Film beobachtet. Wenn ein Muster
beobachtet wird, dann liegt der Analyt in der Flissig-
keit vor.

[0048] In einer anderen erfindungsgemalien Aus-
fuhrungsform wird ein Mehrfachanalytentest auf dem
gleichen Trager konstruiert. Wie in Eig. 1 gezeigt
wird, wird ein Streifen 10 mit einigen mikrokontaktbe-
druckten metallisierten Filmen 20, 25, 30 und 35 be-
reitgestellt, wobei auf jedem Film ein selbstorgani-
siertes Monoschichtmuster 40 aufgedruckt ist. Jeder
der mikrokontakbedruckten metallisierten Filme 15,
20, 25 und 30 hat ein anderes aufnahmebereites Ma-
terial, das fur unterschiedliche Analyten unterschied-
lich ist. Man kann sehen, dass die vorliegende Erfin-
dung in jeder Anordnung mit einer Vielfalt von mikro-
kontaktbedruckten metallisierten Filmen formatiert
werden kann, wodurch dem Anwender der erfin-
dungsgemalien biosensorischen Vorrichtung ermog-
licht wird, die Anwesenheit mehrerer Analyte in ei-
nem Medium unter Verwendung eines einzelnen
Tests nachzuweisen.

[0049] In noch einer anderen Ausflihrungsform der
vorliegenden Erfindung kann der Biosensor an einem
selbstklebenden Aufkleber oder Plattchen befestigt
werden, der/das dann auf einer harten Oberflache
oder der Wand eines Behalters angebracht werden
kann. Der Biosensor kann auf der inneren Oberflache
eines Behalters, wie zum Beispiel einer Lebensmit-
telverpackung oder eines Glasflaschchens, ange-
bracht werden. Der Biosensor kann dann sichtbar ge-
macht werden, um zu bestimmen, ob es eine mikro-
bielle Verunreinigung gibt.

Selbstorganisierte Monoschichten auf metallisiertem
Film

[0050] Selbstorganisierte Monoschichten organi-
scher Verbindungen auf anorganischen oder Metallo-
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berflachen sind ein wichtiger Aspekt der vorliegen-
den Erfindung. Obwohl es viele unterschiedliche Sys-
teme selbstorganisierender Monoschichten, beru-
hend auf unterschiedlichen organischen Bestandtei-
len und Tragern, gibt, sind erwiinschte Systeme die-
jenigen von Alkanthiolaten, HS(CH,),R, auf Goldfil-
men. Typischerweise wird ein 5 bis 2000 nm dicker
Goldfilm von einer mit Titan vorbehandelten
Si/SiO,-Scheibe oder Glasplatte getragen. Das Titan
dient als ein Adhasionspromotor zwischen Gold und
dem Trager. Die Alkanthiole chemisorbieren aus ei-
ner Ldsung, in die der Goldfilm eingetaucht wird auf
die Goldoberflache, und bilden unter Verlust von
Wasserstoff adsorbierte Alkanthiolate. Die Adsorpti-
on kann auch aus dem Dampf stattfinden. Selbstor-
ganisierende Monoschichten, die aus langkettigen
Alkanthiolaten der Struktur X(CH,),Y-(CH,),.S auf
Gold gebildet werden, sind hoch geordnet und kdn-
nen als kristalline oder quasi-kristalline molekulare
Anordnungen betrachtet werden. Eine grof3e Vielfalt
organischer funktioneller Gruppen (X, Y) kann in die
Oberflache oder das Innere der Monoschicht einge-
gliedert werden.

[0051] Selbstorganisierende Monoschichten kon-
nen deshalb maRgefertigt werden, um eine grof3e
Vielfalt von Materialeigenschaften bereitzustellen:
Benetzbarkeit und Schutz gegen Korrosion durch
chemische Atzmittel sind besonders relevant fir das
Mikrokontaktdrucken.

[0052] Fig. 2 umreildt das zum Mikrokontaktdrucken
verwendete Verfahren. Ein elastomerer Stempel wird
verwendet, um Alkanthiol-"Farbe" durch Kontakt auf
eine Goldoberflache zu Ubertragen; wenn der Stem-
pel gemustert ist, bildet sich eine gemusterte selbst-
organisierende Monoschicht. Der Stempel wird durch
Gieflen von Polydimethylsiloxan (PDMS) auf eine
Vorlage mit dem gewitinschten Muster hergestellt.
Vorlagen werden unter Verwendung von photolitho-
graphischen Standardtechniken hergestellt oder aus
existierenden Materialien mit Oberflachenmerkmalen
im Mikrobereich konstruiert.

[0053] In einem typischen experimentellen Verfah-
ren wird eine photolithographisch hergestellte Vorla-
ge in eine Petrischale aus Glas oder Kunststoff gelegt
und ein Gemisch aus SYLGARD® Silikonelastomer
184 und SYLGARD® Silikonelastomer 184 Hartungs-
mittel (Dow Corning Corporation) im Verhaltnis 10:1
(Gew./Gew. oder Vol./Vol.) wird daruber gegossen.
Man lasst das Elastomer ungefahr 30 Minuten lang
bei Raumtemperatur und reduziertem Druck zum
Entgasen ruhen, dann wird es 1-2 Stunden lang bei
60°C gehartet und vorsichtig von der Vorlage abge-
zogen. Eine "Einfarbung" des elastomeren Stempels
wird erreicht, indem der Stempel einer 0,1 bis 1,0 mM
Lésung von Alkanthiol in wasserfreiem Ethanol aus-
gesetzt wird, entweder durch GielRen der Losung
Uber die Oberflache des Stempels oder durch sanftes

Reiben des Stempels mit einem Q-Tip, der mit der
Farbelosung gesattigt worden ist. Man lasst den
Stempel trocknen, bis mit dem Auge keine Flissigkeit
auf der Oberflache des Stempels zu sehen ist (nor-
malerweise etwa 60 Sekunden), entweder unter Um-
gebungsbedingungen oder indem man ihn einem
Strom von Stickstoffgas aussetzt. Nach dem Einfar-
ben wird der Stempel (normalerweise von Hand) auf
eine Goldoberflache angewendet. Ein sehr leichter
Druck der Hand wird verwendet, um beim vollstandi-
gen Kontakt zwischen dem Stempel und der Oberfla-
che zu helfen. Der Stempel wird dann sanft von der
Oberflache abgezogen. Nach dem Entfernen des
Stempels wird iberschissiges Thiol von der Oberfla-
che gewaschen und die gemusterte Goldoberflache
kann chemischen Atzmitteln (siehe unten) unterwor-
fen werden, die nicht derivatisierte Flachen der
Goldoberflache und, falls gewilinscht, den (die) dar-
unterliegenden Trager selektiv entfernen. Alternativ
dazu kann eine weitere Derivatisierung ungestempel-
ter Flachen entweder durch Verwendung eines zwei-
ten Stempels oder durch Waschen der gesamten
Oberflache mit einem anderen Alkanthiol erreicht
werden.

[0054] Die elastomere Charakteristik des Stempels
ist fir den Erfolg des Verfahrens wichtig. Wenn Poly-
dimethylsiloxan (PDMS) gehartet ist, ist es ausrei-
chend elastomer, um einen guten konformalen Kon-
takt des Stempels und der Oberflache zu ermdgli-
chen, sogar fir Oberflachen mit erheblichem Relief;
dieser Kontakt ist unentbehrlich fur eine effiziente
Kontaktlibertragung der Alkanthiol-"Farbe" auf den
Goldfilm. Die elastomeren Eigenschaften von PDMS
sind auch wichtig, wenn der Stempel von der Vorlage
entfernt wird; wenn der Stempel starr ware (wie es
die Vorlage ist), ware es schwierig, den Stempel und
die Vorlage nach dem Harten zu trennen, ohne eines
der beiden Substrate zu beschadigen. PDMS ist auch
ausreichend starr, um die Form beizubehalten, sogar
in Bezug auf Merkmale mit GréRenordnungen unter-
halb eines Mikrometers: wir haben Muster mit so klei-
nen Linien wie 200 nm in der Breit: erfolgreich er-
zeugt. Die Oberflache von PDMS hat eine niedrige
freie Grenzflachenenergie (y = 22,1 Dyn/cm) und der
Stempel haftet nicht an dem Goldfilm. Der Stempel ist
insofern haltbar, als der gleiche Stempel iber einen
Zeitraum von mehreren Monaten hinweg bis zu hun-
dert Mal ohne wesentlichen Leistungsabbau verwen-
det werden kann. Die polymere Beschaffenheit von
PDMS spielt auch eine entscheidende Rolle bei dem
Farbeverfahren, indem sie dem Stempel ermdglicht,
die Alkanthiolfarbe durch Schwellen zu absorbieren.
Man kann eine Druckrolle zum Stempeln herstellen,
um einen kontinuierlichen Druckvorgang zu ermdgli-
chen.

[0055] Das Mikrokontakdrucken auf Goldoberfla-
chen kann mit einer Vielfalt von Alkanthiol-"Farben"
ausgefuhrt werden. Alkanthiole, die sich nicht reaktiv
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ausbreiten (nach dem Auftragen auf den Goldfilm),
sind fur die Bildung von kleinen Merkmalen mit hoher
Auflésung erforderlich. Fur das Stempeln in Luft kann
man autophobe Alkanthiole, wie zum Beispiel Hexa-
decanthiol, verwenden. Das Mikrokontaktdrucken
anderer, nicht autophober Alkanthiole, zum Beispiel
HS(CH,),sCOOH kann durch Stempeln unter einer
Flissigkeit, wie zum Beispiel Wasser, ausgefihrt
werden. Gemusterte selbstorganisierende Mono-
schichten von Alkanthiolen auf Gold stellen ein aus-
gezeichnetes Bestandigkeitsmerkmal fiir eine Anzahl
von nasschemischen Atzmitteln bereit.

[0056] In einer Ausfiihrungsform der vorliegenden
Erfindung wird die selbstorganisierende Monoschicht
aus einem Alkanthiol mit endstandigem Carboxyl ge-
bildet, der mit einem gemusterten elastomeren Stem-
pel auf einen thermoplastischen Film mit einer Goldo-
berflache, wie zum Beispiel MYLAR®, gestempelt
wird. Das Alkanthiol wird mit einer Lésung von Alkan-
thiol in Ethanol eingefarbt, getrocknet und mit einer
Goldoberflache in Kontakt gebracht. Das Alkanthiol
wird nur in denjenigen Bereichen auf die Oberflache
Ubertragen, wo der Stempel die Oberflache berihrt,
wodurch ein Muster einer selbstorganisierenden Mo-
noschicht hergestellt wird, welches durch das Muster
des Stempels definiert wird. Gegebenenfalls kdnnen
Flachen unmodifizierter Goldoberflache neben den
gestempelten Flachen durch Reaktion mit einem Al-
kanthiol mit endstandigem Methyl hydrophob ge-
macht werden.

[0057] Eine ausfiihrlichere Beschreibung der erfin-
dungsgemalen Verfahren und Zusammensetzungen
folgt.

[0058] Jederthermoplastische Film, auf den ein Me-
tallsubstrat abgeschieden werden kann, ist fur die
vorliegende Erfindung geeignet. Diese schlieRen Po-
lymere, wie zum Beispiel Polyethylenterephthalat
(MYLAR®), Acrylnitril-Butadien-Styrol, Acrylnitril-Me-
thylacrylat-Copolymer, Cellophan, cellulosehaltige
Polymere wie zum Beispiel Ethylcellulose, Cellulose-
acetat, Celluloseacetatbutyrat, Cellulosepropionat,
Cellulosetriacetat, Cellulosetriacetat, Polyethylen,
Polyethylen-Vinylacetat-Copolymere, lonomere
(Ethylenpolymere), Polyethylen-Nylon-Copolymere,
Polypropylen, Methylpentenpolymere, Polyvinylfluo-
rid und aromatische Polysulfone ein, sind aber nicht
darauf beschrankt. Der Kunststofffilm weist vorzugs-
weise eine optische Transparenz von mehr als 80%
auf. Andere geeignete Thermoplasten und Lieferan-
ten kdnnen zum Beispiel in Referenzwerken, wie zum
Beispiel der Modern Plastics Encyclopedia (Mc-
Graw-Rill Publishing Co., New York 1923-1996), ge-
funden werden.

[0059] In einer erfindungsgemaRen Ausflihrungs-
form weist der thermoplastische Film mit der Metall-
beschichtung darauf eine optische Transparenz von

zwischen ungefahr 5% und 95% auf. Eine win-
schenswertere optische Transparenz flir den in der
vorliegenden Erfindung verwendeten thermoplasti-
schen Film betragt zwischen ungeféahr 20% und 80%.
In einer erwunschten erfindungsgemafien Ausfiih-
rungsform weist der thermoplastische Film mindes-
tens eine optische Transparenz von ungefahr 80%
auf und die Dicke der Metallbeschichtung ist derart,
dass eine optische Transparenz von mehr als etwas
20% aufrechterhalten wird, so dass Beugungsmuster
durch entweder reflektiertes Licht oder Durchlicht
hergestellt werden kdnnen. Dies entspricht einer Di-
cke der Metallbeschichtung von etwa 20 nm. In ande-
ren erfindungsgemafen Ausfiihrungsformen kann
die Golddicke jedoch zwischen ungefahr 1 nm und
1000 nm betragen.

[0060] Das bevorzugte Metall fiir die Abscheidung
auf den Film ist Gold. Silber, Aluminium, Chrom, Kup-
fer, Eisen, Zirkonium, Platin und Nickel, sowie Oxide
dieser Metalle kénnen jedoch verwendet werden.
Chromoxid und Goldoxid kénnen verwendet werden,
um selbstorganisierende Monoschichten herzustel-
len.

[0061] Im Prinzip konnte jede Oberflache mit Riffe-
lungen der geeigneten GréfRRe als Vorlage verwendet
werden. Das Verfahren des Mikrokontaktdruckens
beginnt mit einer geeigneten Reliefstruktur, von der
ein elastomerer Stempel abgegossen wird. Diese
'Vorlagen'-Matrize kann photolithographisch oder
durch andere Verfahren, wie zum Beispiel im Handel
erhaltliche Beugungsgitter, erzeugt werden. In einer
Ausflihrungsform kann der Stempel aus Polydime-
thylsiloxan hergestellt werden.

[0062] In einer anderen Ausflihrungsform stellt die
Erfindung eine optische Assayvorrichtung mit einer
optisch aktiven aufnahmebereiten Oberflache dar,
die konfiguriert und angeordnet ist, um den gleichzei-
tigen Assay einer Vielzahl von Proben auf der Ober-
flache auf einen Analyten von Interesse hin zu er-
moglichen, und ein automatisiertes Gerat zur Hand-
habung von Flissigkeit (z. B. eine Pipettiervorrich-
tung), das konfiguriert und angeordnet ist, um Pro-
ben- und Reagenzlésungen auf der Oberflache zu
verteilen.

[0063] Nachstehend wird eine Angabe der Methodik
bereitgestellt, durch welche die optimalen Materialien
und Verfahren hergestellt werden kdnnen, die zur
Konstruktion von erfindungsgemafien optischen
Testoberflachen nutzlich sind. Allgemein schlief3t die
vorliegende Erfindung neue optisch aktive Testober-
flachen zum direkten Nachweis eines Analyten ein.
Diese Testoberflachen weisen ein spezifisches auf-
nahmebereites Material auf, das durch die Verwen-
dung einer Befestigungsschicht an die Testoberfla-
che gebunden ist. Die vorliegende Erfindung stellt so-
mit ein Nachweisverfahren bereit, welches das
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In-Kontakt-Bringen der biosensorischen Vorrichtung
nach Anspruch 1 mit einer Probenflissigkeit, die den
Analyten von Interesse enthalt, und dann das Unter-
suchen der Anderung der Beugung von Durchlicht,
die an der beschichteten Oberflache erzeugt wird,
durch Beobachten, ob ein Beugungsmuster gebildet
wird, einschlief3t.

[0064] Die vorliegende Erfindung hat einen grof3en
Anwendungsbereich und kann bei einer Vielfalt von
Assayverfahren mit spezifischen Bindungspaaren
benutzt werden. Zum Beispiel kénnen die Vorrichtun-
gen dieser Erfindung in Immunassayverfahren zum
Nachweis von entweder Antigen oder Antikorper ver-
wendet werden. Die Vorrichtungen kénnen zur Ver-
wendung bei direkten, indirekten oder kompetitiven
Nachweisregimes, zur Bestimmung von enzymati-
scher Aktivitdt und zum Nachweis kleiner organi-
scher Molekiile (z. B. Rauschgifte, therapeutische
Arzneistoffe, Umweltmittel) sowie zum Nachweis von
Nucleinsauren angepasst werden.

[0065] In einer erfindungsgemalen Ausflihrungs-
form hat die selbstorganisierende Monoschicht die
folgende allgemeine Formel:

X-R-Y

X reagiert leicht mit Metall oder Metalloxid. Bei X
kann es sich zum Beispiel um ein asymmetrisches
oder symmetrisches Disulfid (-R'SSY’, -RSSY), Sulfid
(-R'SY', -RS8SY), Diselenid (-R'Se-SeY'), Selenid
(-R'SeY', -RSeY), Thiol (-SH), Nitril (-CN), Isonitril,
Nitro (-NO,), Selenol (-SeH), dreiwertige Phosphor-
verbindungen, Isothiocyanat, Xanthat, Thiocarbamat,
Phosphin, Thiosaure oder Dithiosaure, Carbonsau-
ren, Hydroxysauren und Hydroxamsauren handeln.

[0066] Bei R und R'kann es sich um Kohlenwasser-
stoffketten handeln, die gegebenenfalls durch Hete-
roatome unterbrochen sein kénnen und die vorzugs-
weise um der optimal dichten Packung willen nicht
verzweigt sind. Bei Raumtemperatur betragt die Lan-
ge von R mehr als oder gleich sieben Kohlenstoffato-
me, um die nattrliche UnrelmaRigwerdung der selb-
storganisierenden Monoschicht zu Uberwinden. Bei
kalteren Temperaturen kann R kurzer sein. In einer
Ausfiuhrungsform handelt es sich bei R um -(CH,)-,
wobei n zwischen 10 und 12 einschliel3lich betragt.
Die Kohlenstoffkette kann gegebenenfalls perfluoriert
sein. Es sollte selbstverstandlich sein, dass die Koh-
lenstoffkette eine beliebige Lange haben kann.

[0067] Y und Y'konnen eine beliebige Oberflachen-
eigenschaft von Interesse aufweisen. Bei Y und Y'
kénnte es sich zum Beispiel um jede aus einer gro-
Ren Anzahl von Gruppen handeln, die bei Flissig-
chromatographietechniken zur Immobilisierung ver-
wendet werden, wie zum Beispiel Hydroxyl-, Carbo-
xyl-, Amino-, Aldehyd-, Hydrazid-, Carbonyl-, Epoxy-

oder Vinylgruppen. Beispiele fur Materialien fiir sen-
sorische Schichten werden in "Patterning Self-As-
sembled Monolagers Using Microcontact Printing: A
New Technology for Biosensors?", von Milan Mrksich
und George M. Whitesides, verdffentlicht in TIB-
TECH, Juni 1995 (Band 13), S. 228-235, dargelegt.

[0068] Selbstorganisierende Monoschichten von Al-
kylphosphon-, Hydroxam- und Carbonsauren kénnen
auch fir die erfindungsgemalfen Verfahren und Zu-
sammensetzungen nitzlich sein. Da Alkanthiole
nicht auf die Oberflachen vieler Metalloxide absor-
biert werden, kénnen Carbonsauren, Phosphonsau-
ren und Hydroxamsauren fiir X bei diesen Metalloxi-
den bevorzugt werden. Siehe J. P. Folkers, G. M.
Whitesides, et al., Langmuir, 1995, Band 11, S.
813-824.

[0069] Bei R kann es sich auch um die Form
(CH,),-Z-(CH,), handeln, wobei a 2 0, b 2 7 und es
sich bei Z um eine beliebige chemische Funkionalitat
von Interesse, wie zum Beispiel Sulfone, Harnstoff,
Lactam usw., handelt.

[0070] Der Stempel kann in Luft oder unter einer
Flissigkeit, wie zum Beispiel Wasser, angewendet
werden, um eine Ubermafige Diffusion des Alkanthi-
ols zu verhindern. Fur Druckverfahren in groRem
MaRstab oder kontinuierliche Druckverfahren ist es
aulerst wiinschenswert, in Luft zu drucken, da kiirze-
re Kontaktzeiten fiir diese Verfahren wiinschenswert
sind.

[0071] In einer erfindungsgemaflen Ausfuhrungs-
form wird das Muster auf dem metallisierten thermo-
plastischen Polymer mit der selbstorganisierenden
Monoschicht gebildet. In einer anderen erfindungs-
gemalen Ausfuhrungsform wird das Relief des Mus-
ters mit der selbstorganisierenden Monoschicht ge-
bildet. Nach dem Stempelverfahren kénnen die me-
tallisierten Flachen auf dem Kunststoff gegebenen-
falls passiviert werden, zum Beispiel mit einer selbst-
organisierenden Monoschicht mit endstandigem Me-
thyl, wie zum Beispiel Hexadecylmercaptan.

[0072] Diese Erfindung wird durch die folgenden
Beispiele werter veranschaulicht, die in keiner Weise
so ausgelegt werden sollen, als ob sie deren Umfang
Beschrankungen auferlegen. Im Gegenteil, es sollte
selbstverstandlich sein, dass man auf verschiedene
andere Ausflihrungsformen, Modifikationen und
Aquivalente davon zurlickgreifen kann, die sich nach
dem Lesen der hierin vorgelegten Beschreibung dem
Fachmann nahelegen, ohne von der vorliegenden
Erfindung abzuweichen.
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BEISPIEL 1

Bedrucken von goldbeschichtetem MYLAR® (Polye-
thylenterephthalat) mit Mustern von 16-Mercaptohe-
xadecansaure und Hexadecanthiol

[0073] Muster von goldbeschichtetem MYLAR® (Po-
lyethylenterephthalat) werden mit Mustern von
16-Mercaptohexadecansaure und Hexadecanthiol
bedruckt, wie in Fig. 2 gezeigt und nachstehend be-
schrieben wird.

[0074] Ein MYLAR®-Film, der mit einer plasmaabge-
schiedenen Deckschicht aus Gold modifiziert ist, wird
von Courtaulds Performance Films (Canoga Park,
CA 91304) erhalten. Ein Rasterkraftmikroskopiebild
dieses MYLAR®-Films wird in Fig. 3 gezeigt. Eine Di-
cke des Polymerfilms zwischen 2 und 7 mil und Deck-
schichten aus Gold, die einen Oberflachenwider-
stand von 65 Ohm pro Quadratzentimeter mit einer
Durchlassigkeit fur sichtbares Licht zwischen 20%
und 65% erzeugen, werden verwendet.

[0075] Muster von hydrophilen Alkanthiolen mit
endstandigem Carboxyl werden unter Verwendung
von 16-Mercaptohexadecansaure mit dem folgenden
Verfahren auf einen goldbeschichteten Film gestem-
pelt. Ein belichtetes und entwickeltes lichtundurch-
lassiges Muster von Kreisen mit 10 Mikrometer
Durchmesser auf einer Silikonscheibe wird als Vorla-
ge verwendet. Muster haben Merkmale, die durch
Anordnung der Merkmale in Abstanden von weniger
als ungefahr 10 Mikrometer, und am wiinschenswer-
testen weniger als 1-5 Mikrometer, definiert werden.
Polydimethylsiloxan (PDMS; Silikonelastomer 184;
Dow Corning Co., Midland, MI) wird auf einer Vorlage
polymerisiert, um einen Stempel mit Kreisen von 10
Mikrometer Durchmesser im Abstand von fiinf Mikro-
meter herzustellen. Der Stempel wird eingefarbt, in-
dem er einer Losung von 16-Mercaptohexadecan-
saure (1 bis 10 mM in Ethanol) ausgesetzt wird und
man ihn an der Luft trocknen lasst. Das Substrat wird
dann 50 Sekunden lang mit dem Stempel in Kontakt
gebracht und 2 bis 4 Sekunden lang mit einer Lésung
von Hexadecanthiol (1 bis 10 mM in Ethanol) gewa-
schen. Das Substrat wird schlieRlich 10 Sekunden
lang in Ethanol gewaschen und in einem Stick-
stoffstrom getrocknet. Die Ergebnisse dieses Dru-
ckens werden in Fig. 4a bis einschlief3lich ¢ und
Fig. 5 fir die Kreise der selbstorganisierenden Mo-
noschicht mit endstandiger Carbonsaure mit einem
Durchmesser von 10 Mikrometer gezeigt.

[0076] Diese Kreise aus einer hydrophilen selbstor-
ganisierenden Monoschicht ermoéglichen die selekti-
ve Anordnung von Flissigkeiten mit hoher Oberfla-
chenspannung, wie zum Beispiel Wasser, Triethylen-
glycol oder mit UV-Licht hartbaren Ure-
than-Acryl-Klebstoffen. Diese Flussigkeiten kdnnen
geldste und suspendierte Reagenzien enthalten, die

mit Analyten, auf die man abzielt, chemisch oder phy-
sikalisch reagieren, wodurch der beschichtete Kunst-
stofffilm zu einer Sammlung von 10 Mikrometer gro-
Ren Mikroreaktoren gemacht wird, die als preiswerte
chemische Wegwerfsensoren geeignet sind. Ein Bei-
spiel fur eine derartige Vorrichtung wird in Fig. 6a und
Fig. 6b, Fig. 7 und Fig. 8a und 8b gezeigt.

[0077] Mit diesen Zusammensetzungen wird eine
Beugung von sichtbarem Licht gezeigt. Sowohl re-
flektierte als auch durchgeleitete Beugungsmuster
werden beobachtet, wenn eine Laserbelichtung mit 5
mW, 670 nM verwendet wird. Fig. 6b ist eine Photo-
graphie des Beugungsmusters, das durch sichtbares
Licht gebildet wird, welches man durch das selbstor-
ganisierende Monoschichtmuster von Fig. 6a leuch-
ten lasst. Mit weillem Durchlicht werden Regenbo-
gen-Beugungsfarben beobachtet.

BEISPIEL 2

Experimentelles Verfahren zum Nachweisen von
Saccharomyces cerevisae unter Verwendung einer
Hexamerzucker-Thiostruktur.

[0078] Der metallisierte MYLAR®-Film wird 20 Minu-
ten lang mit Piranha-Lésung gereinigt. Der Film wird
dann mit Millipor-gereinigtem Wasser gespult, bis
das Waschwasser neutral ist. Die Oberflache wird
dann unter Verwendung einer UV-Ozon-Reinigung
30 Minuten lang gereinigt. Das CH,(CH,),s-SH (1 mM
in EtOH) wird mit einem Q-Tip auf die Stempelober-
flache aufgetragen. Der Stempel wird dann 20 Se-
kunden lang auf die Goldoberflaiche des
MYLAR®-Films gedriickt. Der Aufdruck bildet eine
umgekehrte Kreisstruktur. Der bedruckte Film wird
mit EtOH gespult und unter Stickstoff getrocknet.

[0079] Die nicht bestempelte Oberflache wird durch
Auftropfen von 40 pl einer 0,5 mM Saccharidlésung
auf die Oberflache mit dem Hexamerzuckerthiol be-
schichtet. Nach 20 Sekunden wird die Giberschussige
Saccharidthiollésung abgesplilt. Diese Scheibe wird
umgekehrt in eine Hefesuspension von 5 g Hefe in 30
ml einer isotonen NaCl-Lésung hinein gehangt. Nach
40 Minuten wird die Oberflache mit EtOH gewa-
schen. Die Beugungsmuster werden unter Verwen-
dung eines He/Ne-Laserstrahls (Lambda = 832,8 nm)
erzeugt.

BEISPIEL 3

[0080] Muster von hydrophilen selbstorganisieren-
den Monoschichten mit Oligomeren aus durch-
schnittlich sechs Glucosemolekiilen, die am Ende
des Alkanthiols befestigt sind, werden auf metallisier-
tem MYLAR® hergestellt (siehe Beispiel 2). Die im
Abstand von fiinf Mikrometer angeordneten Kreise
mit einem Durchmesser von 10 Mikrometer werden
verwendet, um die Platte zu erzeugen, auf der sich
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der Zielorganismus anheften wirde. Die nicht be-
stempelte Flache wird durch Reaktion mit einem Al-
kanthiol mit endstandigem Methyl hydrophob ge-
macht. Diese Probe ist, wie hergestellt, nicht beu-
gend. Ein Stick dieser Probe mit einer Grole von ei-
nem Quadratzentimeter wird 40 Minuten lang 30 mi
einer wassrigen Loésung, die 1 Gramm Béackerhefe
und 0,9 Gew.-% Kochsalz enthalt, ausgesetzt, ge-
folgt von Waschen mit reichlichen Mengen Wasser.
Die Mikroaufnahme der Probe und das von der mit ei-
nem He-Ne-Laser bestrahlten Probe erzeugte Beu-
gungsbild werden in Fig.9a beziehungsweise
Fig. 9b gezeigt. Eine den Zucker nicht enthaltende
Kontrollprobe zeigt keine Beugung und keine Anhef-
tung von Teilchen. Wie in Fig. 9a gesehen wird, hat
sich die Hefe an die 10 Mikrometer grof’en Zu-
ckerthiolkreise angeheftet, aber nicht an die hydro-
phoben selbstorganisierenden Monoschichten mit
endstandigem Methyl. Ein gewisses Zusammenflie-
Ren der Kreise mit anhaftender Hefe in einer bevor-
zugten Richtung ist offenkundig. Fig. 9b zeigt auf,
dass sich mit einer Anheftung von Hefe eine Beu-
gung von Strahlung mit 632 nm ergibt. Die Beugung
dient als Grundlage des Wahrnehmens der Anwe-
senheit von Hefezellen.

BEISPIEL 4
Nachweis von Saccharomyces cerevisiae

[0081] Der metallisierte MYLAR®-Film, der bedruckt
werden soll, wird 20 Minuten lang mit Piranha-L6-
sung gereinigt. Der Film wird mit Millipor-gereinigtem
Wasser bis zur Neutralisation gespult und dann mit
UV-Ozon 30 Minuten lang gereinigt. Zum Mikrokon-
taktdrucken der hydrophoben Schicht wird
CH4(CH,),s-SH (1 mM in EtOH) mit einem Q-Tip auf
die Stempeloberflache aufgetragen. Der Stempel
wird 20 Sekunden lang auf die Goldoberflache des
MYLAR®-Films gedriickt. Der Aufdruck bildet eine
umgekehrte Kreisstruktur. Der bedruckte Film wird
mit EtOH gespllt und unter Stickstoff getrocknet.

[0082] Die nicht bestempelte Oberflache wird durch
Huftropfen von 40 pl einer 0,5 mM Saccharidldsung
auf die Oberflache mit dem Hexamerzuckerthiol be-
schichtet. Nach 20 Sekunden wird die liberschussige
Saccharidthiolldsung abgespililt. Diese Scheibe wird
umgekehrt in eine Hefesuspension von 5 g Hefe in 30
ml isotoner NaCl-Losung hinein gehangt. Nach 40
Minuten wird die Oberflache mit EtOH gewaschen.
Die Beugungsmuster werden unter Verwendung ei-
nes He/Ne-Laserstrahls (Lambda = 832,8 nm) er-
zeugt.

BEISPIEL 5
Fur Candida tropicalis spezifische Biosensoren

[0083] Agarplatten (Universalmedium fir Hefe) wer-

den mit einem Klon der urspriinglichen Candida tro-
picalis (DSM 1348) angeimpft. Nach 2 Tagen bei
25°C werden die Zellen geerntet und mit dem Hefe-
medium verdinnt. Die Suspension wird dann in ei-
nem Ultraschallbad behandelt, um die Zellaggregate
zu trennen.

[0084] Das experimentelle Verfahren des Mikrokon-
taktdruckens ist das gleiche wie in Beispiel 2. Bei den
in diesem Experiment verwendeten Thiolen handelt
es sich um

HS-(CH,),s-CH3 — als CH, bezeichnet,
HS-(CH,),sCOOH — als COOH bezeichnet.

[0085] Die Inkubationszeit der Losung des
Gold-Wassers in der Zellldsung reichte von 1 Nacht
bis zu 3 Tagen. Die Proben werden nach der Inkuba-
tion nicht abgespllt. Die folgenden Kombinationen
werden in den bezeichneten Figuren dargestellt.
3) bei dem Kreis handelt es sich um CH, — bei der
umgebenden Flache um COOH, inkubiert Uber
Nacht (Fig. 10a ist die Mikroaufnahme der Ober-
flache und Fig. 10b ist das Beugungsmuster, das
durch die gemusterte Oberflache von Fig. 10a er-
zeugt wird),
2) bei dem Kreis handelt es sich um COOH - bei
der umgebenden Flache um CH,, inkubiert lber
Nacht (Eig. 11a ist die Mikroaufnahme der Ober-
flache und Fig. 11b ist das Beugungsmuster, das
durch die gemusterte Oberflache von Fig. 11a er-
zeugt wird).

BEISPIEL 6

[0086] Ein Gold/MYLAR-Substrat wird unter Ver-
wendung eines mit einer ethanolischen Lésung von
Mercaptohexadecansaure beschichteten Stempels
mit 10 p grofRen Kreisen kontaktbedruckt. Die umge-
benden Flachen der Kreise werden dann mit einer
Ethanollésung von Hexadecanthiol ausgefullt. Die
sauren Endgruppen werden unter Verwendung einer
Carbodiimid-Kopplung mit L-Fucose verestert. Das
Verfahren bezieht ein, das kontaktbedruckte
Gold/MYLAR® 5-6 Minuten lang in eine Lésung von
41 mM Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) in Pyridin zu
geben und es dann sofort in ein Flaschchen zu Gber-
tragen, das eine 3,3 mM Pyridinlésung von L-Fucose
enthalt. Nach 2% Stunden wird die
Gold/MYLAR®-Probe entfernt, sorgfaltig mit destillier-
tem Wasser und dann Ethanol gespiilt und getrock-
net.

[0087] Die Probe wird einer Suspension von 0,5 g
Backerhefe (Saccharomyces cerevisiae) in 15 ml ei-
ner 0,9%igen wassrigen Natriumchloridldsung aus-
gesetzt. Nach 8 Tagen wird die Probe kurz mit destil-
liertem Wasser gespllt und in einem Stickstoffstrom
getrocknet. Die Probe beugte Licht, wenn sie mit ei-
nem He/Ne-Laserstrahl (Lambda = 832,8 nm) be-
strahlt wurde, und eine Rasterelektronenmikroskopie
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(SEM) deckte die Anwesenheit der Hefeorganismen
in den 10 Mikrometer grofen Kreisen auf (siehe
Fig. 13). Fig. 12 zeigt eine Hefezelle, die eine Mitose
durchfihrt. Fig. 13 demonstriert, dass die Hefezellen
immer noch lebensfahig sind, sogar nach dem Bin-
den an die Kreise.

BEISPIEL 7

[0088] Ein Gold/MYLAR®-Substrat wird unter Ver-
wendung eines mit einer ethanolischen Lésung von
Mercaptohexadecansaure beschichteten Stempels
mit 10 Mikrometer groRen Kreisen kontaktbedruckt.
Die umgebenden Flachen der Kreise werden dann
mit einer Ethanollésung von Hexadecanthiol ausge-
fullt.

[0089] Diese Probe wird dann einer wassrigen Sus-
pension aminomodifizierter Polystyrolteilchen von
131 nm (Katalognr. F103092 von Seradyn) mit unge-
fahr 10" Teilchen/ml ausgesetzt. Nach zwei Tagen
wird die Probe entfernt und sanft mit Ethanol gespililt,
um ungebundene Teilchen zu entfernen. Eine Teil-
menge der Probe beugte Licht von einem Laser, eine
SEM-Analyse zeigte, dass die Teilchen dazu neigten,
sich um die Kreise herum anzusammeln (siehe
Fig. 14a und Fig. 14b). Bei Fig. 14b handelt es sich
um eine Ansicht der in Fig. 14a gezeigten Probe bei
hoher VergréRerung.

BEISPIEL 8

[0090] Ein Gold/Silicium-Substrat wird unter Ver-
wendung eines mit einer ethanolischen Lésung von
Mercaptohexadecansaure beschichteten Stempels
mit 10 Mikrometer groRen Kreisen kontaktbedruckt.
Die sauren Endgruppen werden unter Verwendung
einer Carbodiimid-Kopplung mit D-Mannose veres-
tert. Das Verfahren bezog ein, das kontaktbedruckte
Gold/Silicium 5-8 Minuten lang in eine wassrige L6-
sung von 41 mM 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopro-
pyl)-carbodiimid ("FDAC") zu geben und es dann so-
fort in ein Flaschchen zu Ubertragen, das eine 9,9
mM wassrige Losung von D-Mannose enthielt. Nach
3% Stunden wird die Gold/Silicium-Probe entfernt,
sorgfaltig mit destilliertem Wasser, dann mit Ethanol
gespult und getrocknet.

[0091] Diese Probe wird mit einigen Tropfen phos-
phatgepufferter Kochsalzlésung (20 mM Phosphat,
80 mM Natriumchlorid, pH 7,4) bedeckt, dann werden
20 pl mit 20 nM Goldkolloid markiertes Concanavalin
A (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO) zu dem
Puffertropfen gegeben. Nach 30 Minuten wird die
Probe in der Pufferlosung sorgfaltig gespiilt, gefolgt
von weiteren Spullungen mit destilliertem Wasser,
und dann unter einem Stickstoffstrom getrocknet.
Eine SEM-Analyse zeigt die Anwesenheit an die Krei-
se gebundener 20 nm groRer Goldteilchen (siehe
Fig. 15). Weil Concanavalin A fiir eine Bindung an

Mannose spezifisch ist, bestatigt dieser Test die An-
wesenheit von Mannose in den 10 Mikrometer gro-
Ren Kreisen.

[0092] Fachleute werden nun sehen, dass bestimm-
te Modifikationen der hierin offenbarten Erfindung in
Bezug auf die veranschaulichten Ausfiihrungsformen
vorgenommen werden kdnnen, ohne von der Erfin-
dung abzuweichen. Und wahrend die Erfindung vor-
stehend in Bezug auf die bevorzugten Ausfiihrungs-
formen beschrieben worden ist, ist selbstverstand-
lich, dass die Erfindung an zahlreiche Umgestaltun-
gen, Modifikationen und Veranderungen angepasst
ist, wobei sich alle derartigen Gestaltungen, Modifi-
kationen und Veranderungen innerhalb des Umfangs
der angefligten Anspriiche befinden sollen.

Patentanspriiche

1. Biosensor, umfassend:

einen mit Metall beschichteten Polymerfilm und

eine auf den metallisierten Polymerfilm gedruckte
selbstorganisierende Monoschicht, wobei sich auf
der selbstorganisierenden Monoschicht ein aufnah-
mebereites Material befindet, das flr einen Analyten
spezifisch ist;

wobei die selbstorganisierende Monoschicht in ei-
nem nicht beugenden Muster gedruckt ist und dass
der Biosensor, wenn der Biosensor den Analyten bin-
det, Durchlicht beugt, so dass ein Beugungsmuster
gebildet wird.

2. Biosensor nach Anspruch 1, wobei das Beu-
gungsmuster sichtbar ist.

3. Biosensor nach Anspruch 1 oder Anspruch 2,
wobei das Metall aus der Gruppe bestehend aus
Gold, Silber, Chrom, Nickel, Platin, Aluminium, Eisen,
Kupfer, Goldoxid, Chromoxid oder Zirkonium ausge-
wahlt ist.

4. Biosensor nach Anspruch 3, wobei es sich bei
dem Metall um Gold handelt.

5. Biosensor nach Anspruch 4, wobei die Goldbe-
schichtung eine Dicke zwischen ungefahr 1 Nanome-
ter und 1000 Nanometer aufweist.

6. Biosensor nach einem der Anspriiche 1 bis 5,
wobei es sich bei dem Polymerfilm um einen thermo-
plastischen Film handelt.

7. Biosensor nach Anspruch 6, wobei es sich bei
dem Polymerfilm um Polyethylenterephthalat, Acryl-
nitril-Butadien-Styrol, Acrylnitril-Methylacrylat-Copo-
lymer, Cellophan, cellulosehaltige Polymere wie zum
Beispiel Ethylcellulose, Celluloseacetat, Cellulosea-
cetatbutyrat, Cellulosepropionat, Cellulosetriacetat,
Polyethylen,  Polyethylen-Vinylacetat-Copolymere,
lonomere (Ethylenpolymere), Polyethylen-Nylon-Co-
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polymere, Polypropylen, Methylpentenpolymere, Po-
lyvinylfluorid und aromatische Polysulfone handelt.

8. Biosensor nach Anspruch 7, wobei es sich bei
dem Polymerfilm um Polyethylenterephthalat han-
delt.

9. Biosensor nach einem der Anspriiche 6 bis 8,
wobei der thermoplastische Film optisch durchsichtig
ist.

10. Biosensor nach Anspruch 9, wobei der ther-
moplastische Film eine optische Transparenz von
zwischen 5% und 95% aufweist.

11. Biosensor nach Anspruch 10, wobei der ther-
moplastische Film eine optische Transparenz von
zwischen ungefahr 20% und 80% aufweist.

12. Biosensor nach einem der Anspriiche 1 bis
11, wobei die selbstorganisierende Monoschicht aus
Verbindungen mit der folgenden allgemeinen Formel

X-R-Y

gebildet ist, wobei:

X leicht mit dem Metall oder Metalloxid auf dem Poly-
merfilm reagiert;

es sich bei R um eine Kohlenwasserstoffkette handelt
und

es sich bei Y um eine Verbindung mit einer beliebigen
Eigenschaft von Interesse handelt.

13. Biosensor nach Anspruch 12, wobei:

es sich bei X um ein asymmetrisches oder symmetri-
sches Disulfid (-R'SSY', -RSSY), Sulfid (-R'SY’,
-RSY), Diselenid (-R'Se-SeY'), Selenid (-R'SeY’,
-RSeY), Thiol (-SH), Nitril (-CN), Isonitril, Nitro (-NO,),
Selenol (-SeH), dreiwertige Phosphorverbindungen,
Isothiocyanat, Xanthat, Thiocarbamat, Phosphin,
Thiosaure oder Dithiosaure, Carbonsauren, Hydro-
xylsauren und Hydroxamsauren handelt;

es sich bei R und R' um Kohlenwasserstoffketten
handelt, die gegebenenfalls durch Heteroatome un-
terbrochen sein kénnen und die gegebenenfalls per-
fluoriert sein kdnnen und die vorzugsweise nicht ver-
zweigt sind; und

es sich bei Y und Y' um Hydroxyl-, Carboxyl-, Amino-,
Aldehyd-, Hydrazid-, Carbonyl-, Epoxy- oder Vinyl-
gruppen handelt.

14. Biosensor nach Anspruch 12 oder Anspruch
13, wobei R eine Lange von mehr als 7 Kohlenstoffa-
tomen aufweist.

15. Biosensor nach einem der Anspriiche 12 bis
14, wobei es sich bei R um eine Verbindung der Form
(CH,),-Z-(CH,), handelt, wobei a 2 0, b 2 7 und es
sich bei Z um eine beliebige chemische Funkionalitat
von Interesse handelt.

16. Biosensor nach Anspruch 15, wobei Z aus
der Gruppe bestehend aus Sulfonen, Lactamen und
Harnstoff ausgewahlt ist.

17. Biosensor nach einem der Anspriiche 1 bis
16, wobei es zwei oder mehr selbstorganisierende
Monoschichten mit unterschiedlichen chemischen Ei-
genschaften gibt.

18. Biosensor nach einem der Anspriiche 1 bis
17, wobei eine erste selbstorganisierende Mono-
schicht hydrophob ist und eine zweite selbstorgani-
sierende Monoschicht hydrophil ist.

19. Biosensor nach einem der Anspriiche 1 bis
18, wobei es sich bei dem Analyten um Bakterien,
Hefe, einen Pilz, ein Virus, den Rheumafaktor, IgG-,
IgM-, IgA- und IgE-Antikdrper, das carcinoembryona-
le Antigen, ein Streptococcus Gruppe A-Antigen, vi-
rale Antigene, mit Autoimmunerkrankungen zusam-
menhangende Antigene, Allergene, Tumorantigene,
ein Streptococcus Gruppe B-Antigen, ein HIV-I- oder
HIV-II-Antigen, Antikorper, Viren, fiir RSV spezifische
Antigene, einen Antikorper, ein Antigen, ein Enzym,
ein Hormon, ein Polysaccharid, ein Protein, ein Lipid,
ein Kohlenhydrat, einen Arzneistoff oder eine Nucle-
insaure, die Neisseria meningitides-Gruppen A, B, C,
Y und W, Untergruppe 135, Streptococcus pneumo-
niae, E. coli K1, Haemophilus influenzae Typ B, ein
von Mikroorganismen abgeleitetes Antigen, ein Hap-
ten, ein Rauschgift, einen therapeutischen Arznei-
stoff, ein Umweltmittel oder flr Hepatitis spezifische
Antigene handelt.

20. Biosensor nach Anspruch 19, wobei es sich
bei dem Analyten um Bakterien, Hefe, einen Pilz oder
ein Virus handelt.

21. Biosensor nach Anspruch 20, wobei es sich
bei dem Pilz um eine Candida-Art handelt.

22. Biosensoren nach Anspruch 20, wobei es
sich bei dem Bakterium um eine Salmonella-Art han-
delt.

23. Biosensor nach einem der Anspriche 1 bis
22, wobei das aufnahmebereite Material aus Antige-
nen, Antikérpern, Oligonucleotiden, Chelatbildnern,
Enzymen, Bakterien, Hefen, Pilzen, Viren, Bakterien-
pili, Materialien aus bakteriellen Flagellen, Nuclein-
sauren, Polysacchariden, Lipiden, Proteinen, Koh-
lenhydraten, Metallen, Hormonen und Rezeptoren
fir diese Materialien ausgewabhlt ist.

24. Biosensor nach einem der Anspriche 1 bis
22, wobei das aufnahmebereite Material aus Toxi-
nen, Parasiten, Zellen, Allergenen, Materialien aus
dem Kern, Autoantikdrpern, Blutproteinen, Zelltrim-
mern, Gewebeproteinen, Enzymsubstraten, Coenzy-
men, Neurotransmittern, Viruspartikeln, Mikroorga-
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nismen und Arzneistoffen ausgewanhlt ist.

25. Behalter, wobei der wie in einem der Anspri-
che 1 bis 24 definierte Biosensor an der inneren
Wand des Behalters befestigt ist.

26. Behalter nach Anspruch 25, wobei es sich bei
dem Behalter um ein Flaschchen handelt.

27. Behalter nach Anspruch 25, wobei es sich bei
dem Behalter um einen Lebensmittelbehalter han-
delt.

28. Kleidungsstlick, wobei der Biosensor nach ei-
nem der Anspriche 1 bis 24 an der inneren Wand
des Kleidungsstiickes befestigt ist.

29. Kleidungsstiick nach Anspruch 28, wobei es
sich bei dem Kleidungsstiick um eine Windel handelt.

30. Verfahren zur Herstellung eines wie in einem
der Anspriche 1 bis 24 definierten Biosensors, wobei
das Verfahren das Drucken eines Musters selbstor-
ganisierender Monoschichten mit einem aufnahme-
bereiten Material, das fiir einen Analyten spezifisch
ist, auf den metallisierten Polymerfilm umfasst;
wobei die selbstorganisierende Monoschicht in ei-
nem nicht beugenden Muster gedruckt ist und dass
der Biosensor, wenn der Biosensor einen Analyten
bindet, Durchlicht beugt, so dass ein Beugungsmus-
ter gebildet wird.

31. Verfahren zum Nachweisen eines Analyten in
einem Medium, umfassend:
In-Kontakt-Bringen des Mediums, von dem vermutet
wird, dass es den Analyten enthalt, mit einer wie in ei-
nem der Anspriiche 1 bis 24 definierten biosensori-
schen Vorrichtung;
Durchleiten eines Lichts durch den Polymerfilm und
Nachweisen der Anwesenheit des an das aufnahme-
bereite Material gebundenen Analyten durch Nach-
weisen eines durch Beugung des Durchlichts gebil-
deten Musters.

32. Verfahren nach Anspruch 31, wobei es sich
bei dem Analyten um Bakterien, Hefe, einen Pilz, ein
Virus, den Rheumafaktor, IgG-, IgM-, IgA- und
IgE-Antikdrper, das carcinoembryonale Antigen, ein
Streptococcus Gruppe A-Antigen, virale Antigene,
mit Autoimmunerkrankungen zusammenhangende
Antigene, Allergene, Tumorantigene, ein Streptococ-
cus Gruppe B-Antigen, ein HIV-I- oder HIV-II-Antigen,
Antikorper, Viren, fir RSV spezifische Antigene, ei-
nen Antikorper, ein Antigen, ein Enzym, ein Hormon,
ein Polysaccharid, ein Protein, ein Lipid, ein Kohlen-
hydrat, einen Arzneistoff oder eine Nucleinsaure, die
Neisseria meningitides-Gruppen A, B, C, Y und W,
Untergruppe 135, Streptococcus pneumoniae, E. coli
K1, Haemophilus influenzae Typ B, ein von Mikroor-
ganismen abgeleitetes Antigen, ein Hapten, ein

Rauschgift, einen therapeutischen Arzneistoff, ein
Umweltmittel oder fiir Hepatitis spezifische Antigene
handelt.

33. Verfahren nach Anspruch 32, wobei es sich
bei dem Analyten um Bakterien, Hefe, einen Pilz oder
ein Virus handelt.

34. Verfahren nach Anspruch 33, wobei es sich
bei dem Pilz um eine Candida-Art handelt.

35. Verfahren nach Anspruch 33, wobei es sich
bei dem Bakterium um eine Salmonella-Art handelt.

Es folgen 15 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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FIG. 6A
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FIG. 7
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FIG. 9A

FIG. 9B
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FIG. 10A
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FIG. 11A
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FIG. 12
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FIG. 15A
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