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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Kon-
trolle von Microarrays und/oder Überwachung von 
Experimenten unter Verwendung von Microarrays.

Stand der Technik

[0002] Eine Aufgabe der Molekularbiologie und der 
Chemie besteht darin, Bindungsereignisse verschie-
dener Makromoleküle, z. B. DNA-Fragmenten, quan-
titativ und qualitativ zu bestimmen. Dabei bedient 
man sich u.a. sogenannter Microarrays, bei denen 
eine Sorte von Makromolekülen auf einer Festkör-
peroberfläche gebunden und eine zweite Sorte von 
Makromolekülen in Lösung miteinander in Kontakt 
gebracht werden („DNA-Microarrays", Herausgeber 
M. Schena, Oxford University Press, 2000). Die auf 
der Festkörperoberfläche gebundenen Moleküle wer-
den dabei meist in Form einer zweidimensionalen 
Matrix (Array) angeordnet, wobei typischerweise be-
stimmte Muster verwendet werden, die eine optimale 
Herstellung der Arrays gestatten. Zur Auswertung 
der Experimente werden Markierungstechniken an-
gewandt, die Bindungsereignisse z. B. durch Fluo-
reszenzsignale anzeigen. Auch radioaktive oder 
elektrochemische Markierungstechniken sind be-
kannt.

[0003] Um wertvolles Probenmaterial zu sparen, 
verwendet man in der Microarraytechnologie meist 
ein Verfahren, bei dem eine gewisse Anzahl von 
Spots (bis zu mehreren 10.000) auf einer Festkör-
peroberfläche – meist einem funktionalisierten Glas-
träger, wie z. B. einem Objektträger – mittels soge-
nannter Spotter aufgebracht oder auch auf der Ober-
fläche synthetisiert werden. Darauf wird dann ein klei-
nes Flüssigkeitsprobenvolumen gegeben, das die zu 
untersuchenden Probenmoleküle in meist unbekann-
ter Konzentration enthält. Damit der gespottete Be-
reich des Microarrays komplett mit der Probenflüssig-
keit bedeckt wird, verwendet man einen zweiten 
Festkörper, meist ein Mikroskopdeckgläschen, das 
die Probenflüssigkeit bedeckt und so einen dünnen 
(Kapillar-)Spalt definiert. Eine entsprechende Anord-
nung ist in Fig. 4 schematisch dargestellt. Die Spots 
105 des Microarrays sind auf die Oberfläche 103 des 
Substrates 101 aufgebracht. Mit Hilfe eines zweiten 
Festkörpers 130 wird der Spalt 115 definiert, in dem 
sich die Probenflüssigkeit 113 befindet. Nach einer 
gewissen Reaktionszeit wird eine Meßgröße der 
Spots 105 untersucht, die Auskunft darüber gibt, ob 
und in welchem Maße eine Hybridisierung der in den 
Spots 105 enthaltenen Makromoleküle mit Makromo-
lekülen in der Flüssigkeit stattgefunden hat. Das 
Deckgläschen 130 stellt also eine mechanische Bar-
riere dar, die den Flüssigkeitsfilm 113 begrenzt und 
über das Microarray ausbreiten soll. Die Höhe des 
Flüssigkeitsfilmes beträgt meist etwa 30 μm bis 500 
μm. Die Dynamik der Moleküle in der Flüssigkeit bzw. 

die Reaktionskinetik wird im wesentlichen durch Dif-
fusion bestimmt.

[0004] Es ist kaum festlegbar, wann ein Hybridisie-
rungsexperiment den Gleichgewichtszustand er-
reicht hat, da die Reaktionskinetik der Bindung von 
Molekülen in Lösung und derjenigen auf den Spots 
eines Microarrays in ausgesprochen komplexer Art 
und Weise von vielen Parametern abhängt, die im all-
gemeinen nicht oder nur näherungsweise bekannt 
sind. Dies sind u.a. die Konzentration der Moleküle in 
der festen und flüssigen Phase, konkurrierende Re-
aktionen, wie z. B. unspezifische Bindungen an der 
Substratoberfläche, die Größe der Moleküle und die 
Zusammensetzung des Hybridisierungspuffers. 
Meist wird die Hybridisierung von DNA-Microarrays 
daher als „Endpunkt-Experiment" durchgeführt, der 
Zeitpunkt des Abbruchs jedoch wird meist willkürlich 
gewählt. Typisch ist eine Hybridisierungsdauer z. B. 
über Nacht.

[0005] Im allgemeinen ist es nicht möglich, die Ent-
wicklung der Signalintensität während der Hybridisie-
rung als Funktion der Zeit zu beobachten, so daß
eine Aussage über das Erreichen eines Gleichge-
wichtszustandes nicht möglich ist. Ist der Gleichge-
wichtszustand bei der Auswertung noch nicht er-
reicht, wird die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse 
negativ beeinflußt. Auch der Vergleich z. B. der aus-
gewerteten Fluoreszenzintensität von nominell iden-
tischen Spots sagt nur relativ wenig über das Errei-
chen des Gleichgewichtszustandes aus, da im allge-
meinen von Vornherein nicht gesagt werden kann, in 
welchem Maße zwei nominell identische Spots tat-
sächlich identisch sind. Variationen können z. B. auf 
mangelnder Reproduzierbarkeit des Spotprozesses 
beruhen und durchaus beträchtlich sein. Ebenso ist 
nicht bekannt, mit welcher Qualität und Reproduzier-
barkeit die Festkörperoberfläche mit den Spots be-
legt werden kann. Somit ist es schwierig, mangelnde 
Reproduzierbarkeit der Hybridisierungsergebnisse 
bzw. Inhomogenitäten auf der Festkörperoberfläche 
entweder auf eine schlechte Hybridisierung oder auf 
ein mangelhaftes Spotten zurückzuführen.

[0006] Um eine gewisse Kontrolle über die Repro-
duzierbarkeit derartiger Experimente zu gewährleis-
ten, werden bei bekannten Verfahren auf dem Mic-
roarray oft Repliken nominell identischer Spots, die in 
geeigneter Weise auf dem Array verteilt sind, aufge-
bracht. Durch einen Vergleich z. B. der Fluoreszen-
zintensität dieser Spots lassen sich dann Rück-
schlüsse auf die Homogenität bzw. die Reproduzier-
barkeit der Experimente ziehen. Zu diesem Zweck 
sind Verfahren bekannt, die mit Bezug zu Fig. 5 er-
läutert werden, die eine schematische Querschnitts-
ansicht einer Anordnung zur Durchführung solcher 
bekannter Verfahren zeigt. Auf der Festkörperober-
fläche 103 des Substrates 101 befinden sich die 
Spots 105 des Microarrays, dessen Hybridisierungs-
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verhalten mit Makromolekülen 132 in der Flüssigkeit 
113 untersucht werden soll. Der Probenlösung 113
sind zusätzlich Testmoleküle 134 in bekannter Kon-
zentration zugegeben, die Idealerweise keine Kreuz-
reaktion mit den zu untersuchenden Makromolekülen 
der Spots 105 des Microarravs eingehen. Auf dem 
Microarray sind Testspots 107 in bekannter Anord-
nung verteilt, die wiederum nur mit den Testmolekü-
len 134 hybridisieren. Die Testmoleküle 134 sollen 
Idealerweise nur spezifische Bindungen mit den spe-
ziellen Testspots 107 auf dem Microarray eingehen. 
Dadurch ist es möglich, parallel zum eigentlichen Hy-
bridisierungsexperiment ein Kontrollexperiment mit 
vorzugsweise bekanntem Ausgang durchzuführen 
und daraus Rückschlüsse auf das eigentliche Experi-
ment zu ziehen.

[0007] Für eine solche Verfahrensführung ist es not-
wendig, daß Testspots auf das eigentliche Microarray 
aufgebracht werden. Die dabei gewählte geometri-
sche Anordnung, die Spotdichte und -größe etc. kön-
nen im allgemeinen nicht frei gewählt werden, da die 
Spoteinrichtungen die Flüssigkeit in der Regel in ei-
nem bestimmten Raster aus Mikro-Titerplatten auf-
nehmen und das Spotten der Testspots und des Ar-
rays in einem Durchgang erfolgten sollte. Das führt 
im allgemeinen zu regelmäßigen Anordnungen sol-
cher Testspots auf dem Array. Eine solche regelmä-
ßige Anordnung verringert den statistischen Wert der 
Auswertung der Reaktionen der Testmoleküle an den 
Testspots. Die Auswertung der Testspots erfolgt ent-
weder händisch oder mit Hilfe elektronischer Daten-
verarbeitung. In letzterem Fall müssen Makros ge-
schrieben werden, die z. B. eine kleine Anzahl von 
100 Testspots in einem Array von oftmals einigen 
10.000 Testspots auf eine bestimmte Art und Weise 
miteinander vergleichen und auswerten. Dabei ergibt 
sich die Schwierigkeit, die Position der Testspots auf 
dem Array genau zu erkennen, da sich aufgrund der 
Toleranzen bei dem Spotprozess Verschiebungen er-
geben können. Auch bei dem beschriebenen Verfah-
ren unter Verwendung von Testmolekülen und Test-
spots können die Einflüsse des Spotprozesses selbst 
und der Hybridisierung auf Homogenität und Repro-
duzierbarkeit der Ergebnisse nicht voneinander ge-
trennt werden.

Aufgabenstellung

[0008] Es ist die Aufgabe der vorliegenden Erfin-
dung, ein Verfahren zur Kontrolle von Microarrays 
bzw. zur Überwachung von Experimenten unter Ver-
wendung von Microarrays anzugeben, das möglichst 
genaue Information über die Homogenität und Re-
produzierbarkeit des Spotherstellungsprozesses 
und/oder des Reaktionsgleichgewichtes geben kann.

[0009] Diese Aufgabe wird mit einem Verfahren zur 
Kontrolle von Microarrays und/oder Überwachung 
von Experimenten unter Verwendung von Microar-

rays gelöst, das die Merkmale des Anspruches 1 auf-
weist. Besondere Ausgestaltungen sind Gegenstand 
von Unteransprüchen. Die Aufgabe wird zudem mit 
einem Verfahren zur Untersuchung bzw. zum Nach-
weis von Hybridisierungsreaktionen von Makromole-
külen in einer Flüssigkeit mit Makromolekülen an ei-
ner Festkörperoberfläche gelöst, das die Merkmale 
des Anspruches 12 oder die Merkmale des Anspru-
ches 13 aufweist.

[0010] Erfindungsgemäß ist vorgesehen, daß ein 
Microarray mit einer ersten Vielzahl von Makromole-
külen, die auf einer ersten Festkörperoberfläche in ei-
ner vorgegebenen ersten Anordnung von Spots ge-
bunden sind, bereitgestellt wird. Dieses im folgenden 
als Probenarray bezeichnete Microarray enthält die-
jenigen Makromoleküle, deren Hybridisierung mit 
Makromolekülen in der Probenflüssigkeit analysiert 
werden soll. Erfindungsgemäß wird eine zweite Fest-
körperoberfläche mit einer zweiten Vielzahl von Ma-
kromolekülen in einer zweiten Anordnung von Spots 
bereitgestellt. Sowohl die erste als auch die zweite 
Festkörperoberfläche werden mit der Flüssigkeit in 
Kontakt gebracht, die Makromoleküle enthält, die zu-
mindest mit den Makromolekülen der Spots auf der 
zweiten Festkörperoberfläche hybridisieren können. 
Dazu werden die Makromoleküle in den Spots der 
zweiten Festkörperoberfläche ggf. entsprechend 
ausgewählt.

[0011] Die Anordnung wird derart gewählt, daß sich 
die Flüssigkeit in Form eines Filmes zwischen den 
beiden Festkörperoberflächen befindet. Es wird dann 
eine Meßgröße zumindest eines Teiles der Spots auf 
der zweiten Festkörperoberfläche ausgewertet, die 
von dem Hybridisierungsgrad der Makromoleküle in 
den Spots auf der zweiten Festkörperoberfläche mit 
Makromolekülen in der Flüssigkeit abhängt. Aus der 
Auswertung dieser Meßgröße lassen sich die Quali-
tätsparameter bei dem Experiment bestimmen.

[0012] Bei dem erfindungsgemäßen Verfahren wird 
also die zweite begrenzende Festkörperoberfläche 
nicht nur als Begrenzungselement für den Flüssig-
keitsfilm, sondern als funktionalisiertes Kontrollele-
ment eingesetzt. Der Abstand zwischen dem Proben-
array und dem so gebildeten Kontrollelement, d.h. die 
Dicke des Flüssigkeitsfilmes, ist mit z. B. 30 μm bis 
500 μm in der Regel kleiner als die oder gleich der 
Distanz zwischen benachbarten Spots auf dem Ar-
ray, die aus fertigungstechnischen Gründen meist 
nicht näher zueinander als ca. 80 μm bis 250 μm auf-
gebracht werden können.

[0013] Die Spots des zweiten Microarrays, im fol-
genden Testarray genannt, können völlig unabhängig 
von der Art, der Dichte oder des Layouts des Proben-
arrays angeordnet bzw. ausgeführt sein. Es ist nicht 
notwendig, eine kleine Anzahl von Spots aus der gro-
ßen Anzahl von Spots des Probenarrays zu identifi-
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zieren. Das Testarray ist ein zusätzliches in das Ex-
periment integrierbares Kontrollelement. Die Spots 
des Testarrays auf der zweiten Festkörperoberfläche 
sind in unmittelbarer Nähe der Spots des Probenar-
rays auf der ersten Festkörperoberfläche angeord-
net, da sie sich im Abstand der Spalthöhe von weni-
gen Mikrometern zueinander befinden. Es ist also mit 
großer Sicherheit davon auszugehen, daß die expe-
rimentelle Umgebung der Spots auf dem Probenar-
ray und der Spots auf dem Testarray gleich sind, 
wenn sich diese Spots z. B. gegenüberliegen.

[0014] Die Spots des Testarrays können in vorbe-
stimmter, aber beliebiger Anordnung auf dem Testar-
ray angeordnet sein, so daß insbesondere keine re-
gelmäßige Anordnung notwendig ist.

[0015] Bei einer Ausgestaltung des erfindungsge-
mäßen Verfahrens wird die Korrelation des Signals 
der Meßgröße nominell identischer Spots auf dem 
Testarray ausgewertet. Ein Reaktionsgleichgewicht 
ist erreicht, wenn diese Korrelation unabhängig von 
der Entfernung der ausgewerteten Spots ist. Bei ent-
sprechender Anordnung z. B. des Auswertealgorith-
mus können auch z. B. zwei verschiedene Spottypen 
mit unterschiedlichen Makromolekülen von z. B. un-
terschiedlicher Konzentration für eine entsprechende 
Aussage ausgewertet werden.

[0016] Bei der Auswertung der Korrelation von Sig-
nalen von zumindest zwei Spots des Testarrays ist es 
also möglich, vor der aufwendigen Analyse der Sig-
nale der großen Vielzahl von Spots auf dem Proben-
array zunächst nur die Hybridisierung des Testarrays 
einer kleinen Anzahl von Spots mittels einer einfa-
chen Korrelationsanalyse auszuwerten und nur bei 
einem positiven Ergebnis das umfangreiche Proben-
array zu analysieren, dessen Auswertung sehr viel 
Zeit in Anspruch nimmt.

[0017] Die Auswertung von zwei nominell identi-
schen Spots auf der zweiten Festkörperoberfläche 
ermöglicht zudem Aussagen über den Grad der 
Übereinstimmung dieser Spots, um Information über 
die Reproduzierbarkeit des zugrundeliegenden Spo-
therstellungsprozesses zu erhalten. Speziell wenn 
das Testarray auf der zweiten Festkörperoberfläche 
Felder nominell identischer Spots oder überhaupt nur 
eine Sorte nominell identischer Spots umfaßt, ist 
dazu nicht die Auswahl bestimmter einzelner Spots 
notwendig, wie es bei den beschriebenen Verfahren 
des Standes der Technik erforderlich ist. Die Distanz 
zweier Spots, die auf diese Weise zur Auswertung 
eingesetzt werden, wird dabei kleiner gewählt als die 
Diffusionslänge in den betrachteten Hybridisierungs-
zeiten. Typische Werte für Diffusionslängen sind ab-
hängig von der Größe der betrachteten Moleküle, der 
Temperatur oder der verwendeten Pufferlösung und 
liegen z. B. bei 100 μm/Stunde.

[0018] Das funktionalisierte Testarray kann mit Hilfe 
eines vollkommen unterschiedlichen und unabhängi-
gen Ausleseverfahrens als das Probenarray verwen-
det werden. Möglich sind z. B. die Fluoreszenzmar-
kierung mit einem anderen Farbstoff als das Proben-
array, die Markierung mit magnetischen Beads oder 
Metallkolloiden, die Markierung mit radioaktiv mar-
kierten Beads, die Markierung mit chemolumineszen-
ten Bestandteilen, Ausleseverfahren, die ein elektri-
sches Auslesen erlauben, oder Auslesen eines Far-
bumschlages etc.

[0019] Zum Beispiel bei einem elektrischen Ausle-
seprozess kann vorteilhafterweise das Testarray se-
parat kontaktiert werden und das Untersuchungsar-
ray kann ein Standardarray sein.

[0020] Besonders einfach ist es, wenn die auszu-
wertende Meßgröße des Testarrays dieselbe Meß-
größe ist, die auch bei dem Probenarray zur Durch-
führung des Experimentes eingesetzt wird. In der Re-
gel kann dann für die Auswertung der unterschiedli-
chen Meßgrößen der gleiche Meßaufbau verwendet 
werden.

[0021] Bei einer besonderen Ausführungsform um-
faßt das funktionalisierte Testarray zumindest in Teil-
bereichen eine Kopie des Untersuchungsarrays in 
spiegelverkehrter Form. Das Spotmuster ist also der-
art angeordnet, daß beim Anordnen der beiden Fest-
körperoberflächen mit dem Flüssigkeitsfilm zwischen 
sich jeweils nominell identische Spots gegenüberlie-
gen. Eine solche Geometrie ist besonders vorteilhaft 
bei der Qualitätskontrolle des Spotherstellungspro-
zesses, da die Entfernung der nominell identischen 
Spots nur etwa 30 μm bis 500 μm entsprechend der 
Spaltdicke beträgt und somit kleiner ist als der Diffu-
sionsradius der Makromoleküle in der Flüssigkeit im 
Verlauf einiger Stunden. Die nominell identischen 
Spots haben also eine chemisch identische Umge-
bung. Unterschiede in der Signalintensität können 
bei einer solchen Verfahrensführung nicht auf der Hy-
bridisierung beruhen, sondern sind ausschließlich 
auf die mangelnde Reproduzierbarkeit beim Spotten 
zurückzuführen. Auf diese Weise wird also eine Qua-
litätskontrolle nur des Spotherstellungsprozesses mit 
einem realen biologischen System durchführbar.

[0022] Bei einer besonders vorteilhaften Verfah-
rensführung wird so zunächst die Übereinstimmung 
der Spots und damit die Reproduzierbarkeit des Spo-
therstellungsprozesses geprüft. Die gegenüberlie-
genden Spots sind so nahe beieinander, daß sie im 
wesentlichen die gleiche chemische Umgebung ha-
ben. Bei guter Übereinstimmung der Spots kann 
dann wie oben beschrieben auf einfache Weise aus 
der Auswertung der Korrelation zweier nominell iden-
tischer Spots des Testarrays Information über den 
Grad des Reaktionsgleichgewichtes erhalten wer-
den.
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[0023] Besonders vorteilhaft ist es, wenn die Anord-
nung der Spots auf der ersten Festkörperoberfläche 
in dem Probenarray spiegelsymmetrisch bezüglich 
einer mittigen Achse in der Ebene des Microarrays ist 
und das Testarray mit den Testspots auf der zweiten 
Festkörperoberfläche nominell identisch ist. Auf die-
se Weise ist es möglich, das Probenarray und das Te-
starray identisch herzustellen und durch einfache 
Verdopplung des Spotherstellungsprozesses die 
zwei für das erfindungsgemäße Verfahren dieser 
Ausgestaltung notwendigen Microarrays zu erhalten.

[0024] Der Homogenisierungs- bzw. Verteilungspro-
zeß der Flüssigkeit in dem Spalt zwischen den bei-
den Festkörperoberflächen kann zusätzlich gefördert 
werden. Bei einer besonderen Ausführungsform wird 
dazu ein Mischverfahren mit Hilfe des Impulsübertra-
ges von Oberflächenschallwellen eingesetzt, ähnlich 
wie es in WO 03/018181 A1 beschrieben ist. Dabei ist 
es von besonderen Vorteil, daß die Oberflächen-
schallwellen mit auf dem Substrat integrierten 
Oberflächenschallwellenerzeugungseinrichtungen, 
z. B. Interdigitaltransducern, einfach anzuregen sind.

[0025] Besonders vorteilhaft ist das erfindungsge-
mäße Überprüfungsverfahren im Rahmen eines Un-
tersuchungs- bzw. Nachweisverfahrens für Hybridi-
sierungsreaktionen von Makromolekülen einzuset-
zen. Es kann dann vor und/oder während der zu un-
tersuchenden Hybridisierungsreaktion die Reprodu-
zierbarkeit des Spotherstellungsprozesses, in dem 
die Spots für die Hybridisierungsreaktion hergestellt 
worden sind, untersucht werden bzw. die Homogeni-
tät des Flüssigkeitsfilms und die Einstellung des Re-
aktionsgleichgewichtes überwacht werden.

Ausführungsbeispiel

[0026] Die erfindungsgemäßen Verfahren werden 
anhand der beiliegenden Figuren im Detail erläutert. 
Die Figuren sind schematischer Natur und nicht not-
wendigerweise maßstabsgetreu. Dabei zeigt:

[0027] Fig. 1: einen Querschnitt durch eine Anord-
nung zur Durchführung eines erfindungsgemäßen 
Verfahrens,

[0028] Fig. 2: eine Draufsicht auf einen Schnitt 
durch die Anordnung der Fig. 1 in Blickrichtung II,

[0029] Fig. 3: einen Schnitt durch eine Anordnung 
zur Durchführung einer anderen Ausgestaltung des 
erfindungsgemäßen Verfahrens,

[0030] Fig. 4: einen Schnitt durch eine Anordnung 
zur Durchführung eines Verfahrens des Standes der 
Technik, und

[0031] Fig. 5: einen Schnitt durch eine Anordnung 
zur Durchführung eines anderen Verfahrens des 

Standes der Technik.

[0032] Fig. 1 zeigt eine schematische Schnittan-
sicht durch eine Anordnung zur Durchführung des er-
findungsgemäßen Verfahrens. 1 bezeichnet z. B. ei-
nen Glasträger, z. B. einen Objektträger, auf den in 
an sich bekannter Weise ein Microarray aus Spots 5
aufgebracht ist. Ein solches Microarray kann mehre-
re 10.000 solcher Spots umfassen, die z. B. mit un-
terschiedlichen Makromolekülen funktionalisiert sind. 
Der Abstand der einzelnen Spots beträgt je nach An-
wendung in der Regel 80 μm bis 250 μm. Mit 3 ist die-
jenige Oberfläche des Glassubstrates 1 bezeichnet, 
auf der dieses Probenarray aufgebracht ist.

[0033] Gegenüber der Oberfläche 3 befindet sich 
ein zweites Substrat 9, das ebenfalls z. B. ein Objekt-
träger aus Glas sein kann. Auf dessen dem Substrat 
1 gegenüberliegender Oberfläche 11 befinden sich 
Testspots 7 in einer Anordnung eines Testmicroar-
rays. Auch diese Spots sind in einem an sich bekann-
ten Spotprozess aufgebracht worden. Die Anzahl der 
Testspots 7 ist sehr viel kleiner als die Anzahl der 
Spots des zu untersuchenden Arrays 5 und wird z. B. 
von nur 100 Spots gebildet. Zwischen den Oberflä-
chen 3, 11 der Substrate 1, 9 befindet sich ein Spalt 
15 einer Höhe von z. B. 30 μm bis 500 μm. Dieser 
Spalt wird in nicht gezeigter Weise z. B. mit entspre-
chenden Abstandshaltern aufrecht erhalten. In dem 
Spalt 15 befindet sich die Flüssigkeit 13, die diejeni-
gen Makromoleküle enthält, deren Hybridisierungs-
verhalten mit den Makromolekülen in den Spots 5 un-
tersucht werden soll.

[0034] Fig. 2 zeigt eine Draufsicht auf die Oberflä-
che 11 in Blickrichtung II. Erkennbar ist die Anord-
nung der Testspots 7, die in regelmäßiger oder unre-
gelmäßiger Anordnung vorgesehen sein können und 
in sehr viel geringerer Anzahl als die gegenüberlie-
genden Untersuchungsspots 5 vorhanden sind.

[0035] Fig. 3 zeigt eine Anordnung, bei der ein Sub-
strat 9 mit Testspots 7 in Form eines Arrays vorgese-
hen ist, die in spiegelverkehrter Anordnung zu den 
Spots 5 des Untersuchungsarrays auf der Oberfläche 
3 des Substrates 1 vorgesehen sind. So liegen sich 
nominell identische Spots gegenüber.

[0036] Das erfindungsgemäße Verfahren kann mit 
den gezeigten Ausführungsformen wie folgt durchge-
führt werden. Auf den Objektträger 1 wird in an sich 
bekannter Weise z. B. mit Hilfe eines an sich bekann-
ten Spotters ein Microarray aufgebracht. Dazu wird z. 
B. mit einem Feld von Pipetten automatisiert aus ei-
ner Mikro-Titerplatte mit entsprechenden Wirkstoffen 
Material entnommen und in dem Muster des Feldes 
der Pipetten auf den Objektträger 1 in Arrayform auf-
gebracht. Die einzelnen Spots enthalten dabei Ma-
kromoleküle, die für den einzelnen Spot charakteris-
tisch sind. Die Spots unterscheiden sich in der Regel 
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durch die Art der Makromoleküle, die in ihnen gebun-
den sind.

[0037] Auf die Oberfläche 11 des Substrates 9 wer-
den in an sich ähnlicher Weise Testspots 7 in sehr viel 
geringerer Anzahl aufgebracht. Einige oder alle die-
ser Testspots sind nominell identisch und enthalten 
dieselbe Sorte Moleküle in nominell gleicher Menge.

[0038] Auf das Microarray, das sich auf der Oberflä-
che 3 befindet, wird ein kleines Volumen der Proben-
flüssigkeit gegeben, das zu untersuchende Proben-
moleküle in meist unbekannter Konzentration enthält. 
Im folgenden wird das Substrat 9 mit der Oberfläche 
11, auf dem sich die Testspots 7 befinden, in Rich-
tung der Oberfläche 3 des Substrates 1 auf der Flüs-
sigkeit angeordnet, wobei ein wohldefinierter Ab-
stand eingehalten wird. Dies wird z. B. durch entspre-
chende Abstandshalter erreicht oder in einer Vorrich-
tung, die bereits nur eine Anordnung in einem vorge-
gebenen Abstand ermöglicht. Die Höhe des Flüssig-
keitsfilmes wird auf diese Weise zu etwa 30 μm bis 
500 μm in gewünschter Form eingestellt. Wie be-
schrieben sind die einzelnen Spots 5 des Microarrays 
auf der Oberfläche 3 in der Regel 80 μm bis 150 μm 
auseinander. Insofern unterliegt die vertikale Dimen-
sion der Figuren einem anderen Maßstab als die ho-
rizontale Dimension und ist insofern nur schematisch 
zu verstehen.

[0039] Die Makromoleküle sind dabei derart fluores-
zenzmarkiert, daß sowohl die Spots 5 des Untersu-
chungsarrays auf der Oberfläche 3 als auch die Test-
spots 7 auf der Oberfläche 11 einen Fluoreszenzsig-
nal zeigen, das von der Hybridisierung mit den Ma-
kromolekülen der Flüssigkeit 13 abhängt. Alternativ 
sind die Makromoleküle in der Flüssigkeit 13 entspre-
chend fluoreszenzmarkiert.

[0040] Gegebenenfalls wird durch eine zusätzlich 
vorgesehene Mischvorrichtung (z. B. unter Verwen-
dung des Impulsübertrages von Oberflächenschall-
wellen, wie es in WO 03/018181 A1 beschrieben ist) 
gefördert.

[0041] Die wenigen Testspots 7 lassen sich auf ein-
fache Weise lokalisieren und auf ihre Fluoreszenz hin 
untersuchen, nachdem eine typische Reaktionszeit 
vergangen ist. Das Reaktionsgleichgewicht ist er-
reicht, wenn die Korrelation der Intensität nominell 
identischer Spots auf dem Testarray unabhängig von 
ihrer Entfernung ist. Wurde auf diese Weise festge-
stellt, daß sich das Gleichgewicht eingestellt hat, so 
wird die sehr viel aufwendigere Auswertung der Flu-
oreszenz der Testspots 5 in bekannter Weise vorge-
nommen. Dabei ist vorteilhaft, daß sich die Testspots 
7 in unmittelbarer und chemisch gleicher Umgebung 
befinden wie die direkt gegenüberliegenden Spots 5
des Untersuchungsarrays auf der Oberfläche 3.

[0042] Die jeweilige Korrelation der Spotintensitäten 
von nominell identischen Spots 7 des Testarrays auf 
der Oberfläche 11 kann hierbei mit bekannten Verfah-
ren der abstandsabhängigen Korrelationsrechnung 
über z. B. die Ermittlung der jeweiligen Spotintensitä-
ten der Fluoreszenz und Bildung der jeweiligen Kor-
relation auch als Funktion der Zeit angegeben wer-
den. Bei geeigneter lateraler Anordnung der Test-
spots 7 kann Auskunft über die langreichweitige Ho-
mogenität der Hybridisierungsbedingungen auf dem 
eigentlichen Microarray mit den Untersuchungsspots 
5 an der gegenüberliegenden Oberfläche 3 gegeben 
werden. Das funktionalisierte Substrat 9 mit den Test-
spots 7 kann darüber hinaus auch ein vollkommen 
anderes und unabhängiges Ausleseverfahren als 
das eigentliche Microarray aus Untersuchungsspots 
5 auf der Oberfläche 3 verwenden. Zum Beispiel 
kann die Fluoreszenzmarkierung der Makromoleküle 
in den Testspots 7 einen gänzlich anderen Farbstoff 
verwenden als die markierten Makromoleküle in den 
Spots 5 des eigentlichen Microarrays auf der Oberflä-
che 3.

[0043] Wird z. B. die Fluoreszenz der Makromolekü-
le in dem Untersuchungsspots 5 ausgewertet, so 
können andererseits die Makromoleküle in den Test-
spots 7 mit magnetischen Beads oder Metallkolloi-
den, mit radioaktiv markierten Beads oder z. B. mit-
tels Chemolumineszenz markiert sein. Ebenso ist es 
möglich, Ausleseverfahren einzusetzen, die ein elek-
trisches Auslesen erlauben, oder Makromoleküle 
derart zu markieren, daß ein Farbumschlag bei der 
Hybridisierung stattfindet.

[0044] In jedem Falle läßt sich über die entspre-
chende Auswertung der Korrelation der Signale der 
einzelnen Testspots 7 feststellen, ob die Flüssigkeit 
und die darin enthaltenen Materialien homogen ver-
teilt sind und sich auf diese Weise ein Reaktions-
gleichgewicht in dem gesamten Flüssigkeitsfilm 13
eingestellt hat. Untersuchung nominell gleicher Spots 
mit einem Abstand kleiner als die Diffusionslänge in 
dem betrachteten Zeitraum gibt zudem Auskunft über 
die Homogenität und Reproduzierbarkeit des Spot-
prozesses.

[0045] Fig. 3 zeigt eine Anordnung zur Durchfüh-
rung eines Verfahrens, bei dem eine spiegelverkehr-
te Kopie des Microarrays auf der Oberfläche 3 des 
ersten Substrates 1 auf der Oberfläche 11 des zwei-
ten Substrates 9 vorgesehen ist. Zunächst wird wie 
bereits mit Bezug zu Fig. 1 beschrieben das Microar-
ray mit den Untersuchungsspots 5 auf der Oberfläche 
3 in einem bekannten Spotprozess aufgebracht. Auf 
die Oberfläche 11 des Substrates 9 wird eine spiegel-
verkehrte Kopie desselben Microarrays aufgebracht, 
wobei die Spots dieses identischen Testarrays mit 7
bezeichnet sind. Besonders vorteilhaft ist es für diese 
Verfahrensführung, wenn das Microarray spiegel-
symmetrisch bezüglich einer mittigen Spiegelachse 
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in der Ebene des Arrays ist. Dann müssen zur Erzeu-
gung des Untersuchungsarrays mit den Spots 5 und 
des Testarrays mit den Spots 7 nur zwei identische 
Microarrays erzeugt werden.

[0046] Die so erzeugten Microarrays werden mit 
dem Flüssigkeitsfilm 13 zwischen sich in analoger 
Weise gegenüber angeordnet, wie es bereits mit Be-
zug zur Ausführungsform der Fig. 1 beschrieben ist. 
Es liegen sich dann nominell identische Spots im Ab-
stand von der Dicke des Flüssigkeitsfilmes gegenü-
ber. Die Entfernung nominell identischer Spots ist da-
mit kleiner als der typische Diffusionsradius der Pro-
benmoleküle, so daß die sich gegenüberliegenden 
Spots eine chemisch im wesentlichen identische Um-
gebung haben. Unterschiede in der ausgewerteten 
Fluoreszenzintensität können also nicht auf der Hyb-
ridisierung beruhen, sondern sind ausschließlich auf 
mangelnde Reproduzierbarkeit beim Spotten zurück-
zuführen. Auf diese Weise kann eine Qualitätskont-
rolle nur des Spotherstellungsprozesses mit einem 
realen biologischen System durchgeführt werden. 
Das registergerechte Übereinanderbringen der nomi-
nell identischen Spots der zwei Arrays ist mit einfa-
chen mechanischen Mitteln leicht zu bewerkstelligen.

[0047] Im Anschluß an diese Überprüfung der Re-
produzierbarkeit des Spotherstellungsprozesses 
kann dann z. B. wie beschrieben aus der Korrelation 
der Signale zweier Spots des Testarrays auf den 
Grad des Reaktionsgleichgewichtes geschlossen 
werden.

[0048] Weitere Ausführungsformen von Anordnun-
gen zur Durchführung erfindungsgemäßer Verfahren 
umfassen noch komplexere Testarrays, die z. B. eine 
elektrische Auslesung geeigneter Parameter zur Be-
stimmung des Experimentfortschrittes bzw. der Ho-
mogenität der Hybridisierungsbedingungen erlau-
ben. Dabei kann man positiv von der Tatsache Ge-
brauch machen, daß das funktionalisierte Testarray 
getrennt vom eigentlichen Microarray elektrisch kon-
taktiert werden kann. Die Art der Auslesung erfolgt z. 
B. mittels Gleichstromverfahren (z. B. Leitfähigkeits-
messung an speziell präparierten Meßbereichen), 
mittels Wechselstromverfahren (z. B. dielektrische 
Verfahren, die kapazitive Signale verarbeiten), induk-
tive Meßverfahren, die die Permeabilität speziell prä-
parierter Meßbereiche erfassen, mittels Hochfre-
quenzmeßverfahren (Oberflächenplasma und Reso-
nanzmethoden, die über frustrierte Totalreflexion die 
dielektrische Umgebung speziell präparierter Meßbe-
reiche erfassen) oder Meßverfahren mit akustischen 
Oberflächenschallwellen, die die Hochfrequenzleitfä-
higkeit, die dielektrische Umgebung oder den Mas-
senbelag speziell präparierter Meßbereiche erfas-
sen.

[0049] Bei den erfindungsgemäßen Verfahren wer-
den nicht Teile des eigentlichen zu untersuchenden 

Microarrays zur Kontrolle eingesetzt, sondern das 
gegenüberliegende Begrenzungssubstrat. Vorteilhaf-
terweise ist bei den erfindungsgemäßen Verfahren 
die vertikale Distanz zwischen Microarray und Kon-
trollelement konstant und in der Regel mit 30 μm bis 
500 μm kleiner als die Distanz zwischen benachbar-
ten Spots auf dem Array (80 μm bis 250 μm).

[0050] Mit den erfindungsgemäßen Verfahren läßt 
sich auf vorteilhafte Weise die Reproduzierbarkeit 
des Spotherstellungsprozesses und/oder das Errei-
chen eines Gleichgewichtes bzw. der Endpunkt eines 
Hybridisierungexperimentes auf einfache Weise si-
cher überprüfen.

Patentansprüche

1.  Verfahren zur Kontrolle von Microarrays 
und/oder Überwachung von Experimenten unter Ver-
wendung von Microarrays, die für die Untersuchung 
der Hybridisierung von Makromolekülen in einer Flüs-
sigkeit mit Makromolekülen auf einer ersten Festkör-
peroberfläche einsetzbar sind, mit folgenden Schrit-
ten:  
– Bereitstellen eines Microarrays mit einer ersten 
Vielzahl von Makromolekülen, die auf einer ersten 
Festkörperoberfläche (3) in einer vorgegebenen ers-
ten Anordnung von Spots (5) gebunden sind,  
– Bereitstellen einer zweiten Festkörperoberfläche 
(11) mit einer zweiten Vielzahl von Makromolekülen, 
die in einer zweiten Anordnung von Spots (7) gebun-
den sind,  
– in Kontakt Bringen der ersten und der zweiten Fest-
körperoberfläche (3, 11) mit einer Flüssigkeit (13), die 
Makromoleküle enthält, die zumindest mit den Ma-
kromolekülen der Spots (7) auf der zweiten Festkör-
peroberfläche (11) hybridisieren können, wobei die 
erste und zweite Festkörperoberfläche (3, 11) mit der 
Flüssigkeit (13) zwischen sich derart gegenüber an-
geordnet sind, daß die Flüssigkeit in Form eines Fil-
mes mit beiden Festkörperoberflächen (3, 11) in Kon-
takt ist, und  
– Auswerten einer Meßgröße zumindest eines Teiles 
der Spots (7) auf der zweiten Festkörperoberfläche 
(11), die von dem Hybridisierungsgrad der Makromo-
leküle in den Spots dieses Teiles mit den Makromole-
külen in der Flüssigkeit (13) abhängt.

2.  Verfahren nach Anspruch 1, bei dem eine Kor-
relation der Signale der Meßgröße von zumindest 
zwei Spots (7) auf der zweiten Festkörperoberfläche 
(11) ausgewertet wird, um Information über den Grad 
der Homogenität der Hybridisierung bzw. die Errei-
chung des Gleichgewichtszustandes zu erhalten.

3.  Verfahren nach Anspruch 2, bei dem die Kor-
relation der Signale der Meßgröße nominell identi-
scher Spots auf der zweiten Festkörperoberfläche 
(11) ausgewertet wird.
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4.  Verfahren nach einem der Ansprüche 1 bis 3, 
bei dem die Korrelation der Signale der Meßgröße 
zumindest zweier nominell identischer Spots (7) auf 
der zweiten Festkörperoberfläche (11) ausgewertet 
wird, um Information über den Grad der Übereinstim-
mung dieser Spots (7) und somit über die Reprodu-
zierbarkeit des Spotherstellungsprozesses zu erhal-
ten.

5.  Verfahren nach einem der Ansprüche 1 bis 4, 
bei dem die an den Spots (7) der zweiten Festkör-
peroberfläche (11) ausgewertete Meßgröße einer 
Meßgröße entspricht, die zur Untersuchung der Hyb-
ridisierung von Makromolekülen in der Flüssigkeit 
(13) und Makromolekülen der Spots (5) der ersten 
Festkörperoberfläche (3) ausgewertet wird.

6.  Verfahren nach einem der Ansprüche 1 bis 5, 
bei dem Spots (7) auf der zweiten Festkörperoberflä-
che (11) derart angeordnet sind, daß bei dem in Kon-
takt Bringen der ersten und der zweiten Festkörpero-
berfläche (3, 11) mit der Flüssigkeit (13) zwischen 
sich zumindest ein Teil der Spots (5) auf der ersten 
Festkörperoberfläche (3) Spots (7) auf der zweiten 
Festkörperoberfläche (11) gegenüberliegen, die no-
minell zu den gegenüberliegenden Spots auf der ers-
ten Festkörperoberfläche identisch sind,  
– eine Meßgröße gegenüberliegender Spots ausge-
wertet wird, die vom Hybridisierungsgrad der Makro-
moleküle dieser Spots mit den Makromolekülen in 
der Flüssigkeit (13) abhängt, und  
– aus dem Vergleich der Signale der Meßgröße ge-
genübberliegender Spots auf den Grad der Überein-
stimmung der gegenüberliegenden Spots und somit 
auf die Reproduzierbarkeit des Prozesses zur Her-
stellung der Spots geschlossen wird.

7.  Verfahren nach Anspruch 6, bei dem die zwei-
te Festkörperoberfläche (11) eine zu der Anordnung 
der Spots (5) auf der ersten Festkörperoberfläche (3) 
zumindest in Teilbereichen spiegelverkehrte Anord-
nung von Spots (7) umfaßt, und die zweite Festkör-
peroberfläche (11) der ersten Festkörperoberfläche 
(3) derart gegenüberliegend angeordnet wird, daß
sich nominell gleiche Spots der ersten und der zwei-
ten Festkörperoberfläche (3, 11) gegenüberliegen.

8.  Verfahren nach Anspruch 7, bei dem die An-
ordnung der Spots (5) auf der ersten Festkörperober-
fläche (3) spiegelsymmetrisch bezüglich einer mitti-
gen Achse in der Ebene der Festkörperoberfläche (3) 
ist, und die Anordnung der Spots (7) auf der zweiten 
Festkörperoberfläche (11) identisch zu der Anord-
nung der Spots (5) auf der ersten Festkörperoberflä-
che (3).

9.  Verfahren nach einem der Ansprüche 1 bis 8, 
bei dem die Flüssigkeit zwischen der ersten und 
zweiten Festkörperoberfläche mit Hilfe des Impulsü-
bertrages von Oberflächenschallwellen bewegt bzw. 

durchmischt wird, die in zumindest einer der Festkör-
peroberflächen angeregt werden.

10.  Verfahren nach einem der Ansprüche 1 bis 9, 
bei dem der Abstand der ersten und zweiten Festkör-
peroberfläche (3, 11) und somit die Dicke des Flüs-
sigkeitsfilmes (13) zwischen der ersten und zweiten 
Festkörperoberfläche auf 30 μm bis 500 μm einge-
stellt wird.

11.  Verfahren nach einem der Ansprüche 1 bis 
10, bei dem die ausgewertete Meßgröße die Fluores-
zenz ist.

12.  Verfahren zur Untersuchung bzw. zum Nach-
weis von Hybridisierungsreaktionen von Makromole-
külen in einer Flüssigkeit mit Makromolekülen an ei-
ner ersten Festkörperoberfläche (3), die in Form ei-
nes Microararays aus Spots (5) angeordnet sind, bei 
dem die Flüssigkeit (13) zwischen die erste und eine 
zweite Festkörperoberfläche (3, 11) in Form eines 
Flüssigkeitsfilmes (13) in Kontakt mit beiden Festkör-
peroberflächen (3, 11) eingebracht wird, und eine 
Meßgröße ausgewertet wird, die von dem Grad der 
Hybridisierung der Makromoleküle in der Flüssigkeit 
(13) mit den Makromolekülen an der ersten Festkör-
peroberfläche (3) abhängt, wobei vor und/oder wäh-
rend der Hybridisierungsreaktion die Reproduzier-
barkeit des Spotherstellungsprozesses, mit dem die 
Spots auf der ersten Festkörperoberfläche aufge-
bracht wurden, unter Verwendung eines Verfahrens 
nach einem der Ansprüche 1 bis 11 überprüft wird.

13.  Verfahren zur Untersuchung bzw. zum Nach-
weis von Hybiridisierungsreaktionen von Makromole-
külen in einer Flüssigkeit mit Makromolekülen an ei-
ner ersten Festkörperoberfläche (3), die in Form ei-
nes Microarrays aus Spots (5) angeordnet sind, ins-
besondere nach Anspruch 12, bei dem die Flüssig-
keit (13) zwischen die erste und eine zweite Festkör-
peroberfläche (3, 11) in Form eines Flüssigkeitsfil-
mes (13) in Kontakt mit beiden Festkörperoberflä-
chen (3, 11) eingebracht wird, und eine Meßgröße 
ausgewertet wird, die von dem Grad der Hybridisie-
rung der Makromoleküle in der Flüssigkeit (13) mit 
den Makromolekülen an der ersten Festkörperober-
fläche (3) abhängt, wobei die Homogenität der Hybri-
disierung (13) unter Verwendung eines Verfahrens 
nach einem der Ansprüche 1 bis 11 überprüft wird.

Es folgen 4 Blatt Zeichnungen
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Anhängende Zeichnungen
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