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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung und
ein Verfahren zur Erzeugung von Protein-Mikroar-
rays und stellt eine technische Umsetzung und Ver-
besserung des ,DAPA-Systems” [1] dar.

[0002] Beim DAPA-System wird ein DNA-Array tber
eine Membran mit einer weiteren zweiten Oberflache
in Kontakt gebracht. Die Membran enthélt ein ,zell-
freies Expressionssystem”, welches so beginnt aus
der DNA entsprechende Proteine herzustellen. Diese
diffundieren durch die Membran und binden dann an
der zweiten Oberflache, wodurch ein Protein-Mikro-
array entsteht.

[0003] Diese Ausfihrung der Protein-Mikroarrayer-
zeugung weilt jedoch einige nachteilige Eigenschaf-
ten auf, die in der Membran selbst liegen. Der physi-
kalische Kontakt der Membran mit den Oberflachen
zerstort diese durch Kratzer und Abrieb. Das inho-
mogene Material der Membran sorgt ebenfalls fur In-
homogenitdten auf dem erzeugten Protein-Mikroar-
ray. Die biochemische Reaktion startet bereits beim
Auflegen der Membran. Somit ist die Montage und
der Start der Reaktion gekoppelt. Dies erlaubt nur ei-
nen sehr vage definierten Start der Reaktion. Der Ein-
bau der Membran ist anspruchsvoll, da die Protein-
Erzeugung umso besser ist, je diinner die Membran
ist. Dinne Membranen sind jedoch schwer zu hand-
haben. Beim Zusammenbau dirfen keine Luftblasen
zwischen der Membran und den Oberfléachen einge-
schlossen werden. Die Erzeugungsapparatur ist sehr
komplex und fehleranfallig bei der Montage zur Er-
zeugung der Proteine und bendtigt mehr als 3 Stun-
den fur die Herstellung einer Protein-Kopie.

[0004] Die Herstellung von Protein-Mikroarrays er-
folgt in klassischer Weise durch Erzeugung der Pro-
teine in Zellen, Aufreinigung jedes einzelnen Prote-
ins gefolgt von einem Transfer auf das Mikroarray.
Dieser Transfer-Schritt wird mittels eines ,Drucker-
systems” gewahrleistet. Diese Techniken sind bereits
seit Jahrzehnten in der Anwendung. Die aufwendige
Herstellung der Proteine durch Aufreinigung von Zell-
kulturen sorgt dafir, dass die entsprechenden Prote-
in-Mikroarrays um die 1.000 € pro Array kosten. Ei-
ne chemische Synthese der Proteine scheidet auf-
grund der ungentigenden Reinheiten der chemischen
Synthese selbst aus. Kurze Protein-Fragmente, so-
genannte Peptide, sind synthetisch zuganglich und
erlauben die Herstellung von Peptid-Mikroarrays. Je-
doch ist die biochemische Aussagekraft von Peptid-
mikroarrays deutlich geringer als von Protein-Mikro-
arrays.

[0005] Neuere Ansatze erzeugen Protein-Mikroar-
rays aus sehr viel einfacher herstellbaren DNA-Mikro-
arrays. Der im Februar 2010 erschienene Review [2]
zeigt sehr detailreich die einzelnen Varianten und bis-
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her realisierten Moglichkeiten, um aus einem DNA-
Mikroarray ein Protein-Mikroarray herzustellen. Da-
mit aus der DNA Uberhaupt Protein entstehen kann,
muss die DNA Uber gewisse Erkennungssequenzen
verfligen, um so ,expression ready” zu sein.

[0006] 2001 verdffentlichten He und Taussig das
PISA-System [3]. Hierbei wird die DNA direkt vor der
Verwendung mit dem zellfreien Expressionssystem
gemischt und dann auf eine Oberflache dispensiert.
In diesem kleinen Flussigkeitstropfen wird dann Pro-
tein erzeugt. Das Protein enthélt ein His-Tag, welches
an die Nickel-NTA-Oberflache bindet. Sobald genug
Protein an die Oberflache des Mikroarrays gebunden
ist, wird es gewaschen. Die DNA und alle Proteine
ohne His-Tag werden dabei abgewaschen. Nur das
His-Tag-Protein bleibt ,gereinigt” an der Oberflache
zurlick. Das Mikroarray wird dann direkt fir Bindungs-
messungen eingesetzt. 2006 wurde mit dieser Tech-
nik ein Protein-Mikroarray mit 13.000 Proteinen ver-
offentlicht [4].

[0007] Zwar umgeht man so das aufwendige Aufrei-
nigen der einzelnen Proteine (im Vergleich zu den
klassischen Techniken), der Aufwand beim unver-
zlglich Mischen der einzelnen DNA-Sequenzen mit
dem zellfreien Expressionssystem direkt vor dem
Transfer auf das Mikroarray ist jedoch enorm und
sollte fir jeden einzelnen Spot des Mikroarrays un-
ter identischen Konzentrations- und Zeitparametern
stattfinden.

[0008] 2004 verdffentlichte LaBear das NAPPA-Sys-
tem [5]. Hierbei wird zunachst eine Oberflache her-
gestellt, die Streptavidin und einen Antikérper gegen
eine Proteinsequenz (hier His-Tag) tragt. Auf diese
Oberflache druckt man DNA, welche Uber ein Biotin
an das Streptavidin bindet. Diese DNA-Mikroarrays
lassen sich nun flr 1 bis 2 Jahre lagern. Die Haltbar-
keit des gesamten NAPPA-Mikroarray ist nur durch
die Lagerbarkeit des Antikdrpers begrenzt. Direkt vor
Gebrauch wird das komplette Mikroarray mit zellfrei-
em Expressionssystem uberschichtet.

[0009] Es bildet sich an jedem DNA-Spot ein ande-
res Protein, welches frei in den Raum diffundiert. Da
das Protein eine Sequenz enthalt, die an den Anti-
korper bindet, wird es rein statistisch mit hoher Wahr-
scheinlichkeit auf dem Spot oder in der direkten Um-
gebung des Spots gebunden. Nach einem Wasch-
schritt kann das Mikroarray verwendet werden. Es
bleibt nur die DNA und das gebildete Protein auf der
Oberflache. 2008 wurde auf diese Weise ein Mikro-
array mit etwas Uber 1.000 Proteinen hergestellt [6].

[0010] Der enorme Vorteil das NAPPA gegeniber
dem PISA ist, dass man eine beliebige Anzahl an
DNA-Mikroarrays anfertigen und einlagern kann. Erst
kurz vor Gebrauch stellt man das Protein her. Das
doppelte Bindungssystem aus Streptavidin und Anti-
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kérpern (Kostenfaktor) und das Verbleiben der DNA
auf der Oberflache (stért nachfolgenden Assay), er-
weisen sich als nachteilig.

[0011] 2008 verodffentlichte Taussig mit dem DAPA-
System [1] eine Methode, die es erlaubt, von ei-
ner DNA-Mikroarray-Vorlage eine beliebige Anzahl
an Protein-Mikroarrays zu generieren. Hierbei wird
zunachst die codierende DNA auf eine Epoxy-funktio-
inalisierte Oberflache gespottet. Man erzeugt so ein
klassisches DNA-Mikroarray. Auf dieses DNA-Mikro-
array wird eine dinne Membran gelegt, die mit Zell-
freiem Expressionssystem getrankt ist. Sobald der
Kontakt zustande kommt und das Mikroarray benetzt
wird, werden die Proteine hergestellt und diffundie-
ren ungerichtet in die Membran. Auf die Ruckseite
dieses ,Sandwich” wird daher sofort eine Oberflache
gelegt, an die die Proteine binden. Sobald die Pro-
teine durch die Membran diffundiert ist, bindet die-
ses an die Oberflache und bildet ein Protein-Mikroar-
ray. Nach ca. 3 bis 4 Stunden 6ffnet man das Sand-
wich und reinigt das DNA- sowie das Protein-Mikroar-
ray. Danach kann das Protein-Mikroarray fur die Bin-
dungsmessungen verwendet und das DNA-Mikroar-
ray bis zur Herstellung des nachsten Protein-Mikro-
arrays wieder eingelagert werden.

[0012] Klare Vorteile des DAPA-Systems sind, dass
die erzeugten Protein-Mikroarrays keine kontaminie-
rende DNA enthalten und das originale DNA-Mikro-
array jederzeit wiederverwendet werden kann. Die
Wiederverwendbarkeit des DNA-Mikroarrays stellt ei-
nen deutlichen Fortschritt gegentiber aller friheren
Methoden dar. Nachteilig ist jedoch, dass sich das
Auflegen der getrankten Membran nicht klar definiert
durchflihren I&sst und die Membran selbst ein nicht-
gewobenes und damit ebenfalls undefiniertes Materi-
al darstellt. Zudem beschadigt der physikalische Kon-
takt zwischen der Membran und den Oberflachen
sowohl das DNA- als auch das Protein-Mikroarray.
Dies erschwert die Wiederholgenauigkeit der Metho-
de, schmalert aber nicht die Genialitdt des grund-
satzlichen Gedankens des DAPA-Systems von ei-
ner DNA-Mikroarray-Vorlage beliebig viele Protein-
Mikroarray-Kopien anzufertigen.

[0013] Es gibt einige mikrofluidische Ansatze um
Proteine aus entsprechender DNA in Kombination mit
zellfreien Expressionssysten darzustellen. Der Fokus
der Autoren (mit Ausnahme des DAPA-Systems von
Taussig) lag jedoch mehr auf der Erzielung einer er-
hohten Proteinausbeute und ein paralleles Herstellen
der Proteine im Blickfeld, als die Herstellung eines
Proteinmikroarrays. Jedoch besitzen all diese Fluidi-
ken das Potential um aus DNA-Mikroarrays prinzipiell
Protein-Mikroarrays herzustellen und werden daher
der Vollstédndigkeit halber aufgefihrt.

[0014] Das DAPA-System [1] auf einem ,Sandwich”
aus einem DNA-Array, einer Membran und einer Fan-
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geroberflache. Die Membran wird vor dem Einlegen
mit zellfreiem Expressionssystem getrankt und zwi-
schen 2 Platten fixiert. Zwar funktioniert das DAPA-
System grundsatzlich, fiihrt aber aufgrund des unde-
finierten ,Auflegens” der Membran zu einer schlech-
ten Reproduzierbarkeit. Der Startzeitpunkt der Reak-
tion ist nicht klar definiert, die Membran beschadigt
durch Kontakt sowohl das DNA- als auch das Prote-
in-Mikroarray und weist unter anderem Vorzugsrich-
tungen fir die Diffusion auf.

[0015] Bei den bekannten Verfahren ist die verwen-
dete Membran sehr nachteilig fiir die Reproduzierbar-
keit, die Lebensdauer des DNA-Mikroarrays und des
Proteinarrays.

[0016] Aufgabe der Erfindung ist es daher ein Ver-
fahren und eine Vorrichtung bereitzustellen, wodurch
die aufgefihrten Nachteile vermieden werden.

[0017] Diese Aufgabe wird erfindungsgemaf durch
eine Vorrichtung und ein Verfahren gel6st, indem
das DNA-Mikroarray von der Protein-Array-Oberfla-
che durch einen diinnen fluidischen Spalt separiert
ist. Je nach Auslegung kann hierbei das DNA- oder
das Protein-Array Uber eine Mikrostrukturierung ver-
fligen, um diesen Spalt zu realisieren, oder der Spalt
Uber einen Abstandshalter realisiert ist. Dies erlaubt
dann das Einlegen der Arrays im Ublichen Format ei-
nes Objekttragers. Abb. 11 zeigt die Skizze, die als
erstes fur diesen Ansatz angefertigt wurde. Wichtige
Merkmale sind:

Das DNA- und das Protein-Mikroarray sind uber ei-
nen fluidschen Spalt getrennt.

[0018] Der Spalt kann realisiert werden tber 1) eine
Mikrostruktur im DNA-Array, 2) eine Mikrostruktur im
Protein-Array, 3) einen mikrostrukturierten Abstand-
shalter, der zwischen die Arrays geklemmt wird (be-
vorzugte Auslegung).

[0019] Die Montage und der Start der biochemi-
schen Reaktion sind entkoppelt.

[0020] Die Montage wird durch Zusammenklemmen
des Abstandshalters mit den Arrays realisiert (bevor-
zugte Auslegung).

[0021] Abhangig von dem im fluidischen Spalt vor-
liegenden enzymatischen System kann anstelle des
Protein-Array auch ein DNA-Array oder ein RNA-Ar-
ray erzeugt werden. Somit wird entsprechend der je-
weilig im enzymatischen System eingesetzten Poly-
merase entweder DNA oder RNA aus der im ersten
Array vorgelegten Nucleinsdure erzeugt.

Ausfiihrungsbeispiele

[0022] Es wurden entsprechende aufgebaute Proto-
typen realisiert. Anstelle der Membran wird einfach
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ein Spalt zwischen zwei Oberflachen verwendet, der
sich mittels Kapillarkrafte beflllt. Ein 65 pm dicker Ab-
standshalter sorgt bei Prototyp 1 (Design 1) und 2
(Design 2), Abb. 1 bis Abb. 5 fiir einen definierten
Abstand und eine fluidische ,Fihrung” des zellfreien
Expressionssystems beim Einfullen. Das Handgerat
erlaubt eine einfach und schnelle Montage und Fi-
xierung zweier Objekttrégers aufeinander. Erst nach
dem kompletten Zusammenbau wird das zellfreie Ex-
pressionssystem entweder Uber eine Bohrung (Pro-
totyp 1) ( Design 1) oder (iber eine kleine seitliche Off-
nung im Abstandhalter (Prototyp 2) (Design 2) einge-
fallt. Im Vergleich zum bisherigen Auflegen der Mem-
bran im DAPA-System, erlaubt das Handgerét einen
definierte biochemische Reaktion, insbesondere in
Hinsicht den Startzeitpunkt der Reaktion, die verwen-
deten Volumina und Konzentrationen.

[0023] Die Reaktion startet somit nicht wie beim DA-
PA-System schon beim Zusammenbau, sondern erst
bei der Zugabe des zellfreien Expressionssystems.
Nach dem Befullen wird das Handgerat fur aktuell 25
min bis 45 min in den Brutschrank gelegt. Das gesam-
te Handgerat hat ein sehr geringes Gewicht und ent-
sprechend geringe Warmekapazitat. Nach der Inku-
bation werden die Mikroarrays voneinander getrennt
und gewaschen. In ersten Versuchen mit dem Hand-
gerat gute Ergebnisse erzielt worden.

[0024] Prototyp 3, Abb. 6, ist eine komplexere Kartu-
sche, die in einen Fluidikstand integriert werden kann
und von einer Seite Uber ein Peltier-Element beheizt
wird. Hierdurch ist ein beliebiges Einstellen einer Pro-
zesstemperatur mdglich. Weiterhin liegt die Seite des
Protein-Mikroarrays frei und erlaubt so eine Detekti-
on der Protein-Erzeugung. Der angeschlossene Pro-
totyp wird Uber Spritzenpumpen befiillt, entleert und
gewaschen. Prototyp 4, Abb. 7, besteht aus einer
PDMS-Struktur, auf die das DNA-Mikroarray gespot-
tet wird. Die Struktur selbst ist nur ein diinner wenige
10 pym hoher Rahmen, der den Reaktionsraum um-
schliesst und eine Zu- sowie Ableitung fir Flissig-
keiten enthalt. Das Protein-Mikroarray ist ein Objekt-
trager. Durch einfaches ,Aufklemmen” bildet das PD-
MS zusammen mit dem Objekttréager den fluidischen
Spalt. Durch die Zuleitung kann das gesamte Kon-
strukt mit FlUssigkeit befullt werden. Einfache Klam-
mern fixieren die Arrays aufeinander fir die Dauer
der Reaktion. Ein identisches Layout ist auf Seite
des Protein-Mikroarrays ebenfalls realisierbar. Die-
ses PDMS laft sich mit einem ,Protein-Fanger-Sys-
tem” wie Nickel-NTA beschichten und das DNA-Mi-
kroarray ist ein Objekttrager. Prototyp 5, Abb. 8, ist
eine PDMS-Struktur, in welche das Protein- und das
DNA-Mikroarray wie in einer Schublade eingescho-
ben werden. Das PDMS und die Glaser bilden zu-
sammen den fluidischen Spalt. Vorteilhaft an diesem
Prototyp ist, dass die Zu- und Ableitung der Fluide
Uber das PDMS erfolgen (deutlich weniger Leckagen)
und sowohl DNA- als auch Protein-Mikroarray ein Ob-
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jekttréger sind (kein Bedarf an ,speziell” strukturier-
ten DNA- oder Protein-Mikroarray-Tragern und damit
héhere Akzeptanz im Labor). In Abb. 9 sind verschie-
dene Layouts des Abstandhalters dargestellt.

[0025] Das Halterungssystem bietet folgende Vortei-
le:

Das DNA- und das Protein-Mikroarray sind uber ei-
nen fluidschen Spalt getrennt. Es gibt keinen physi-
kalisch ,harten” Kontakt zwischen DNA- und Prote-
in-Mikroarray und damit weder Kratzer noch Besché-
digungen. Dies gewabhrleistet erhdhte Lebensdauer
des DNA-Mikroarrays und verbesserte Qualitat des
Protein-Mikroarrays.

[0026] Die Montage und der Reaktionsstart sind ent-
koppelt. Hierdurch kann jederzeit montiert und zu
jedem spateren Zeitpunkt die Reaktion sehr defi-
niert gestartet werden. Dies ergibt einen Handha-
bungsvorteil (Entkopplung Montage und Reaktions-
start) und deutlich reproduzierbare Reaktionsbedin-
gungen, sowie beliebiger Start-Punkt der Reaktion,
Vereinfachte Montage kann realisiert werden Uber:
eine Mikrostruktur im DNA-Array,

eine Mikrostruktur im Protein-Array

einen mikrostrukturierten Abstandshalter, der zwi-
schen die Arrays geklemmt wird (bevorzugte Ausle-

gung).

[0027] Im Falle des Abstandshalters kénnen sowohl
das DNA- als auch das Protein-Mikroarray ein Objekt-
trager sein und es werden keine zusétzlichen Dich-
tungen” bendtigt, da der Abstandshalter selbst als
solche fungiert und somit eine einfache Handhabung
ermdglicht.

[0028] Der einfache Aufbau erlaubt eine schnelle
Prozessfuhrung. So wird die Zeit fur die Herstellung
einer Proteinkopie von ca. 3 Stunden auf ca. 30 min
verklrzt und erméglicht somit sehr schnelle Taktzei-
ten.

[0029] Vorteile der erfinderischen Vorrichtung und
Verfahrens sind: Austausch der stérenden Membran
durch den fluidischen Spalt unter Beibehaltung der
vollen Funktionalitat: Protein- bzw. RNA bzw. DNA-
Erzeugung; Ubertragung der Proteine vom DNA-Ar-
ray auf das Protein-Array; Entkopplung der Montage
und des Reaktionsstarts.

[0030] Es entfallen die Nachteile der bisher tblichen
Verfahren: schwierige Handhabung der nassen din-
nen Membran; Luftblaseneinschliisse beim Auflegen
der Membran, direkter Reaktionsstart beim Auflegen
der Membran; physikalische Abnutzung des DNA-Mi-
kroarrays;.
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Patentanspriiche

1. Vorrichtung und Verfahren zur Herstellung eines
Molekdil-Mikroarrays, welches auf einer ersten Auf-
lageflache ein Nukleinsaure-Mikroarray fur ein Enzy-
matisches System bereitstellt, welches aus der Nu-
kleinsdure die Molekile synthetisiert, so dass die
erzeugten Molekile aus dem Nukleinsdure-Mikroar-
ray auf einer zweiten Auflageflache als entsprechen-
des Mikroarray immobilisiert sind, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die zweite Auflageflache indirekt Gber
eine mit einer Molekul-permeablen Flissigkeit ge-
fullten Spalt in Kontakt mit der ersten Auflageflache
steht.

2. Vorrichtung und Verfahren nach Anspruch 1 zur
Herstellung eines Protein-Mikroarrays, welches auf
einer ersten Auflageflache ein Nukleinsdure-Mikroar-
ray fur ein zellfreies Proteinsynthesesystem bereit-
stellt und diese Proteinsynthese durch Transkription
und Translation erméglicht, so dass die exprimierten
Proteine aus dem Nukleinsdure-Mikroarray auf einer
zweiten Auflageflache als entsprechendes Mikroar-
ray immobilisiert sind, dadurch gekennzeichnet, dass
die zweite Auflageflache indirekt Giber einen mit einer
Proteinpermeablen Flussigkeit geflllten Spalt in Kon-
takt mit der ersten Auflageflache steht.

3. Vorrichtung und Verfahren nach Anspruch 1 in
dem das Enzymsystem eine DNA-Polymerase ist und
das erzeugte Molekiil somit DNA. Es wird ein DNA-
Array erzeugt.

4. Vorrichtung und Verfahren nach Anspruch 1 in
dem das Enzymsystem eine RNA-Polymerase und
das erzeugte Molekil RNA. Es wird ein RNA-Array
erzeugt.

5. Vorrichtung und Verfahren nach Anspruch 1 bis
4, dadurch gekennzeichnet, dass die Breite des Spal-
tes mit der Molekil-permeable Flissigkeit durch Ab-
standshalter zwischen der ersten und zweiten Aufla-
geflache bestimmt wird.

6. Vorrichtung und Verfahren nach Anspruch 1 bis
5, dadurch gekennzeichnet, dass die durch die Ab-
standshalter bewirkte Breite des mit der Molekul-per-
meable Flissigkeit geflllten Spaltes kleiner 100 Mi-
krometer, bevorzugt kleiner 40 Mikrometer ist.

Es folgen 9 Blatt Zeichnungen
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Anhéangende Zeichnungen

Abb. 1

Seitansichten Aufsichten
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Abb. 2:

Handgerét fiir Design 1

Design: Polyesterfolie auf Objekttrager
Beflllung: seitlich
Aufbau: Glas -Spacer-Glas
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Abb. 3:

Handgerat zum Design 2

Design: Polyesterfolie auf Objekttrager
Beflllung: durch Glas hindurch
Aufbau: Glas -Spacer-Glas
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Abb. 4:
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Abb. 5:
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Abb. 6:
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Abb. 7:
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Abb.8:
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Abb. 9:
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