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(54) Bezeichnung: Biochip und Verfahren zum Herstellen eines solchen

(57) Hauptanspruch: Verfahren zum Herstellen eines Bio-
chips (1), wobei zumindest eine erste DNA-Sequenz (2a)
eines ersten DNA-Molekils und eine zweite, sich von der
ersten DNA-Sequenz (2a) durch mindestens eine Mutations-
stelle (3) unterscheidende DNA-Sequenz (2b) eines zweiten
DNA-Molekils bereit gestellt werden, wobei jede DNA-Se-
quenz (2a, 2b) in Sequenzabschnitte (4a, 4a', 4a", 4b, 4b',
4b") unterteilt wird, die jeweils mindestens zwei Basen auf-
weisen, wobei jeder Sequenzabschnitt (40, 4a', 4a") der ers-
ten DNA-Sequenz (2a) jeweils mit einem ihm zugeordneten
Sequenzabschnitt (4b, 4b, 4b") der zweiten DNA-Sequenz
(2b) verglichen wird, wobei auf einem Trager (5) mindes-
tens ein Rezeptor (8) immobilisiert wird, welcher Rezeptor
(8) an jeder Stelle, an der ein Sequenzabschnitt (4a, 4a', 4a")
der ersten DNA-Sequenz (2a) mit dem entsprechenden Se-
quenzabschnitt (4b, 4b', 4b") der zweiten DNA-Sequenz (2b)
Ubereinstimmt, einen zu diesem Sequenzabschnitt (4b, 4b',
4b") komplementdren Rezeptor-Abschnitt (6, 6') aufweist,
und welcher Rezeptor (8) an jeder Stelle, an der ein Se-
quenzabschnitt (4a, 4a',...
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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betritt einen Biochip, der ei-
nen Trager aufweist, auf dem mindestens ein Rezep-
tor immobilisiert ist. Aulerdem bezieht sich die Erfin-
dung auf ein Verfahren zum Herstellen eines solchen
Biochips.

[0002] Ein  derartiges  Verfahren ist aus
US 6 197 503 B1 bekannt. Dabei wird ein Biochip
hergestellt, indem auf einem Trager ein Rezeptor
immoblisiert wird, der eine DNA-Sequenz aufweist,
die flr eine dazu komplementéare, nachzuweisende
DNA-Sequenz bindungsspezifisch ist. Eine Probe,
von der vermutet wird, dass sie die nachzuweisende
DNA-Sequenz enthalt, wird mit einem optischen Mar-
ker markiert, der dazu geeignet ist, an die DNA-Se-
quenz zu binden. Danach wird die so markierte Pro-
be derart mit dem Biochip in Kontakt gebracht, dass
die DNA-Sequenz an den Rezeptor bindet, wenn sie
in der Probe enthalten ist. Dann wird die Tragerober-
flache gespult, um Bestandteile der Probe, die nicht
an einen Rezeptor gebunden sind, zu entfernen. An-
schlieBend wird die Trageroberflache mit einer opti-
schen Anregungsstrahlung bestrahlt, die den Marker
zu Aussendung einer Fluoreszenzstrahlung anregt.
Diese wird mit Hilfe eines optischen Sensors detek-
tiert, um die DNA-Sequenz nachzuweisen.

[0003] Insbesondere beim Nachweis von Bakteri-
en kann es vorkommen, dass die zu untersuchen-
de DNA-Sequenz eines Bakteriums mindestens ei-
ne Mutationsstelle aufweist, die dazu flhrt, dass die
DNA-Sequenz nicht an den Rezeptor bindet. Derarti-
ge Mutation kdnnen bei Bakterien in zahlreichen Va-
rianten, beispielsweise an unterschiedlichen Stellen
des DNA-Strangs und/oder mit unterschiedlichen Ba-
sen an den Mutationsstellen des DNA-Strangs auftre-
ten. Damit mit Hilfe des Biochips sowohl das unmu-
tierte Bakterium als auch mégliche, Mutationen auf-
weisende Varianten des Bakteriums oder sogar eine
Klasse von Bakterien mit &hnlich aufgebauter DNA
untersucht werden kénnen, missen auf dem Bio-
chip ein Vielzahl von unterschiedlichen, jeweils fir ei-
ne Variante der DNA-Sequenz bindungsspezifischen
Rezeptoren immobilisiert werden. Dabei muss fir je-
de nachzuweisende Variante mindestens eine Mes-
sung durchgefiihrt werden. Der Nachweis einer Klas-
se von miteinander verwandten Bakterien ist deshalb
mit einem erheblichen Aufwand verbunden. Unglns-
tig ist dabei vor allem, dass Bakterien oder Viren stan-
dig neue Varianten bilden, so dass die Biochips, die
zu deren Nachweis verwendet werden, entsprechend
angepasst werden missen.

[0004] Aus EP 0 826 778 A1 ist ferner ein Son-
den-Oligonikleotid zum Nachweis von zwei rRNA-
Sequenzvarianten von Bifidobacterium bekannt. Die
beiden Sequenzvarianten unterscheiden sich durch
eine Mutationsstelle voneinander, an der meistens
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die Base Cytosin oder Thymin angeordnet ist. Das
Sonden-Oligonikleotid hat an einer Stelle, die der Mu-
tationsstelle der Sequenzvarianten des Bifidobacte-
riums entspricht, einen Platzhalter, der durch eine
einzige Inosin-Base gebildet ist. Die Ubrigen Basen
des Sonden-Oligonikleotids sind jeweils komplemen-
tar zu denen den entsprechenden Basen der beiden
Sequenzvarianten.

[0005] Beieinem aus EHLEN, T. & DUBEAU, L.: De-
tection of ras point mutations by polymerase chain re-
action using mutation-specific, inosine-containing oli-
gonucleotide primers. Biochem. Biophys, Res. Com-
mun. (1989) 160(2) 441-7 bekannten Verfahren wird
eine Polymerase-Kettenraktion (PCR) durchgefiihrt,
bei der drei zu amplifizierende Basensequenzen H-
RAS, K-RAS, N-RAS jeweils mehrere Sequenzab-
schnitte aufweisen, die jeweils durch ein Basentriplett
gebildet sind. Bei den 2.-6. und 8.-11. Basentripletts
unterscheidet sich jeweils die Base einer zu amplifi-
zierenden Basensequenz an der driften Codonstelle
von der entsprechenden Base der beiden anderen zu
amplifizierenden Basensequenzen. An den Stellen,
an denen sich die Basentripletts voneinander unter-
scheiden, weist der PCR-Primer jeweils genau eine
Inosin-Base auf.

[0006] Aufgabe der Erfindung ist es, einen Biochip
der eingangs genannten Art zu schaffen, der es er-
mdglicht, auf einfache Weise mehrere unterschiedli-
che, sich durch mindestens ein Mutationsstelle von-
einander unterscheidende DNA-Sequenzen nachzu-
weisen. AulRerdem besteht die Aufgabe, ein Verfah-
ren zum Herstellen eine solchen Biochips bereitzu-
stellen.

[0007] Diese Aufgabe wird bezliglich des Verfahrens
mit den Merkmalen des Anspruchs 1 und beziglich
des Biochips mit den Merkmalen des Anspruchs 5 ge-
I6st.

[0008] Der Rezeptor weist also an der oder den Stel-
len, an der bzw. an denen die nachzuweisenden
DNA-Sequenzen unterschiedlich sind, einen Platz-
halter auf, an den die DNA-Basen, die an der be-
treffenden Stelle oder den betreffenden Stellen der
DNA-Sequenz angeordnet sind, nicht binden. In Er-
streckungsrichtung der Basenkette des Rezeptors
hat der Platzhalter etwa die gleichen raumlichen Ab-
messungen wie die an den entsprechenden Stel-
len der nachzuweisenden DNA-Sequenzen angeord-
neten Basen. Somit kénnen mehrere unterschiedli-
che DNA-Sequenzen, die sich durch mindestens eine
Mutationsstelle voneinander unterscheiden, jeweils
spezifisch an den Rezeptor binden. In vorteilhafter
Weise ist es mit Hilfe des erfindungsgemalien Bio-
chips mdglich, mit nur einem einzigen Versuch zu
Uberpriifen, ob in einer Probe mindestens eine der
unterschiedlichen DNA-Sequenzen enthalten ist.
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[0009] Bei einer vorteilhaften Ausgestaltung der Er-
findung ist die Neutralbase Inosin. Unterschiedliche
Varianten einer DNA-Sequenzenz kénnen dann noch
besser nachgewiesen werden. Durch den Einbau
der Inosin-Base in den Rezeptor wird aulRerdem ein
eventuell vorhandener Bereich, der eine Selbstho-
mologie des Rezeptors verursachen kann, aufgel6st,
so dass der Rezeptor dann keine Sekundarstruktur
mehr ausbildet.

[0010] Bei einer bevorzugten Ausfiihrungsform der
Erfindung weist mindestens ein Sequenzabschnitte
eine Anzahl von jeweils mindestens vier DNA-Basen
auf, wobei der Platzhalter eine dieser Anzahl entspre-
chende Anzahl von Neutralbasen hat. Dadurch wird
berlcksichtigt, dass gewdhnlich in drei aufeinander
folgenden DNA-Basen einer DNA-Sequenz die Infor-
mation flr eine Aminoséaure verschlisselt ist.

[0011] Vorteilhaft werden die DNA-Sequenzen der-
art gewanhlt, dass sie sich durch mindestens zwei Mu-
tationsstellen voneinander unterscheiden und dass
zwischen diesen Mutationsstellen eine Folge von
mindestens drei und vorzugsweise mindestens vier
aufeinander folgenden DNA-Basen vorhanden ist,
die bei der ersten DNA-Sequenz und der zweiten
DNA-Sequenz ubereinstimmen. Der Rezeptor weist
bevorzugt eine zu der Folge komplementére Basen-
folge auf. Durch die derart modifizierten Rezeptoren
wird nun gewahrleistet, dass die gesuchten DNA-
Strange mit deutlich hdher Energie an die Rezeptoren
binden als andere, ahnliche, nicht gesuchte Sequen-
zen. Der gesuchte DNA-Abschnitt stellt erfindungs-
gemal den komplementéare Bereich zu den im Re-
zeptor vorhandenen Basen A, T, G und C dar.

[0012] Nachfolgend sind Ausflihrungsbeispiele der
Erfindung anhand der Zeichnung néher erlautert. Es
zeigt

[0013] Fig. 1 einen Biochip, an dessen Rezeptor ei-
ne erste DNA-Sequenz hybridisiert ist, und

[0014] Fig. 2 den Biochip, wobei jedoch an den Re-
zeptor eine zweite DNA-Sequenz hybridisiert ist.

[0015] Bei einem Verfahren zum Herstellen eines
Biochips 1 werden DNA-Sequenzen 2a, 2b von min-
destens zwei, in der Zeichnung nicht ndher darge-
stellten DNA-Molekilen bereitgestellt, die sich durch
Mutationen voneinander unterscheiden. Eine erste
DNA-Sequenz 2a ist in einem ersten DNA-Molekil
und eine zweite DNA-Sequenz 2b in einem zweiten
DNA-Molekil enthalten.

[0016] Die DNA-Sequenzen 2a, 2b kénnen bei-
spielsweise experimentell ermittelt werden, indem in
den DNA Molekilen enthaltene DNA-Ketten oder Ab-
schnitte davon mit an sich bekannten Methoden ana-
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lysiert werden. Es ist aber auch mdglich, die DNA-Se-
quenzen aus einer Gen-Datenbank zu entnehmen.

[0017] Zum Vergleichen der DNA-Sequenzen 2a, 2b
werden diese jeweils in Sequenzabschnitte 4a, 4a’,
4a", 4b, 4b', 4b" unterteilt, die jeweils eine Lange von
einer Base aufweisen. Ein erster Sequenzabschnitt
4a der ersten DNA-Sequenz 20 wird mit einem ers-
ten Sequenzabschnitt 4b der zweiten DNA-Sequenz
2b verglichen. Dabei werden die ersten Sequenzab-
schnitte 4a, 4b so gewahlt, dass einander zugeord-
nete Sequenzabschnitte 4a, 4b der DNA-Sequenzen
2a, 2b mdoglichst gut Gbereinstimmen.

[0018] Wenn der erste Sequenzabschnitt 4a der ers-
ten DNA-Sequenz 2a mit dem ersten Sequenzab-
schnitt 4b der zweiten DNA-Sequenz 2b (iberein-
stimmt, wird auf einem Trager 5 ein erster, zu dem
ersten Sequenzabschnitt 40 komplementare Rezep-
tor-Abschnitt 6 immobilisiert. Wenn die ersten Se-
quenzabschnitte 4a, 4b nicht Ubereinstimmen, wird
auf dem Trager 5 als erster Rezeptor-Abschnitt 6 ei-
ne Inosin-Base immobilisiert Der Trager 5 kann bei-
spielsweise aus Glas oder Silizium bestehen.

[0019] Danach wird ein zweiter Sequenzabschnitt
4a' der ersten DNA-Sequenz 2a mit einem zwei-
ten Sequenzabschnitt 4b’ der zweiten DNA-Sequenz
2b verglichen. Bei Ubereinstimmung der zweiten Se-
quenzabschnitte 4a', 4b' wird an den ersten Abschnitt
6 ein zweiter Rezeptor-Abschnitt 6' gebunden, der
zu den zweiten Sequenzabschnitten 4a’, 4b' komple-
mentar ist. Stimmen die zweiten Sequenzabschnitte
4a', 4b' dagegen nicht Uberein, wird an die erste Re-
zeptor-Base 6 als zweiter Rezeptor-Abschnitt 6' Ino-
sin gebunden. An der Mutationsstelle 3 wird also ein
Platzhalter 7 in den Rezeptor 8 eingebaut. Das Bin-
den des zweiten Rezeptor-Abschnitts 6' an den ers-
ten Rezeptor-Abschnitt 6 erfolgt mit Hilfe eines an
sich bekannten Syntheseschrittes.

[0020] AnschlieBend werden in entsprechender
Weise weitere Sequenzabschnitte 4a", 4b" miteinan-
der verglichen, wobei jeweils bei Ubereinstimmung
eine zu den Sequenzabschnitten 4a", 4b" komple-
mentarer Rezeptor-Abschnitt 6" und bei Nichtiber-
einstimmung Inosin an den im vorherigen Schritt syn-
thetisierten Rezeptor-Abschnitt 6 angefiigt wird.

[0021] Der Rezeptor mitsamt der Innosinbase(n)
kann in einem Syntheselabor hergestellt werden
(www.biomers.net).

[0022] Wie in Fig. 1 und Fig. 2 erkennbar ist, um-
fassen die ersten Sequenzabschnitte 4a, 4a’, 4a",
die zweiten Sequenzabschnitte 4b, 4b’, 4b" und die
Rezeptor-Abschnitte 6, 6', 6" jeweils eine Folge von
mindestens vier DNA-Basen. Deutlich ist erkennbar,
dass in den Rezeptor 8 an Mutationsstellen 3, an de-
nen sich die DNA-Sequenzen 2a, 2b jeweils durch
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mindestens eine Base voneinander unterscheiden je-
weils eine Folge von vier oder finf Inosin-Basen ein-
gebaut wird. An den Ubrigen Stellen ist der Rezeptor
8 jeweils komplementéar zu den entsprechenden Stel-
len der DNA-Sequenzen 2a, 2b.

[0023] In Fig. 1 und Fig. 2 ist noch erkennbar, dass
der Rezeptor 8 zwischen zwei Platzhaltern 7 jeweils
ein Tupel, bestehend aus mindestens vier DNA-Ba-
sen aufweist.

Patentanspriiche

1. Verfahren zum Herstellen eines Biochips (1),
wobei zumindest eine erste DNA-Sequenz (2a) ei-
nes ersten DNA-Molekdils und eine zweite, sich von
der ersten DNA-Sequenz (2a) durch mindestens eine
Mutationsstelle (3) unterscheidende DNA-Sequenz
(2b) eines zweiten DNA-Molekiils bereit gestellt wer-
den, wobei jede DNA-Sequenz (2a, 2b) in Sequenz-
abschnitte (4a, 4a’, 4a", 4b, 4b’, 4b") unterteilt wird,
die jeweils mindestens zwei Basen aufweisen, wo-
bei jeder Sequenzabschnitt (40, 4a’, 4a") der ersten
DNA-Sequenz (2a) jeweils mit einem ihm zugeord-
neten Sequenzabschnitt (4b, 4b, 4b™) der zweiten
DNA-Sequenz (2b) verglichen wird, wobei auf einem
Trager (5) mindestens ein Rezeptor (8) immobilisiert
wird, welcher Rezeptor (8) an jeder Stelle, an der
ein Sequenzabschnitt (4a, 4a’, 4a") der ersten DNA-
Sequenz (2a) mit dem entsprechenden Sequenzab-
schnitt (4b, 4b’, 4b™) der zweiten DNA-Sequenz (2b)
Ubereinstimmt, einen zu diesem Sequenzabschnitt
(4b, 4b', 4b™) komplementadren Rezeptor-Abschnitt
(6, 6") aufweist, und welcher Rezeptor (8) an jeder
Stelle, an der ein Sequenzabschnitt (4a, 4a', 4a")
der ersten DNA-Sequenz (2a) nicht mit dem entspre-
chenden Sequenzabschnitt (4b, 4b’, 4b™) der zweiten
DNA-Sequenz (2b) Ubereinstimmt, einen Platzhalter
(7) aufweist, der fir keine der DNA-Basen Guanin,
Cytosin, Adenin und Thymin bindungsspezifisch ist,
wobei der Platzhalter (7) eine der Anzahl der Basen
der Sequenzabschnitte entsprechende Anzahl von
Neutralbasen aufweist und derart gewahlt wird, dass
der Abstand der an den Platzhalter (7) beidseits an-
grenzenden Basen des Rezeptors (8) etwa dem Ab-
stand der Basen entspricht, die an die dem Platzhal-
ter (7) zugeordneten, nicht Gibereinstimmenden Se-
quenzabschnitte (4a, 4a; 4a", 4b, 4b’, 4b™) der ersten
DNA-Sequenz (2a) und der zweiten DNA-Sequenz
(2b) jeweils beidseits angrenzen.

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Neutral-
base Inosin ist.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die
Sequenzabschnitte (4a, 40°, 4a", 4b, 4b’, 4b") eine
Anzahl von jeweils mindestens vier DNA-Basen auf-
weist, und wobei der Platzhalter (7) eine dieser An-
zahl entsprechende Anzahl von Neutralbasen hat.
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4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis
3, wobei die DNA-Sequenzen (2a, 2b) derart ge-
wahlt werden, dass sie sich durch mindestens zwei
Mutationsstellen (3) voneinander unterscheiden und
dass zwischen diesen Mutationsstellen (3) eine Fol-
ge von mindestens drei und vorzugsweise mindes-
tens vier aufeinander folgenden DNA-Basen vorhan-
den ist, die bei der ersten DNA-Sequenz (2a) und der
zweiten DNA-Sequenz (2b) Ubereinstimmen.

5. Biochip (1), mit einem Trager (5) auf dem min-
destens ein Rezeptor (8) immobilisiert ist, der eine
Basen-Sequenz aufweist, die mehrere, jeweils min-
destens eine Base enthalte Rezeptor-Abschnitte (6,
6') und mindestens einen, aus mehreren Neutralba-
sen bestehenden Platzhalter (7) aufweist, der fir kei-
ne der DNA-Basen Guanin, Cytosin, Adenin und Thy-
min bindungsspezifisch ist und derart gewanhlt ist,
dass der Abstand von beidseits an den Platzhalter (7)
angrenzenden Basen des Rezeptors (8) etwa dem
Abstand entspricht, den zwei durch einen aus min-
destens zwei DNA-Basen bestehenden Sequenzab-
schnitt einer DNA-Sequenz voneinander beabstan-
dete DNA-Basen haben.

6. Biochip (1) nach Anspruch 5, wobei der Platz-
halter (7) mindestens eine Neutralbase aufweist, ins-
besondere Inosin.

7. Biochip (1) nach Anspruch 5 oder 6, wobei der
Platzhalter (7) aus einer Sequenz von vier Neutralba-
sen besteht.

Es folgen 2 Blatt Zeichnungen
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