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(57) Abstract: A biochip for
diagnostic use comprises &
sample support consisting of a
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sample material to be analysed,
originating from a biological

/2
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(57) Zusammenfassung: Ein
Biochip fiir diagnostische Zwecke
umfasst einen Probentriger aus
2 ciner festen Matrix, auf dessen
Oberfliiche das zu analysierende,
aus einem biologischen Organis-
mus stammende Probenmaterial

gebunden ist.
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BIOCHIP ZUR ARCHIVIERUNG UND LABORMEDIZINISCHEN ANALYSE VON BIOLOGISCHEM
PROBENMATERIAL

Biochip zur Archivierung und labormedizinischen Analyse von
biclogischem Probemmaterial, Verfahren zu dessen Herstel-

3 3

lung sowie Verw in 4ai isch Verfahren.

Die Erfindung betrifft einen fiir diagnostische Zwecke ge-
elgneten Biochip, welcher mit dem zu analysierenden biclo-
gischen Probenmaterial beschichtet ist und sich sowohl Ffiir
die raumsparende Archivierung von Probemmaterial als auch
fiir dessen labormedizinische diagnostische Analyse eignet.
Die Erfindurig betrifft ferner Probentriger, welche fiir die
Herstellung solcher Biochips geeignet sind, sowie Verfahren
zur Herstellung der genannten Probentridger oder Biochips.

Des weiteren betrifft die Erfindung diagnostische Verfahren

3. 3. Py

unter Ver der erfi Biochips, sowie die

Verwendung der erfindungsgemifen Biochips oder der genann-
ten diagnostischen Verfahren in verschiedenen medizinischen

Bereichen.

Die labormedizinische Diagnostik bildet eine wichtige
Grundlage fiir medizinische Behandlungen. Durch die zuneh-
mende Anzahl der zur Verfligung stehenden diagnostischen
Marker-Molekiile werden die Méglichkeiten der labormedizini-
schen Diagnostik stindig erweitert. Wegen des Umfanges der
vorzunehmenden Nachweisreaktionen, der hohen Dringlichkeit
sowie aus wirtschaftlichen Griinden werden bevorzugt automa-
tisierte Analyseverfahren eingesetZt, welche eine grofie An-
zahl von verschiedenen Analysen in kurzer Zeit bewidltigen

kénnen.

Ausgangsmaterial fiir die labormedizinische Analyse des Ge-
sundheitszustandes eines Patienten sind in der Regel K&r-
perfliissigkeiten, wie Vollblut, Plasma, Serum, Urin, Asci-
tes, Fruchtwasser, Speichel, Liquor usw., oder Gewebeproben
der verschiedenen Organe. Der behandelnde Arzt entnimmt dem

JP 2004-517297 A 2004.6.10
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Patienten die Probe, unterwirft diese ggf. einer speziellen
Behandlung, z. B. durch Zentrifugation, und dberfiihrt die
Patientenprobe danach. in ein Probenréhrchen, in welchem die
Probe versendet oder bis zur Durchfithrung der Analyse gela-
gert werden kann.

2bhéngig vom zu analysierenden Parameter, d. h. der zu ana-
lysierenden Komponenten (Analyten), kann die Probe entweder
bei Raumtemperatur, oder sie muff gekiihlt oder in gefrorenem
Zustand gelagert werden. Bei Langzeitlagerung, d. h. bei
Lagerung iiber eine Zeitdauer von mehreren Wochen, Monaten
oder Jabhren, miissen die Patientenproben bei -20°C oder bei
tieferer Temperatur eingefroren werden, um eine Degradation
der Analyte zu vermeiden. Hauptursache fiir die bei Raumtem-
peratur auftretende Degradation sind die in dem fliissigen
Probenmaterial enthaltenen Enzymaktivit&ten.

Typische Probenvolumina fiir die Langzeitlagerung liegen bei
mindestens 500 pl. Falls nach einer ersten Analyse zu einem
spdteren Zeitpunkt oder zu unterschiedlichen spiteren Zeit-
punkten weitere analytische Bestimmungen durchgefiihrt wexr-
den sollen, dann miissen, ausgehend von der urspriinglich er-
folgten Blutabnahme, mehrere 500-pl~-Proben hergestellt und
aufbewahrt bzw. tiefgefroren gelagert werden. Diese Proben
nehmen relativ viel Platz in Anspruch, wodurch eine Lage-
rung iiber einen léngeren Zeitraum relativ teuer wird. Aus
diesem Grund wird eine Langzeitlagerung von Patientenproben
in der Regel nicht praktiziert. Dadurch muf allerdings auf
die Méglichkeit verzichtet werden, zu einem spiteren Zeit-
punkt auf eine frither entnommene Probe zuriickgreifen zu
konnen. Dies ist in vielen Fillen witnschenswert oder sogar
notwendig, wenn es darauf ankommt, den aktuellen Zustand
eines Patienten, bezogen auf einen bestimmten diagnosti-
schen Parameter, mit einem fritheren Zustand bei demselben
Patienten zu vergleichen. Gegebenenfalls kaon es auch sinn-
voll sein, mehrere frithere Zustinde eines Patienten von

JP 2004-517297 A 2004.6.10



—m —m ~m @ @ @ @ @ ™@ ™@ ™@ & & s & & & & /s s /s /s /s /s /o

(20)

WO 01/84150 PCT/EP01/02851

verschiedenen Zeitpunkten zu erfassen, um eine Trendanalyse
flir den betreffenden Parameter durchzufiihren. Solche Ver-
gleiche sind allerdings nicht méglich, wenn der/die betref-
fende(n) diagnostische(n) Test(s) zu dem/den fraglichen
fritheren Zeitpunkt(en) nicht durchgefiithrt wurde(n) oder
werden konnte(n), und eine Aufbewahrung der urspriinglichen
Probe(n) nicht erfolgt war.

Fiir die Analyse des G dheit d eines Patienten

werden in der Labormedizin derzeit verschiedenste Verfahren
angewandt. Hierzu gehdren vor allem die Aktivitadtsbestim-~
mung von Enzymen, spezielle Fiarbereaktionen, immunchemische
Verfahren, cytologische Verfahren und molekularbiologische
Verfahren. In den letzten Jahren haben vor allem die immun-
chemischen Verfahren an Bedeutung gewonnen und viele kon-
ventionelle Verfahren abgel&st. Auch molekularbiologische
Verfahren finden verstidrkt Eingang in die Routinediagno-
stik.

Die gegenwirtig verwendeten immunchemischen Analysensysteme
basieren auf antigen-Antikérper-Reaktionen, welche meist in
einem Volumen von ca. 10-500 nl ablaufen. Dabei wird die
Patientenprobe (Rérperfliissigkeit etc.), welche den zu be-
stimmenden Analyten, in diesem Fall ein Antigen, enthilt,
zusammen mit einem fiir diesen Parameter spezifischen Anti-
kérper, welcher nur diesen Analyten erkennt und bindet, in-
kubiert. Das Produkt aus dieser Antigen-Antikérper-Reaktion

ist ein Komplex, welcher Antikérper-gebund Antigene ent-

hélt. Je héher die Antigen-Konzentration in einer Patien-
tenprobe ist, desto hdher ist auch die Konzentration an ge-~
bildeten Antigen-Antikérper-Komplexen. Diese Antigen-Anti-
kérper-Reaktionen finden in derzeitigen Testsystemen entwe-
der frei in Ldsung statt (Nachweis mittels Turbidimetrie
oder Nephelometrie), oder sie werden auf antigenspezifi-
schen Oberflichen durchgefithrt (z., B. RIA, ELISA). Nach er-

JP 2004-517297 A 2004.6.10
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folgter Antigen~Antikérper-~Reaktion befinden sich im ersten
Fall die Antigen-Antikdérper-Komplexe in L&ésung, im zweiten
Fall sind sie an eine Fegtphase, meist eine RKunststoffober-
fléche, gebunden. Die Detektion und Quantifizierung wvon An-
tigen-Antikdrper-Komplexen erfolgt bei der Turbidimetrie
bzw. Nephelometrie durch Triibungsmessung, beim RIA (Radio-
immunoassay) durch Radioisotop-markierte Antikdrper in Ver-
bindung mit radiometrischer Detektion, beim ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assay) und LIA mit enzymmarkierten An-
tikérpern in Verbindung mit der Detektion enzymkatalysier-
ter Farbreaktionen. Mittels dieser Testsysteme lassen sich
Analyt- bzw. Antigenkonzentrationen im Bereich von bisg zu 1
po/ml nachweisen (Protein).

An der Miniaturisierung und Automatisierung der oben ge~
nannten, in der Labortechnik etablierten Analysesysteme
wird derzeit intensiv geforscht. So sind im Laufe der letz-
ten Jahre verschiedene miniaturisierts, festphasen-gebunde-
ne Testsysteme entwickelt worden, welche wegen ihrer gerin-
gen Gréfe in Anlehnung an Computer-Chips als "Biochips" be-
zeichnet werden. Die Grdfe eines solchen Biochips liegt ty-
pischerweise zwischen 0,25 und 9 em?. In der Literatur be-
schriebene Biochips bestehen aus einer festen Matrix aus
Glas (S.P.A. Fodor et al.: Light-directed, spatially
addressable parallel chemical synthesis; Science 251 (Feb.
1991), S. 767-773); C.A. Rowe et al.: An array immunosensor
for simultaneous detection fo c¢linical analytes; Analytical
Chemistry Vol. 71 (Jan. 15, 1939) S. 433-439; L.G. Men-~
doza et al.: High-throughput microarray-based enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA); BioTechniques 27 (Oct. 1899),
S. 778-788), Nylon- oder Nitrocellulose-Membran, Silikon
{J. Cheng et al.: Chip PCR. Nucleic Acids Research Vol. 24
(1996) S. 380-385) oder Silicium. Uber verschiedene Linker-
Molekiile kénnen Biomolekiile, z. B, DNA, Peptide oder Pro-
teine, kovalent an diese Matrices gekoppelt werden. Auf ei-
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ner Fliche von 3,6 cm? kénnen bis zu 10000 verschiedene
Biomolekiile aufgebracht werden, was eine mikrometergenaue
Adressierung der Biomolekiile auf gpezielle, voneinander ge-
trennte Areale der Matrix erfordert. Dies kann beispiels-
weise durch eine photolithographisch gesteuerte Synthese
der Biomolekiile (S.P.A. Fodor et al,.: Light-directed, spa-
tially addressable parallel chemical synthesis; Science 251
{(Feb. 1991}, S. 767-773) oder durch Aufspotten der Biomole-
kiile mittels feinmechanischer, mikroprozessorgesteuerter
programmierbarer Pipettierroboter erreicht werden (L.G.
Mendoza et al.: High-throughput microarray-based enzyme-
linked immunosorbent assay (ELTSA); BioTechniques 27 (Oct.
1999), S. 778-788; M. Eggers et al.: A microchip for quan-
titative detection of molecules utilizing luminiscent and
radioisotope reporter groups; BioTechniques 17 (1994) S.
516~-523).

Mittels der festphasengebundenen Biomolekiile kénnen an-

schliefend die in Patient ): enthal » Zu analysie-
renden Analyte gebunden vnd mit geeigneten Detektionssyste-
men nachgewiesen und quantifiziert werden.

Als Detektionssysteme mit bhoher Empfindlichkeit werden =z.
B. charge-coupled-device (CCD)~-Rameras (L. G. Mendoza et
al., M. Eggers et al.; a, a. 0.), Phototransistoren (T. Vo-
Dinh et al.: DNA biochip using a phototransistor integrated
circuit; Analytical Chemistry 71 (1999) S. 358-363) und
Fluoreszenz-Detektoren (S.P.A. Fodor et al.; a. a. 0.) ver-

wendet.

Die oben beschriebenen Biochips werden zur Zeit ausschlief-
lich fiir Forschungszwecke eingesetzt, z. B, fiir die DNa-
Sequenzierung, die Gen-Expressionsanalyse, die Genmutati-
onsanalyse und Proteinbindungsstudien, z. B. Antikérperbin-
dungsstudien.

Bei der Genexpressionsanalyse (M. Schena et al.: Quantita-

tive monitoring of gene expression patterns with a comple-~
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mentary DNA microarray; Science 270 (20 Oct 1995) S. 467~

470) werden DNA-Sequenzen, die zu bestimmten Genen komple-
mentdr sind, mit Hilfe eines Pipettierroboters auf die Ma-
trix eines Chip-Rohlings aufgespottet, wobei jeder einzelne

Spot ein bestimmtes Gen tiert. Anachliefiend wird

aus der zu unter; hend probe mRNA isoliert, mit
einem Fluoreszenzfarbstoff markiert und auf den gesamten
Biochip aufgetragen. Danach kann die Bindung von markierten
mRNA-Molekiilen an bestimmten Stellen des Biochips nachge-
wiesen werden. Nach erfolgter Analyse wird der Biochip ver-
worfen, da er mit der mRNA-Probe kontaminiert ist.

Auf &hnliche Welise kdénnen Biochips zur DNA-Sequenzanalyse

=

und zZur G tatio: lyse ver werden.

Fiir die immunchemische Analyse von Probemmaterial ist von
Mendoza et al, (a. a. O.) ein Prototyp eines miniaturisier-
tes Testsystems beschrieben worden. Die Autoren verwendeten
eine spezielle Glascbjekttriger mit 96 Vertiefungen
("wells"), wobei jede Vertiefung mittels eines Pipettierxo-
boters und eines Kapillar-Druckverfahrens mit einem Punkt-
muster, bestehend aus 144 verschiedenen Antigenen, bedruckt
wurde. Nach Inkubation mit antikérperhaltiger Ldsung kénnen
diejenigen Punkte, an denen Antigen-Antikdrper-Komplexe ge-
bildet wurden, mittels einer CCD-Kamera nachgewiesen wer-

den.

Somit beschriénken sich die aus dem Stand der Technik be-
kannten Biochips auf solche Ausfiihrungsformen, bei denen
spezifische, ausgewdhlte oder speziell synthetisierte Mole-
kiille auf einer festen Matrix in einer definiexrten, miniatu-
risierten Anordnung aufgetragen und gebunden werden. Diese
Molekiile dienen dazu, in einem heterogenen Gemisch, z. B.
der Patienten-Probe, die Anwesenheit bestimmter Analyte
nachzuweisen. Das bedeutet, daf diese Biochips testspezi-

fisch sind, 4. h. sie ermdglichen nur diejenigen Nachweis-
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reaktionen, die durch die auf dem Chip befindlichen Nach-
weis~Molekiile vorgegeben sind.

Diese Vorgehensweise ist im Hinblick auf labordiagnostische
Anwendung mit verschiedenen Nachteilen verbunden. Zwar ist
es dadurch mdglich, eine Vielzahl von verschiedenen Bestim-
mungen gleichzeitig vorzumnehmen, allerdings ist f£iir eine
konkrete Fragestellung meist nur eine limitierte Anzahl von
Parametern, d. h, von Analyten, relevant. Dies bedeutet,
daff die Mehrzahl der auf einem solchen Chip befindlichen
Nachweis-Mclekitle ungenutzt bleibt oder nicht von Interesse
ist. Zudem ist zu bedenken, daf ein derartiger Biochip nach
Inkubation mit der Patientenprobe in der Regel unbrauchbar
fir weitere Analysen ist, Aus diesen Griinden ist die Ver-
wendung von Biochips der beschriebenen Art fiir Routinenach~
weisverfahren in der Labormedizin wenig geeignet und nicht

kosteneffektiv einzusetzen.

Ferner wird bei den bisher bekannten Biochips fiir jede wei-
tere durchzufithrende Analyse erneut Patienten-Proben-
material bendtigt. Dies hat zur Folge, daff der Patient ge-
gebenenfalls mehrmals zur Blutentnahme erscheinen muR, was
sowohl fiir den Arzt als auch fiir den Patienten mit gewissem
Aufwand verbunden ist. Falls eine bestimmte Untersuchung
mit einem bereits gewonnenen Probenmaterial zu einem spite-
ren Zeitpunkt wiederholt werden soll, ist eine zwischen-
zeitliche Lagerung des Probenmaterialg in fliisgigem bzw.
gefrorenem Zustand erforderlich, mit den eingangs beschrie-

benen Nachteilen.

Infolge dexr fortschreitenden Entwicklung werden laufend
nevartige Nachweisreaktionen zugdnglich gemacht. Um die aus
dem Stand der Technik bekannten Biochips fiir solche neuent-
wickelten Nachweisreaktionen einsetzbar zu machen, miiRten
diese sténdig aktualisiert werden, was ziemlich aufwendig
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ist und zudem nur mit einer gewissen zeitlichen Verzdgerung
méglich ist.

H3ufig steht zum Zeitpunkt des Verfiigharwerdens einer neu-
artigen Nachweismethode das urspriingliche Probemmaterial
eines bestimmten Patienten nicht mehr zur Verfiigung, so daf
eine zeitliche Verdnderung des interessierenden labormedi-
zinischen Parameters meist nicht untersucht werden kann, da
die léngerfristige Aufbewahrung von Patienten-Probenmateri-~
al problematisch ist. Die im Stand der Technik bekannten
Biochips kénnen zur Ldsung dieses Problems keinen Beitrag

leisten.

Die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe hestand deshalb
darin, ein miniaturisiertes Analysensystem in Form eines
Biochips fiir diagnostische Zwecke zur Verfiigung zu stellen,
welches die mehrmalige Durchfiihrung von analytischen Nach-~
weisverfahren, auch in gréfieren zeitlichen Abstinden, an
demselben. Patienten-Probenmaterial ermdglicht. Ferner soll
dieser Biochip eine platzsparende Aufbewahrung und Archi-
vierung des Probenmaterials iiber einen lingeren Zeitraum
hinweg ermdglichen.

Ferner bestand die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe
darin, ein Verfahren bereitzustellen, welches die automati-~
sierte Durchfiihrung von Machweisreaktionen mit einem Bio-
chip, der die obigen Voraussetzungen exrfiillt, erméglicht.
Das Verfahren sollte in hohem MaBe flexibel sein, d&. h.
leicht auf andere, urspriinglich nicht vorgesehene Nachweis-
reaktionen adaptierbar sein. AuRerdem sollte das Verfahren
die wiederholte Untersuchung desselben Probenmaterials in
zeitlichen Abstinden erméglichen.

Uberraschenderweise hat sich herausgestellt, daf die ge-
nannten Probleme durch einen Biochip nach Anspruch 1 und
durch ein diagnostisches Nachweisverfahren gemif Anspruch

17 geldst werden. Die Unteranspriiche betreffen weitere Aus-~
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fithrungsformen der Erfindung, welche ebenfalls die genannte
Aufgabe lésen.

Gemaf Anspruch 1 umfaft der erfindungsgemife Biochip einen
Probentriger aus einer festen Matrix, auf dessen Oberfliche
das zu analysierende, aus einem bicloglschen Organismus

1 i,

ial g igt. Das zu analysierende

8 de Pr
Probenmaterial ist alsc an eine Festphase gsbunden.

Im Gegensatz zu den durch den Stand der Technik bekannten
Biochipsg sind im vorliegenden Fall nicht spezifisch ausge-
wihlte oder synthetisierte Molekiile an die Chip-Oberfliche
gebunden, sondern das Prcbenmaterial selbst, z. B. eine
Kérperfliissigkeit, welches eine heterogene Mischung ver-
schiedener Biomolekiile darstellt. Der erfindungsgemidfe Bio-
chip stellt folglich einen patienten- oder patientenproben-
spezifischen Chip dar, widhrend es sich bei den bisher be-
kannten Biochips um testspezifische, d. h. nachweisspezifi-~
sche Biochips handelt.

Die Bindung des Prohemmaterials kann direkt an die Oberfla-
che der Matrix des Probentrigers erfolgen. Vorzugsweise ist
die Matrix bzw. die Oberfliche des Probentridgers durch che-
mische oder physikalische Verfahren vorbehandelt, um die
Bindungsfdhigkeit der Oberfliche fir das Probenmaterial zu
verbessern. Geeignete Methoden hierfiir sind dem Fachmann
bekannt, z. B. Atzung oder Anrauhen.

Der allgemeine Aufbau der erfindungsgemifen Biochips ist
aus Fig. 1 A ersichtlich, welche einen Biochip (a) im
Schnitt darstellt, bestehend aus einem Probentridger (b) und

darauf gebu Prob rial (2). Der Probentridger be-

steht im wesentlichen aus einer festen Matrix (1).

Die Bindung des Probenmaterials kann optional auch mittels
einer auf der Oberfliche des Probentrigers aufgebrachten
Schicht von Linker-Molekiilen (Linker-Schicht) erfolgen.
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Der schematische Aufbau eines derartigen Biochips (a) ist
aus Fig. 1 B ersichtlich, welche einen aus einer festen Ma-
trix (1) und einer darauf befindlichen Linker-Schicht (3)
bestehenden Probentrédger (b) im Schnitt darstellt, auf des-
sen Oberflidche das Probenmaterial (2) iiber die Linker-
Schicht gebunden ist.

Die diagnostische Nachweisreaktion wird bei den erfindungs-
gemidfen Biochips prinzipiell auf die Weise durchgefithrt,
daf die zum Nachweis geeigneten Molekiile auf sehr kleine
Areale des mit dem Probenmaterial beschichteten Biochips
aufgebracht werden, wie weiter unten ausfithrlich beschrie-
ben wird. Auf diese Weise ist es moglich, gleichzeitig oder
nacheinander verschiedene Areale der Oberfliche des Bio-
chips mit unterschiedlichen diagnostischen Nachweisreagen-

zien zu behandeln.

Da bei den erfindungsgemi@fen Biochips das zu analysierende
Probenmaterial, und nicht die zum Nachweis dienenden Mole-
kiile, an die Oberfliche des die Matrix des Biochips bilden-
den Probentrigers gebunden sind, ist die Verwendung und das
Einsatzgebiet eines solchen Chips nicht herstellungsbedingt
auf bestimmte ausgewshlte diagnostische Molekiile be~
schrinkt. Vielmehr erfolgt die Auswahl der sinnvollen oder
benttigten diagnostischen Nachweisreagenzien exst widhrend
der Anwendung des Nachweisverfahrens. Dadurch wird eine ho-
he Anwendungsflexibilitédt erreicht.

Bei den erfindungsgemifen Biochips ist das zu analysierende
Probenmaterial auf der Oberfliche deg Probentrigers gebun-
den. Das Probenmaterial liegt dabei im getrockneten Zustand
vor und ist deshalb selbst bei Raumtemperatur stabil lager-
fahig. Da es sich bei den erfindungsgemifen Biochips um mi-
niaturisierte Systeme handelt, wird auf diese Weise eine
raumsparende und kostenginstige aufbewahrung und Archivie-
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rung von Patienten-Probemmaterial erméglicht. Auf diese

Weise kann eine grofe Zahl der erfind AR pati -
spezifischen Biochips auf kleinem Raum aufbewahrt werden
und steht fiir die Durchfiihrung von mehrfachen analytischen

Nachweisreaktionen zur Verfiigung.

Die Archivierbarkeit, in Verbindung mit der Mdglichkeit,
mehrere Nachweisreaktionen an verschiedenen Stellen der
Chip-Oberfliche unabhingig voneinander vorzunehmen, gestat-~
tet es, die Anwesenheit eines bestimmten diagnostischen
Markers bei einem bestimmten Patienten oder in einer be-
stimmten Probe eines Patienten in verschiedenen Zeitabstdn-
den zu untersuchen. Insbesondere ist es von Vorteil, daR
solche diagnostischen Untersuchungen selbst dann noch zu
einem spiteren Zeitpunkt méglich sind, wenn diese nicht ur-
spriinglich, d. bh. zum Zeitpunkt der Probenentnahme, geplant
waren. Dies trifft besonders auf solche Nachweisreaktionen
zu, die erst zu einem spiteren Zeitpunkt entwickelt worden
sind.

Vorzugsweise enthidlt jedes einzelne Exemplar eines erfin-
dungsgemifen Biochips Probenmaterial, welches jeweils aus
einem bestimmten, individuellen biologischen Organismus ge-
wonnen wurde, Z. B. Probenmaterial, welches aug einem be-
stimmten Patienten stammt. Als weitere biologische Organis-
men, aus welchen geeignetes Probemmaterial gewonnen werden
kann, kommen neben dem Menschen auch Tiere, Pflanzen, Pilze
und Mikroorganismen in Frage.

Als Probemmaterial, welches an die Oberfliche des Biochips
gebunden ist, werden vorzugsweise Kérperfliissigkeiten ver-
wendet, wie z. B. Vollblut, Plasma, Serum, Urin, Ascites,
Fruchtwasser, Speichel, Liguor, Lavagematerial aus Kérper-
hohlrdumen oder bronchoalvecldre Lavage. Ebenso kénnen Ge-
webe- oder Organproben, oder Bestandteile, Zellen, Fraktio-
nen, Zellaufschluf-Material, Konzentrate oder Extrakte aus
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den genannten Fliissigkeiten oder Gewebe-~ oder Organproben
verwendet werden., In bestimmten F#llen kann es angebracht
sein, die Probe so vorzubehandeln, daR die interessierenden
Analyten, sofern in der Probe vorhanden, darin angereichert

werden. Beispielsweise werden fiir eine Serumanalyse die fe-

sten Bestandteile der Blutprobe durch Zentrifugation abge-
trennt; anschliefend kann das so gewonnene Serum alg Pro-
benmaterial auf die Oberfliche des Probentrigers aufgetra-

gen und gebunden werden.

Bei einer besonders vorteilhaften Ausfithrungsform ist die
Oberfliche des erfindungsgemiifen Probentrigers, welche mit
dem Probenmaterial beladen ist, in Mikroareale unterglie-
dert. Dabei handelt es sich um sehr kleine Flichenbereiche,
die eng nebeneinander angeordnet sind, aber voneinander ab-
gegrenzt sind. Ublicherweise ist die Oberfliche in eine
Vielzahl solcher ﬁikroareale untergliedert, bevorzugt in
nmindestens 100 Mikroareale pro cm?. Fiir bestimmte Anwen-
dungszwecke kann auch eine geringere Anzahl von Mikroarea-
len pro Flicheneinheit ausreichend sein, z. B. 10 big 100
Mikroareale pro cm?. Die Mikroareale kénnen vorzugsweise
als Vertiefungen ausgestaltet oder durch hydrophcbe oder
nicht benetzbare Grenzbereiche voneinander abgegrenzt sein.
Durch die Ausstattung des Probentrdgers mit hydrophcben
oder nicht benetzbaren Grenzbereichen kann erreicht werden,
daf in diesen Bereichen keine Bindung von Probenmaterial
stattfindet, so daf diese zwischen den einzelnen Mikroarea-
len befindlichen Grenzbereiche frei von Probenmaterial
sind. Die Ausbildung der Mikroareale wird in den Fig. 2 und
3 weiter unten beispielhaft erlautert.

Durch die Unterxteilung der Chip-Oberfliche in Mikroareale
wird die Durchfihrung der analytischen Nachweisreaktionen
verbessert, da durch diese Mafnahme das Auffinden und Be-
handeln einzelner Stellen durch einen Pipettierroboter er-
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leichtert wird. Insbesondere, wenn die Mikroareale in Form
eines regelméBigen @itters oder Rasters angeordnet sind,

kénnen einzelne Mikroareale t d ihrer Koordi iden-

tifiziert und adressiert werden. Dadurch wird das selektive
Auftragen von Nachweisreagenzien auf einzelne Stellen des
Biochips unter Verwendung eines Pipettierroboters verein-
facht. Gleichzeitig wird durch die Unterteilung der mit
Probenmaterial beschichteten Chip-Oberfléche die Nachweis-
sicherheit erhdht bzw. das Risiko von unerwiinschten Reak-
tionen oder Kontaminationen verhindert, da die einzelnen
Mikroareale durch Grenzbereiche voneinander abgetrennt

gind, oder in Form von Vertiefungen vorliegen.

Der Probentriger des erfindungsgemifien Biochips, an dessen
Oberfliche das Probenmaterial gebunden werden kann, besteht
im wesentlichen aus einer festen Matrix. Als Grundmaterial
fiir die Matrix des Probentrégers kommen beispielsweise Si-
likon, Kunststoffe (z. B. Polyvinylchlorid, Polyester, Po-
lyurethane, Polystyrol, Polypropylen, Polyethylen, Poly-
ethylentherephthalat, Polyamide, Nitrocellulose) ocder Glas
in Frage, jedoch kdénnen auch andere feste Materialien ver-
wendet werden. Bevorzugt werden transparente feste Materia-
lien verwendet. Allerdings ist bei der Auswahl des Matrix-
Materials darauf zu achten, daf dieses fiir die dauerhafte
Bindung des beabsichtigten Probenmaterials geeignet ist.
Der Probentriger kann auch ein Laminat aus mindestens zwei
unterschiedlichen Matrixmaterialien sein, wobei vorzugswei-
se eine der beiden Schichten eine starre Trigerschicht bil-
det, und die andere Schicht als Oberfliche fiir die Bindung
des Probenmaterials dient.

Wie bereits erdrtert, ist es besonders vorteilhaft, wenn
die Oberfliche des Probentrigers, an welche das Probenmate-
rial gebunden werden soll, in Mikroareale untergliedert
ist.
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Die #uferen Abmessungen des erfindungsgemifen Biochips wer-
den so gewidhlt, daf das Erfordernis der Miniaturisierung
erfiillt wird. Die Fliche eines solchen Biochips, oder eines
Probentrigers filir die Herstellung eines solchen Biochips,

sollte hdchstens 10 cm?, vor g ige héch 4 cm?+ be-

sonders bevorzugt hdchstens 1 om? betragen.

Bevorzugt ist der Probentrédger bzw. der Biochip als flachi-
ges Gebilde, besonders bevorzugt mit quadratischem oder
rechteckigem Umrif, ausgestaltet. Aber auch andere geome-
trische Formen kdmnen in Frage kommen, zZ. B. runde bzw.
kreisférmige Probentriger bzw. Biochips.

Die Dicke des flichigen Probentrigers betridgt vorzugswelise
weniger als 3 mm, besonders bevorzugt weniger als 1 mm. Im
Einzelfall k& die &Huf Ab; des Biochips so

gewdhlt werden, daf diese kompatibel zu bereits vorhandenen
Pipettierrcbotern bzw. Analysenautomaten sind und die Ver-
wendung der erfindungsgemifen Biochips in solchen Gerdten

erméglichen.

Zur Herstellung eines erfindungsgemifien Biochips wird die
Oberfliche eines Probentrigers mit dem biologischen Proben-~
material beschichtet und dieses Material an die Oberfliche

des Prob dgers gek wobei es sich um eine kovalente

oder nicht-kovalente Bindung handeln kann. Um bei Verwen-
dung bestimmter Matrixmaterialien als Probentriger die F&-
higkeit zur Bindung von Probemmaterial bzw. von Biomolekii-
len zu verbessern, kann es angebracht sein, diese Materia-
lien bzw. die Oberfliche des Probentrigers einer Vorbehand-
lung mittels chemischer oder physikalischer Methoden zu un-
terziehen (z. B. Atzung), wodurch das Bindungsvermégen er-
héht wird. Des weiteren kamn durch chemische oder physika-
lische Vorbehandlung die Oberfliche des Probentrigers ver-
grifert werden, welches zu einer Erhdhung der Bindungskapa-
zit4t fithrt. Hierfiir geeignete Methoden sind dem Fachmann
bekannt.
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GemdR einer bevorzugten Ausfithrungsform der Erfindung kann
die Oberfliche des Probentridgers vor dem Auftragen des Pro-
benmaterials mit einer Linker-Schicht versehen werden, um
die Bindung des Probemmaterials bzw. der darin enthaltenen
Analyten (z. B. Biomolekiile oder Zellen) an die Oberfliche
des Probentrigers zu verbessern, oder um eine sslektive
oder bevorzugte Bindung bestimmter Analyte oder Gruppen
bzw. Klassen von Analyten zu bewirken. Auf diese Weise kann
eine Anreicherung oder Vorselektion bestimmter Analyte oder

Gruppen von Analyten erreicht werden. Als Linker werden da-

a A

bei solche chemischen Verbi verst die einer-

seits in der Lage sind, eine feste Bindung mit der Oberfl&~
che des Probentrédgers, d. h. mit dessen Matrismaterial,
einzugehen, und andererseits in der Lage sind, biologisches
Probenmaterial zu binden oder selektiv bzw. bevorzugt zu
binden.

Vorzugsweise kann die Oberfliche des Probentrigers mit ei-~
ner Schicht aus Linker-Molekiilen versehen werden, welche
die selektive Bindung oder Anreicherung bestimmter Gruppen
von biologischen Makromolekiilen, vorzugsweise von Protei-
nen, Peptiden, Glykoproteinen, Zuckern, Lipiden, Nuclein-
sauren, oder die Bindung oder Anreicherung von Zellen oder
bestimmten Zelltypen oder Zellpopulationen ermdglichen.
Ferner kann es auch vorteilhaft sein, wenn verschiedene
Teilbereiche der Oberfliche eines Probentrédgers mit unter-
schiedlichen Typen von Linkermolekiilen beschichtet werden.
Auf Qiese Weise ist es mdglich, eine Vorselektion und rdum-
liche Trennung der z., B. in einer Patientenprobe vorhande-
nen Analyten (z. B. verschiedene Klassen biologischer Ma-

kromolekiile} vorzunebmen.

Als Linker-Molekiile lassen sich beispielsweise (L.C.
Shriver-Lake; Antibody immobilization using heterobifunc-
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tional crosslinkers; Biosensors & Bioelectronics Vol. 12
(1997), S. 1101-1106) einsetzen: N-succinimidyl~4-male-
imidobutyrat (GMBS; zur Bindung von Aminogruppen), 4-(N-
maleimidomethyl)-cyclohexan-l-carboxylhydrazid~HC1l (M2C2H;
zur Bindung von Zuckerresten), oder Antikérper mit bekann-
ten Bindungsspezifitdten zur Bindung verschiedenster Makro-

molekiile oder Zellen bzw. Zelltypen.

Wie bereits erwdhnt, ist es vorteilhaft, wenn die Oberfla-
che des Probentridgers bzw. des Biochips in Mikroareale un-
terteilt ist. Diese Unterteilung kann, auRer durch die be-
reits beschriebenen Methoden, auch durch eine diskontinu-
jerlich ausgebildete Linker-Schicht erreicht wexden. Dabei
werden Mikroareale aus linkerhaltigen Fl&chen und dazwi-

schenliegenden linkerfreien Zonen gebildet, wobei vorzugs-

weise mindestens 100 Mikroareale pro cm? vorhanden sind.

Die Herstellung eines Probentrigers, dessen Oberfliche zur
Bindung von Probemmaterial geeignet und vorzugsweise in Mi-
kroareale unterteilt ist, kann auf verschiedene Weise er-
folgen. Fiir die Herstellung von Flichenstiicken mit den fér
Biochips geeigneten Ausmafen wird das iiblicherweise grofi-
formatig vorliegende, flichenférmige Matrix-Rohmaterial
{Glas, Kunststoff etc.) mittels bei:annter mechanischer Ver-
fahren auf entaprechende Weise zerteilt, wodurch Probentré-
ger erhalten werden. Alternativ kann das entsprechende Ma-
trix-Rohmaterial auch verflissigt werden und anschliefend
in entsprechende Formen gegossen werden, z. B. durch

Spritzgiefverfahren, um Probentridger herzustellen.

Die genannten Mikroareale bzw. die dazwischen liegenden
Grenzbereiche lassen sich beispielsweise durch physikali-
sche Methoden erzeugen, z. B. durch Gravur, Stanzung, Pri-
gung oder Druck, oder durch chemische Methoden, wie Atzung
oder Auftragung hydrophober Schichten. Ferner ist es még-
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lich, unter Zuhilfenahme eines Pipettierroboters Linker-
Schichten in Form von Mikroarealen auf die Oberfliche von
Probentrigern aufzutragen. Auch verschiedene bekannte
Druckverfahren kénnen adaptiert werden, um die Erzeugung
der erfindungsgemifen Mikroareale zu erméglichen. Schlief-
lich lassen sich die genannten Methoden auch kombiniert
einsetzen. Ferner kann die Untergliederung in Mikroareale
schon an dem flichig vorliegenden Matrix-Rohmaterial vorge-
nommen werden, welches anschliefend auf beschriebene Weise

in einzelne Probentriger zerteilt wird.

Die erfindungsgemifen Biochips sind besonders fiir die Ar-
chivierung und mehrmalige diagnostische aAnalyse von Prcben-
material aus jeweils einem bestimmten Patienten geeignet
("patientenspezifischer” Biochip). Um die Archivierung sol-

cher Chips und deren automatische Prozessierung und Auswer-—

tung in Analy tomaten zZu erleich n bzw. zZu 6gli~
chen, wird gemidf einer weiteren Ausfihrungsform der Erfin-
dung vorgeschlagen, daf der Biochip bzw. ein entsprechender
Probentrdger mit Mitteln ausgestattet ist, die eine Identi-
fizierung des Biochips oder die Speicherung von patienten-
bezogenen Daten oder die Speicherung von Analysendaten er-
méglichen. Dies kann vorzugsweise mittels eines maschinen-
lesbaren Bar-Codes, eines maschinenlesbaren Magnetstrei-
fens, eines digitalen Speicherelements oder eines anderen
computerlesbaren Speichermediums erfolgen. Insbesondere
wenn grofle Zahlen von patientenspezifischen Biochips archi-
viert oder prozessiert werden miissen, ist die vorstehend
beschriebene Ausfiihrungsvariante vorteilhaft.

Das Vorhandensein eines Mittels zur Datenspeicherung auf
dem Biochip erm8glicht es beispielsweise dem Arzt oder La-

3 1

borarzt, der die Pr t und geb falls das Auf-

tragen des Probemmaterials auf den Probentriger vornimmt,

z. B. patientenbezogene bDaten oder Daten zur Probenentnahme
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auf dem Biochip zu speichern. Ferner ist es dadurch auch
méglich, Analysenergebnisse bzw. deren Auswertung zu spei-
chern, so daf auch die Informationen iiber bereits frither
durchgefithrte Analysen gespeichert werden kdénnen.

Die Erfindung umfaft ferner diagnostische Nachweisverfah-

ren, welche Verfahrensschritte zur Herstellung eines Bio-

3

chips unter Ver von Prob erial, sowie Verfah-

rensschritte zur Durchfithrung diagnostischer Nachweisreak-
tionen und zu deren Auswertung umfaft.

Zunidchst werden Kérperfliissigkeiten, Gewebeproben oder dgl.
aus einem Patienten oder einem anderen Organismus gewonnen
und, falls erforderlich, einer Vorbehandlung unterzogen (z.
B. Zentrifugation, Kopzentration usw.). Falls erforderlich,
wird das Probemnmaterial in einem geeigneten Puffer oder L&-
sungsmittel suspendiert oder geldst. Zur Herstellung eines
Biochips wird dieses Probemmaterial, vorzugsweise in flis-
siger Form, auf die Oberfliche eines erfindungsgemifien Pro-
bentrigers aufgetragen, z. B. mittels Pipette oder durch
Eintauchen. Nach einer kurzen Inkubationszeit von wenigen

Minuten, z. B. 1 bis 10 min, wird gegebenenfalls das i{iber-

g

ige Prob terial entfernt (z. B. durch Absaugen}.
Anschlieffend wird eine Trocknung durchgefithrt, vorzugsweise
bei leicht erhdhten Temperaturen (30-60 °C), wodurch die
Bindung des Probenmaterials bzw. der darin enthaltenen Ana-
lyte (z. B. Biomolekiile) an die Oberfliche des Probentri-
gers oder gegebenenfalls an die Linker-Schicht erfolgt. Die
vorstehend genannten Verfahrensschritte kdénnen von dem
Arzt, welcher das Probenmaterial entnimmt, vorgenommen wer-
den, oder von medizinischem Hilfspersonal.

Die so erhaltenen patienten- oder probenspezifischen Bio-
chips kénnen anschlieffend trocken bei Raumtemperatur gela-
gert werden und stehen fiir eine sofortige oder spédtere Ana-

lyse bereit.
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Zur Durchfithrung von analytischen Nachweisreaktionen an ei-
nem solchen mit Probenmaterial beschichteten Biochip werden

in den nachfolgenden Schritten die o h Nachweisrea-

genzien vorzugsweise unter Verwendung eines Pipettierrcbo-
ters auf einzelne Stellen oder auf einzelne Mikroareale
dieses Biochips aufgetragen. Als Nachweisreagenzien kommen
beispielsweise Antikdrper, Antigene, sequenzspezifische An-
tikdrper, Lektine, DNA-Sonden, niedermolekulare Liganden,
Hormone, Biomolekiil-bindende Farbstoffe oder andere spezi-
fisch bindende Molekiile in Frage.

Die genannten Stellen oder Mikroareale des Biochips werden
fiir eine bestimmte Zeit und bei einer bestimmten Temperatur
mit den gewdhlten Nachweisreagenzien in bestimmten Konzen-
trationen inkubiert, wobei die jeweils zu wihlenden Ver-

suchsparameter von der Art der ver en. Nachweis: -

zien und dem jeweiligen Probenmaterial abhingen. Der Fach-
mann ist in der Regel mit der Auswahl geeigneter Ver-
suchsparameter vertraut.

Nach Ende der festgelegten Inkubationszeit wird das flussi-
ge Nachweisreagens mittels Pipettierrcboter durch Absaugen
wieder entfernt. Anschliefend werden in einem nédchsten
Schritt, ebenfalls mittels Pipettierrcoboter, Waschlésungen
und erforderlichenfalls weitere Nachweisreagenzien in se-
quentieller Folge auf die zu analysierenden Stellen bzw.
HMikroareale des Biochips aufgetragen und danach wieder ab-
gesaugt. Die dabei verwendbaren Waschldsungen und die zu-
sdtzlich einzusetzenden Nachweigreagenzien, z. B. fluoras-
zenzmarkierte Antikdrper, sowie die geeigneten Reaktionsbe-
dingungen, sind dem Fachmann grundsidtzlich bekannt.

SchlieRflich werden diejenigen Stellen oder Mikroareale, in
denen eine positive Nachweisreaktion stattgefunden hat,
durch einen geeigneten Detektor identifiziert. Vorzugsweise
erfolgt die Registrierung dieser MeBSsignale mit Hilfe von
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CCD-Kameras, Phototransistoren oder Radiocaktivitédts-, Lumi-
niszenz- oder Fluoreszenzdetektoren, wobei sich die Auswahl
der Detektionsmethode nach der Art der eingesetzten Nach-
weisreagenzien richtet. Die von den Detektoren gelieferten
primiren MeRdaten kdnnen anschliefend einer computerge-
stiitzten Auswertung unterworfen werden.

Die positiven Nachweisreaktionen kommen grunds&tzlich durch
eine spezifische Wechselwirkung oder Bindung zwischen den
Analyten (z. B. bestimmte Antigene in der Patienten-Probe)
und dem eingesetzten Nachweisreagens zustande, z, B, Bil-
dung von Antigen-Antikdrper-Komplexen. Diese werden durch
weitere Reaktionsschritte bzw. Reagenzien, welche dem Fach-

mann bekannt sind, detektierbar gemacht.

Besonders vorteilhaft ist es, wenn eine grdfere Anzahl der
erfindungsgemifen Biochips, z. B. von verschiedenen Patien-
ten, gleichzeitig oder parallel auf die beschriebene Weise
analysiert werden, d. h. wenn die Nachweisreaktionen und
die Detektion gleichzeitig oder parallel an mehreren Bio-~
chips durchgefithrt wird.

Ferner ist es vorteilhaft, wenn der bzw. die Biochips par-
allel (gleichzeitig) oder sequentiell nacheinander mit ver-
schiedenen Nachweisreagenzien mit unterschiedlichen Erken-
nungsspezifitdten behandelt werden, wobei diese Nachweis-
reagenzien jeweils an noch nicht vorher untersuchte Stellen
oder Mikroareale des Biochips aufgetragen werden. Auf diese
Weise 1&8t sich in kiirzester Zeit die An- oder Abwesenheit

bestimmter diagnostischer Markermolekiile in mehreren pati-

entenspezifischen Biochips t Um zu verhind daf
eine bestimmte Stelle oder Mikroareal eines Biochips mehr-
fach fiir Nachweisreaktionen herangezogen wird, kann vorge-
sehen sein, daf die Position der hereits "verbrauchten”
Stellen oder Areale registriert und auf dem Speichermedium

des Biochips gespeichert wird.
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Des weiteren kénnen auch unterschiedliche Stellen oder Mi-
kroareale desselben Biochips mit dem gleichen Nachweisrea-—
gens, ggf. in unterschiedlichen Konzentrationen, analysiert
werden. Auf diese Weise léft sich durch Mehrfach- bzw. Par-
allelmessungen die Nachweissicherheit erhdhen.

Nach erfolgter Nachweisreaktion und Detektion kénnen die
Biochips wieder der Archivierung zugefiihrt und aufbewahrt
werden. Sie stehen fiir weitere Nachweisreaktionen zur Ver-
fiigung. Dies bedeutet, daf derselbe Biochip, welcher mit
Probemnmaterial eines bestimmten Patienten beschichtet ist,
zweimal oder mehrmals nacheinander einer Analyse, bestehend
aus Nachweisreaktion, Detektion und Auswertung, nach den

oben beschriebenen Schritten unterzogen werden kann, wobei

h derfol g

den aufei

der Biochip in der Zeit zwi
Analysen aufbewahrt bzw. archiviert wird. Dabei werden bei
den aufeinanderfolgenden Analysen unterschiedliche Mikro-
areale des Biochips mit unterschiedlichen Nachweisreagenzi-
en behandelt.

purch die Mdglichkeit, an jeweils einem Biochip, der mit
Probenmaterial eines bestimmten Patienten beschichtet ist,
eine Vielzahl von diagnostischen Nachweisreaktionen, auch
in gréferem zeitlichen Abstand, durchfithren zu kénnen, wird
der Bedarxrf an Probenmaterial erheblich verringert, 4. h.
ausgehend von einer anfédnglichen relativ kleinen Probenmen-
ge (z. B. 0,5 ml) lassen sich Biochips herstellen, die eine
grofie Anzahl von Nachweisreaktionen iiber einen lingeren

Zeitraum hinweg erméglichen.

Die erfindungsgemifen Biochips mit dem darauf gebundenen
Probemmaterial sind im trockenen Zustand bei Raumtemperatur
iber mehrere Jahre, mindestens iber einen Zeitraum von 5
Jahren hinweg lagerfihig und kdnnen wihrend dieser Aufbe-~
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wahrungszeit zwischenzeitlich mehrfach zur Durchfiihrung der
beschriebenen Nachweisreakticnen verwendet werden. Die er-
findungsgemiéfen Biochips sind deshalb immer dann von Vor-
teil, wenn es auf eine Aufbewahrung bzw. Archivierung von
Probenmaterial aus Patienten, mit der M8glichkeit zur
Durchfithrung diagnostischer Nachweisreaktionen ankommt.

In speziellen Fillen, wenn die Stabilitit gewisser Analyte
im Probemmaterial kritisch erscheint, kann auch eine Lage~
rung der Biochips bei tieferen Temperaturen, z. B. bei 0 °C
bis 15 °C oder bei noch niedrigeren Temperaturen, z. B. un-
terhalb von 0 °C erfolgen. Grundsdtzlich ist davon auszuge-
hen, daff nach einer lingerandauernden oder mehrjdhrigen

aAufbewahrung der Biochips im trockenen Zustand eine weitge-

hende Inaktivierung von p iell degradi a Enzymen,
wie Nukleasen oder Proteasen, stattgefunden hat.

Die Lagerung bzw., Archivierung der erfindungsgemiéfien Bio-
chips kann zweckmiffigerweise mit einem verschliefbaren Ka-
sten erfolgen, welcher an seinen inmeren Seitenwidnden Fiih-
rungsschienen aufweist, entlang welcher die Biochips in den
Kasten eingefithrt werden kénnen und mittels derer sie im
Kasten arretiert sind. Durch Anbringen mehrerer solcher
Fihrungsschienen lassen sich mehr als 100 Biochips platz-
sparend in einem einzigen Kasten aufbewahren. Eine grofiere
Anzahl der genannten Kidsten kann wiederum als fester oder
beweglicher Bestandteil in ein Schubladensystem oder
Schranksystem integriert werden.

Aufgrund ihrer Lagerfihigkeit und der Méglichkeit, eine
grofRe Zahl unabhingiger Nachweisreaktionen vorzunehmen,
eignen sich die erfindungsgemifen Biochips bzw. die erfin-
dungsgeméBen diagnostischen Nachweisverfahren fiir eine
Vielzahl von Nutzanwendungen. Im Folgenden werden einige
beispielhafte Anwendungsmdglichkeiten beschrieben.
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Die erfindungsgemi#ifen Biochips kénnen im Bereich der Tumor-
diagnostik eingesetzt werden, um beispielsweise das Auftre-
ten bestimmter Tumormarker im Serum oder in Gewebeproben zu
becobachten. Diese Tumormarker werden von Tumoren gebildet
und in Kdrperfliissigkeiten des Erkrankten sezerniert, oder
sie werden vom Organismus infolge seiner Reaktion auf den
Tumor gebildet. Hingegen fehlen diese Markermolekiile im Se-
rum oder anderen Kdperflissigkeiten von Gesunden, oder sind
dort nur in geringen Mengen vorhanden. Im Verlauf des Tu-
morwachstums kann es zu einem Ansteigen der Serumkonzentra-
tionen des Markers kommen. Problematisch ist allerdings die
Beurteilung "mittlerer" Serumkonzentrationen hinsichtlich
einer Diagnose, da dieser Befund sowohl auf einen zwar ab-
normen, aber dennoch unbedenklichen Normalwert (z. B. gene-
tisch bedingt) als auch auf ein beginnendes Tumorwachstum
hindeuten kann. Entscheidend ist deshalb die Frage, ob zu
einer bestimmten Zeit ein Anstieg der Serumkonzentration
eines solchen Tumormarkers stattgefunden hat. Diese Frage
14kt sich beantworten, wenn in bestimmten Zeitabstinden die
Serumkonzentration dieses Tumormarkers untersucht wird. Nur
auf diese Weise 1l&8t sich friihzeitig und mit relativer Si-
cherheit ein begi d Tumox hstum er} Grundsétz-

lich miissen bei einem jeden Probanden derartige Marker-

Nachweise in zeitlichen Absténd durchgefiihrt werden (d.

h. eine sequentielle Bestimmung), so daf eine Trendanalyse
durchgefiihrt werden kann.
Die erwdhnten Trendanalysen bzw. sequentiellen Bestimmungen

von Tumormarkern unter Ver d der erfind aRen

Biochips kénnen auch zur Verlaufskontrolle von Tumoren ein-
gesetzt werden, z. B. zur postoperativen Rezidivkontrolle

oder zur Kontrcolle einer cytostatischen Therapie.

Mit den bekannten Archivierungsmethoden fiir Patientenproben
lassen sich die genannten Testreihen nicht oder nur unter

hohem Aufwand realisieren. Hingegen wird es durch die er-
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findungsgemifen Biochips und dem erfindungsgemifen Verfah-
ren méglich, dieses Probemmaterial in grofer Zahl und raum-
sparend l#ngerfristig aufzubewahren, und eine Vielzahl von
diagnostischen Nachweisreaktionen, z. B. zur Bestimmung von
Tumormarkern, durchzufihren. Dadurch werden retrospektive
Trendanalysen erméglicht, welche die Diagnosefindung we-
sentlich beschleunigen. DPurch die Archivierbarkeit der er~
findungsgeméfien Biochips wird es auch méglich, bei neu be-~
kannt werdenden Tumormarkern deren An- oder Abwesenheit in
&lteren Biochips eines bestimmten Probanden zu testen.

Die Erfindung kann somit dazu beitragen, das Wachstum von
Tumoren frithzeitig zu erkennen und entsprechend zu interve-

nieren.

Des weiteren eignen sich die erfindungsgemifen Biochips Efiir
Zwecke der klinischen Forschung, wo die Archivierung von
Patienten-Probenmaterial ebenfalls eine wichtige Rolle
spielt. Dies ist vor allem von Bedeutung, wenn ~ beispiels-
weise bei Anderung der wissenschaftlichen Fragestellung -
Nacherhebungen an fritheren Patientenproben erforderlich
sind. Gegeniiber der derzeitig verwendeten Methoden - Ein-
frieren von Proben (in der Regel mindestens 0,5 ml) und
spéteres Wiederauftauen - sind die erfindungsgemifen Bio-
chips viel besser geeignet, da sie eine wesentlich gréfere

Zahl von Nachweisreaktionen bei gleichzeitig wesentlich ge-

T

ringerem Platzbedarf und einf er Lagerung erméglichen.
Wegen der grofen Anzahl der Nachweisreaktionen, die ein
Biochip ermdglicht, entfillt auch die Notwendigkeit, zu ei-
nem bestimmten Zeitpunkt mehrere parallele Proben eines Pa-

tienten herzustellen und zu lagern.

Ein weiterer Anwendungsbereich der erfindungsgemidfen Bio-
chips sind Blutbanken oder Firmen oder andere Organisatio-
nen, die humanes Spendermaterial (z. B. Kdrperfliissigkei-

ten, Zellen, Gewebe) verarbeiten, und bei welchen Proben
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des Spendermaterials und gegebenenfalls von daraus herge-
stellten Produkten fiir diagnostische Nachweisreaktionen zu
Kontrollzwecken aufbewahrt werden miissen oder sollten. Ge-
wéhnlich werden lediglich die Analysenergebnisse, nicht
aber die Proben selbst aufbewahrt, da dies zu viel Platz
beanspruchen wiirde. Allerdings kann es im Zusammenbang mit
auftretenden Kontaminationen auch von Vorteil sein, solche
Proben einer erneuten Analyse, gegebenenfalls unter Verwen-
dung anderer Nachweismethoden, zu unterziehen, z. B. zur
rechtlichen Absicherung. Eine erneute Analyse solcher Pro-
ben kann auch vorteilhaft sein, wenn der Nachweis erbracht

werden soll, daR ein Roh-, Zwischen- oder d sdukt aus

humanem Material in seiner Zusammensetzung den Vorgaben
oder gesetzlichen Bestimmungen geniigt hat. Die erfindungs-
gemiRen Biochips kdnnen vorteilhaft zur Archivierung und
nachfolgenden Analyse von Proben aus Spenderblut oder ande-
rem Spendermaterial von Blutbanken, Firmen und anderen Or-
ganisationen verwendet werden. Die archivierten Biochips
ermdglichen es, im Falle einer aufgetretenen Kontamination,
oder eines Verdachtes einer Non-Ronformitit, die verdich-
tigten Spenderproben oder Proben darauf basierender Produk-
te im Nachhinein zu analysieren. So kann im Nachhinein derxr
Nachwels der Konformitidt einer Spender- oder Produktprobe
mit den Vorgaben, Normen oder gesetzlichen Bestimmungen er-
bracht werden, Dies kann insbesondere bei juristischen Aus-
einandersetzungen von grofer Bedeutung und Hilfe sein.
Ferner kénnen die erfindungsgemdfen Biochips oder Proben-
triger zur Aufbewahrung und Archivierung von Patienten-
Probenmaterial fir Zwecke der Routinediagnostik von Patien-

tenproben verwendet werden.

Die erfindungsgemdfen Biochips lassen sich auch vorteilhaft
bei epidemiologischen Studien einsetzen, beispielsweise um
die Ausbreitung von Infektionskrankheiten zu untersuchen.

Bisher scheiterten solche Untersuchungen oft an dem nicht
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mehr vorhandenen Probemmaterial aus der zuriickliegenden
Zeit, da es aus praktischen Grinden nicht méglich war, die
erforderliche Anzahl von Blutproben oder dgl. aufzubewah-
ren. Hingegen ermiglichen die hier beschriebenen Biochips
eine raumsparende und kostenginstige Langzeitlagerung bzw.
Archivierung. Damit kann eine grofie Anzahl von Proben ar-
chiviert werden. Diese Proben stehen fiir spitere epidemio-
logische Studien zur Verfiigung; somit kénnen diese Studien
ein viel gréReres Patientenkollektiv berticksichtigen, da
sie auch auf archivierte Proben aus der Vergangenheit zu-

rickgreifen kénnen.

Die erfindungsgemifen Biochips bzw. die erfindungsgemifien

Verfahren k& im Z i mit verschied Frage~

stellungen im Bereich der Medizin oder der Tiermedizin vor-

teilhaft eingesetzt werden. Neben den bereits genannten An-

wendungsbeispielen auch Ar fiir der

Gewebstypisierung oder im Bereich der forensischen Medizin
in Betracht.

Nachfolgend werden anhand der Fig. 1-3 sowchl das Grund-
prinzip sowie beigpielhaft einige bevorzugte Ausfithrungs-
formen der Erfindung niher erliutert. Die Erfindung ist je~
doch nicht auf die dargestellten Ausfiihrungsformen be-
schrénkt. Die Bezugszeichen werden in allen Figuren in
gleicher Weise verwendet und haben jeweils die gleiche Be-
deutung.

Fig. 1 A zeigt einen Schrnitt durch einen erfindungsgemiRen
Biochip (a), welcher aus einem Probentriger (b) und dem auf
seiner Oberflidche gebundenen biologisgschen Probenmaterial
(2) besteht. Der Probentriger (b) besteht im wesentlichen

aus einer festen Matrix (1).
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Fig. 1 B zeigt in Schnittdarstellung eine Ausfithrungsform
des erfindungsgemifien Biochips (a), bei welchem der Proben-
triger (b) eine feste Matrix (1) und zusitzlich eine darauf
befindliche Linkerschicht (3) umfaft. Das Probenmaterial
{(2) ist iber die Linkerschicht (3) an die Matrix des Pro-
bentrigers (1) gebunden.

i ed

Fig. 2 zeigt Schmittdarstell von verschi Ausfuah-

rungsformen des erfindungsgeméfen Biochips, wobei diese
Ausfihrungsformen die oben erwihnten Mikroareale (c)} auf-
weisen. In den Fig. 2 A bis H ist jeweils ein Bereich eines
Biochips dargestellt, in welchem sich ein solches Mikroare-
al befindet.

Fig. 2 A zeigt einen Schnitt durch einen Biochip im Bereich
eines Mikroareals (c)y, wobei (b) wiederum den aus der fe-
sten Matrix (1) bestehenden Probentridger bezeichnet. Wie
ersichtlich, ist das biologische Probenmaterial (2) nur im
Bexeich des Mikroareals (c) an die Oberfliche des Proben-
tragers gebunden. Die benachbarten Bereiche der Probentri-

gexr-Oberfliche sind frei von Probenmaterial.

Fig. 2 B zeigt ebenfalls eimen Schnitt durch einen Biochip
im Bereich eines Mikroareals (c), &hnlich wie Fig. 2 A, wo-~
bei jedoch das Probenmaterial (2) iiber eine Linkexschicht
(3) an die Matrix (1) des Probentrigers (b) gebunden ist.
Die Linkerschicht ist jeweils nur im Bereich eines Mikroa-
reals vorhanden; die benachbarten Bereiche sind frei von

Linkermolekiilen.

Fig. 2 C zeigt ebenfalls einen Schnitt durch einen Biochip
im Bereich eines Mikroareals (c¢), #hnlich wie Fig. 2 3, wo-
bei allerdings die die Mikroareale jeweils umgebenden

Grenzbereiche (4) mit hydrophoben Eigenschaften ausgestat-
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tet sind oder nicht benetzbar sind, so daf in diesen Grenz-

bereichen kein Probenmaterial (2) gebunden werden kann.

Fig. 2 D zeigt eine Ausfiihrungsform in einer Darstellung

wie in Fig. 2 A, bei welcher die in den Fig. 2 B und 2 C

gezeigten fnahmen mit ei d kombiniert werden. Das

Probenmaterial (2) ist iiber eine im Bereich des Mikroareals
(¢) befindliche Linkerschicht (3) an die Matrix des Proben-
triagers gebunden. Zusdtzlich sind die die Mikroareale je-
weils umgebenden Grenzbereiche (4) mit hydrophoben Eigen~
schaften ausgestattet oder unbenetzbar gemacht worden.

Fig. 2 E zeigt eine weitere Ausfilhrungsform in einer Dar-
stellung wie in Fig. 2 A, wobel ein Mikroareal (c) gezeigt
ist, welches in Form einer Vertiefung (5) ausgestaltet ist,
in welcher das Probemmaterial (2) an die Matrix (1) des

Probentrédgers (b) gebunden ist.

Fig. 2 F zeigt eine Variation der in Fig. 2 E gezeigten
Ausfithrungsform, wobei ein Mikroareal (c) gezeigt ist, wel-
ches in Form einer Vertiefung (5) ausgebildet ist, deren
Boden mit einer Linkerschicht (3) beschichtet ist, mittele
welcher das Probenmaterial (2) an die Matrix (1) des Pro-
bentréagers (b) gebunden werden kann.

Fig. 2 G zeigt eine Variante der in Fig. 2 E gezeigten Aus~
fiithrungsform, wobei die Vertiefung (5) des Mikroareals (¢}
in Form eines gerundeten Napfes gestaltet ist.

Fig. 2 H zeigt eine Variante der in Fig. 2 F gezeigten Aus-
fihrungsform, wobei die Vertiefung (5) des Mikroareals (c)

in Form eines gerundeten Napfes gestaltet ist.

Fig. 3 zeigt beispielhaft einige Ausfithrungsformen der er-
findungsgemifen Biochips bzw. Probentridger in der aufsicht.
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Fig. 3 A zeigt die Grundform eines erfindungsgemifen Bio-
chips bzw. Probentridgers (b), wobei die zur Beschichtung
mit Probenmaterial vorgesehene Fliache mit (6) bezeichnet
ist. Die auferhalb der Fliche (6) befindlichen Bereiche,
insbesondere die Randbereiche, kénnen hydrophob oder nicht

benetzbar ausgestattet sein.

Fig. 3 B zeigt eine Variation des in Fig. 3 A gezeigten
Probentrdgers (b), welcher zusidtzlich (8) mit einem Bar-
code, Magnetstreifen oder einem sonstigen Speichermedium

versehen ist.

Fig. 3 C zeigt einen Probentridger (b) bzw. Biochip in der
Aufsicht, wobei beispielhaft die Anordnung der erwihnten
Mikroareale (c} dargestellt ist. Wie in Fig. 3 A und B kdn-
nen auch hier die Randbereiche hydrophob oder nicht benetz-
bar ausgestattet sein.

Fig. 3 D zeigt schlieflich eine Variante der in Fig. 3 C
vorgestellten Ausfithrungsform, beli welcher - wie in Fig. 3

B - zusdtzlich ein Mittel zur Dat icherung vo: h

ist, z. B. Barcode, Magnetstreifen oder ein anderes Spei-

chermedium.
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Patentanspriiche

1. Biochip fiir diagnostische Zwecke, welcher einen Proben-
triger aus einer festen Matrix umfaft, auf dessen Oberflé-
che das zu analysierende, aus einem biologischen Organismus

stammende Probenmaterial gebunden ist.

2. Biochip nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf das
biologische Probemnmaterial direkt amn die Oberfliche der Ma-
trix des Probentrigers gebunden ist, wobei vorzugsweise die
Matrix oder Oberfliche des Probentrégers durch chemische
oder physikalische Verfahren vorbehandelt ist, um die Bin-
dungsfihigkeit der Oberfliche fiir das Probemnmaterial zu

verbessern.

3. Biochip nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,
&aR ein einzelnes Exemplar eines Biochips jeweils Probenma-
terial aus einem individuellen bioclogischen Organismus,
vorzugsweise eines individuellen Patienten, auf seiner
Oberfléiche gebunden hat.

4. Biochip nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch ge-
kennzeichnet, daf es sich bei dem an die Oberfliche gebun-
denen biologischen Material um Rérperfliissigkeiten, vor-
zugsweise um Vollblut, Plasma, Serum, Urin, Ascites,
Fruchtwasser, Speichel, Liquor, Lavagematerial aus Kérper-
hohlrdumen oder bronchoalveoldre Lavage, oder um Gewebe-~
oder Organproben, oder um Bestandteile, Zellen, Fraktionen,
Konzentrate oder Extrakte aus den genannten Fliissigkeiten
oder Gewebe~ oder Organproben handelt.
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5. Biochip nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch
gekennzeichnet, daf die Oberfldche des Probentrigers in Mi-

kroareale untergliedert ist, wvorzug ise mind 100
Mikroareale pro cm?, wobei die Mikroareale vorzugsweise als
Vertiefungen ausgestaltet sind oder durch hydrophobe oder

nicht benetzbare Grenzbereiche voneinander abgegrenzt sind.

6. Probentréger aus einer festen Matrix, dadurch gekenn-
zeichnet, da® er eine zur Bindung von biclogischem Material
geeignete Oberfliche aufweist und fiir die Herstellung eines
Biochips nach Anspruch 1 geeignet ist.

7. Probentrdger nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet,
daf die zur Bindung von biologischem Material geeignete
Oberfliche in Mikroareale untergliedert ist.

8. Probentriger nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet,

daf der Probentridger vorzugsweise mindestens 100 Mikroarea-
le pro cm? aufweist, und daR die Mikroareale als Vertiefun-
gen ausgestaltet sind oder durch hydrophobe oder nicht be-

netzbare Grenzbereiche voneinander abgegrenzt sind.

9. Biochip nach einem der Anspriiche 1 bis 5 oder Probentra-
ger nach einem der Anspriiche 6-8, dadurch gekennzeichnet,
daf die Fliche des Biochips oder Probentrigers hdchstems 10
em?, vorzugsweise hdchstens 4 cm? betrigt, wobei der Pro-
bentréger vorzugsweise als flichiges Gebilde, besonders be-
vorzugt mit quadratischam oder rechteckigem Umrif, ausge-
staltet ist, und wobei die Dicke des flichigen Probentri-
gers vorzugsweise weniger als 3 mm, besonders bevorzugt we-
niger als 1 mm, betriagt.
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10. Biochip oder Probentriger nach einem der vorangehenden
Anspriiche, dadurch gekennzeichmet, daf die Matrix oder die
Oberfléche des Probentridgers durch chemische oder physika-
lische Methoden vorbehandelt ist, oder daf durch chemische
oder physikalische Vorbehandlung die Oberflidche des Proben-
trigers vergrdfert worden ist.

11. Biochip oder Probentridger nach einem der vorangehenden
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daf die Oberfliche des
Probentrigers zur Verbesserung der Bindung des Probenmate-
rials an besagte Oberfliche mit einer Linker-Schicht be-
schichtet ist, durch welche das Probenmaterial gebunden

wird.

12. Biochip oder Probentriger nach Anspruch 11, dadurch ge-
kennzeichnet, da die Linker-Schicht aus Linker-Molekiilen
aufgebaut ist, welche sine selektive Bindung oder Anreiche-
rung bestimmter Gruppen von biologischen Makromolekiilen,
vorzugsweise von Proteinen, Peptiden, Glycoproteinen, Zuk-
kern, Lipiden oder Nukleins#uren, oder die Bindung oder An-
reicherung von Zellen oder bestimmten Zelltypen oder Zell-
populationen ermdglichen, wobei vorzugsweise verschiedene
Teilfléchen der Linker-Schicht unterschiedliche Typen von
Linkexr-Molekiilen enthalten.

13. Biochip oder Probentriger nach Anspruch 11 oder 12, da-
durch gekennzeichnet, daff die Linker-Schicht auf der Ober-
fliche des Probentrigers diskontinuierlich ausgebildet ist,
wobei Mikroareale aus linkerhaltigen Flichen und dazwi-
schenliegenden linkerfreien Zonen gebildet werden, wobei
vorzugsweise mindestens 100 Mikroareale pro cm? vorhanden

sind.
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14. Biochip oder Probentriger nach einem der vorangehenden
Anspriiche, dadurch gekennzeichmet, daf er mit Mitteln aus-
gestattet ist, die eine Identifizierung des Biochips oder

die Speicherung von patientenbezogenen Daten oder die Spei-

cherung von Analy: daten dglichen, wvorzug ise mittels

eines maschinenlesbaren Bar-Codes, eines maschinenlesbaren
Magnetstreifens, einesgs digitalen Speicherelements oder ei-

nes anderen maschinenlesbaren Speichermediums.

15. Verfahren zu Herstellung eines Probentradgers nach An-~
spruch 6, dadurch gekennzeichnet, daf flédchenfdrmiges Ma-
trix-Rohmaterial auf mechanischem Wege zerteilt wird, so
dafl Flichenstiicke mit den fur Biochips geeigneten Ausmafen
entstehen, oder daf das Matrix-Rohmaterial verflissigt wird
und anschliefend durch Giefverfahren in entsprechende For-

men gegossen wird, vorzugsweise durch Spritzgiefverfahren.

16. Verfahren nach aAnspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daff
die Oberfliche des so erhaltenen Probentridgers in Mikro-

areale unterteilt wird, wobei diese Unterteilung

a) durch physikalische Behandlung der Oberfliche, oder
b) durch chemische Behandlung der Oberfldche, oder

¢) durch Druckverfahren, oder

d) durch Aufbringen von Linker-Molekiilen im Bereich der

Mikroareale unter Verwendung eines Pipettierrobo-
ters, oder
e) durch eine Kombination von mindestens zwei der vor-

stehend genannten Methoden

erzielt wird.
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17. Diagnostisches Nachweisverfahren, welches die folgenden
Schritte umfaft:

a)

b

—

c

d

e)

£

g

Gewinnung von biclogischem Probenmaterial in Form
von Kérperfliissigkeiten oder Gewebeproben aus dem zu
untersuchenden Organismus;

Herstellung eines Biochips durch Bindung des Proben-
materials an die Oberfléiche eines Probentrégers
durch Beschichten mit dem fliissigen oder suspendier-
ten Probenmaterial, erhalten aus Rérperfliissigkeiten
oder Zell- oder Gewebeproben, und nachfeolgender
Trocknung;

Auftragen von spezifischen, diagnostischen Nachweis-
reagenzien auf einzelne Mikroareale des Biochipg un-
ter Verwendung eines Pipettierroboters, und Inkuba-
tion unter den fiir die jeweilige Nachweisreaktion
geeigneten Bedingungen;

Auftragen von Waschldsungen zur Unterdriickung unspe-
zifischer Reaktionen, und nachfolgendem Absaugen
dieser Waschldsungen;

falls erforderlich, Wiederholung der Schritte c) und
4a);

Detektion der Mefisignale von positiv reagierenden
Mikroarealen;

computergestitzte Auswertung der Mefdaten sowie
Speicherung der Mefdaten.

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daf

in Schritt a) das biologische Probenmaterial vor der Bin-

dung an die Cberfliche des Probentrigers aufbereitet wird,

vorzugsweise durch Zentrifugation, ZellaufschluR oder Ex-~

traktion.
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19. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daf
die Schritte c) bis g) an mehreren Biochips parallel oder
gleichzeitig durchgefithrt werden.

20. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daf
einzelne Mikroareale eines Biochips gleichzeitig oder se-
quentiell mit verschiedenen spezifischen diagnostischen

Nachweisreagenzien behandelt werden.

21. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daR®
als spezifische diagnostische Nachweisreagenzien in Schritt
c) vorzugsweise Antikérper, Antigene, Lektine, DNA-Sonden,
Biomolekiil-bindende Farbstoffe oder andere spezifisch bin-

dende Molekiile eingesetzt werden.

22. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daf
die Detektion der MeRsignale unter Verwendung von CCD-
KRameras, Phototransistoren oder Radiocaktivitdts-, Fluores-

zenz- oder Luminiszenzdetektoren erfolgt.

23. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daf
derselbe Biochip, welcher mit Probenmaterial eines bestimm-—
ten Patienten beschichtet ist, zweimal oder mehrmals nach-

einander einer Analyse nach den Schritten ¢} bis f£) oder c)

bis g) unterzogen wird, wobei der Biochip in der Zeit zwi-

h 3 3

den aufei

folg Analysen aufbewahrt wird,
und wobei bei den aufeinanderfolgenden Analysen unter-
schiedliche Mikroareale des Biochips mit Nachweimreagenzien

behandelt werden.

24. Verwendung eines Biochips oder eines Probentrédgers nach
einem der Anspriiche 1 bis 14 oder eimes Verfahrens nach den
Schritten a) und b) des Anspruchs 17 oder 18 fiir diagnosti-
sche Nachweisreaktionen und/oder zur Aufbewahrung und Ar-

chivierung von aus Patienten gewc Prob terial.
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25, Verwendung nach Anspruch 24 zur Aufbewahrung und Archi-
vierung von Patienten-Probenmaterial filir Zwecke der Rou-
tinediagnostik von Patientenproben, der klinischen For-
schung oder bei epidemiologischen Studien, zur Qualitédtsi-
cherung und -kontrolle bei Blutbanken, Firmen oder anderen
Organisationen, oder bei der Tumordiagnostik oder fiir fo-
rensische Zwecke.

26, Verwendung eines Verfahrens nach den Anspriichen 17-23
fiir medizinische oder tiermedizinische Zwecke, fiir die Tu-~
mordiagnostik, fiir die Tumormarkeranalyse, in der klini-
schen Forschung, zur Qualitdtssicherung bei Blutbanken,
Firmen oder anderen Unternehmen, fiir epidemiologische Stu-

dien, zur Gewebstypisierung oder fiir forensische Zwecke.
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