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Verfahren zur Herstellung von Komplex-Arrays

Stand der Technik

Komplexe kénnen in der Biologie aus unterschiedlichen Bestandteilen bestehen. Es handelt sich
dabei meist um Zusammenschliisse von mindestens zwei Molekiilen, die auf nicht-kovalente
Weise miteinander interagieren. Dabei weist der Molekiilkomplex in der Regel eine veradnderte
Funktion gegeniber den Einzelmolekiilen auf. Typisch sind z.B. Protein — Protein Komplexe oder
auch RNA - Protein Komplexe oder DNA — Protein Komplexe. Beispiel sind Ribosome oder auch
Nukleosome. MHC/HLA Molekiile bilden beispielsweise mit unterschiedlichen Peptiden
Komplexe. Ublicherweise werden 8er bis 11er Peptide eingelagert, wodurch der Komplex
stabilisiert wird. Der Komplex wird auf einer Zelle présentiert und eine Bindung mit einem T-Zell-

Rezeptor kann erfolgen.

Die Analyse oder Testung von unterschiedlichen Komplexen kann fur sehr viele Fragestellungen

relevant sein. Daher sind Mikroarrays von Interesse, die solche Komplexe beinhalten.

Unter Mikroarrays versteht sich eine Ansammlung vieler unterschiedlicher, kleiner Punkte (Spots)
mit Molekilen auf einem festen Substrat. Bei der Herstellung von Mikroarrays wird grundséatzlich

zwischen 4 verschiedenen Herstellungsarten unterschieden:
1. Gespottete Mikroarrays
a. Mikroarray Spotter [1]
2. In-situ synthetisierte Mikroarrays
a. Spot synthesis; Inkjet printing [2]
b. Photolithography mittels Photomasken [3]
c. Photolithography mittels Mikrospieglen [4]

3. Synthese mittels DNA Polymerase
Eine relative neuartige Methode zur Herstellung von DNA Mikroarrays besteht darin, die
DNA an der Oberflache mittels einer Polymerase anhand eines DNA Templates auf zu
synthetisieren (WO2009034181A2_stellacci, WO2010100265A1_roth). Hierbei wird eine
feste Oberflache mit so genannten Primern (Synthese Startpunkte fiir die DNA
Polymerase) versehen. AnschlieBend wird ein Mix bestehend aus den einzelnen
Synthesebausteinen, der DNA- Polymerase und dem Template auf eben diese

Oberflache gegeben. Die Synthese verlduft hierbei hochparallel an bis zu mehreren
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tausend punkten. Der Reaktionsraum jeder dieser Punkte wurde physikalisch
voneinander getrennt, um eine unabhéngige Synthesereaktion zu gewéhrleisten. Dies
kann eine rdumliche Trennung Uber Mikrokavitaten bis hin zur Limitierung der Diffusion

darstellen.

4. Synthese mittels in-vitro Translationsmix
Ein DNA Mikroarray kann in ein Protein Mikroarray umgeschrieben werden, indem die
exprimierbare DNA mithilfe eines zellfreien Expressionsmixes zunéchst in RNA und
anschlieRend die RNA in Proteine translatiert werden. Dieses Prinzip wurde bereits in
einer Vielzahl unterschiedlichster Anwendungen und Ausflihrungen gezeigt, die im Kemn
aber stets auf einer zellfreien Expression von Proteinen bestehen. Lediglich die
Technische Umsetzung und das Abfangen der Proteine an der Oberflache ist
unterschiedlich [5, 16]. In jeder beschriebenen Anwendung ist das Ziel das Erstellen

eines Protein Mikroarrays mit méglichst reinen, monoklonalen Protein Spots.

Die Grundlegenden Unterschiede der Herstellungsmethoden bestehen darin, dass die Molekiile
bei der zuerst genannten Methode 1 im Vorfeld und bei den anderen Methoden wahrend der
Herstellung des Mikroarrays produziert werden.

Es gibt auch Ansédtze und Methoden deren Zweck es ist, bestehende Mikroarrays zu replizieren.

Beispiele hierfiir sind:
5. Die Vervielféltigung von DNA Mikroarrays mittels Hybridisierung [6-10]

6. Die Vervielfaltigung von DNA Mikroarrays mittels Hybridisierung und Verlangerung mittels
DNA Polymerase [11-13]

7. Vervielfaltigung mittels eines Master Kavitatenchips und einer anschlieRenden PCR [14,
15]

Das Ziel aller oben beschriebener Methoden zur Herstellung von Mikroarrays ist die Erstellung
mdglichst monoklonaler Spots des Zielmolekiils. Das Zielmolekiil bildet hierbei keinerlei
Interaktionen mehr zu anderen Molekdilen. Bei allen bekannten Synthesemethoden ist ein
Zusammenspiel verschiedenster Molekiile notwendig, um das Zielmolekdil zu synthetisieren
(Synthesebausteine, DNA, RNA, Proteine). In den meisten Féllen sind diese Molekule nicht mehr
auf dem final erhaltenen Mikroarray vorhanden. Falls doch, sind diese lediglich als Beiwerk zu
beachten und stehen in keiner relevanten Wechselwirkung mehr mit den Zielmolekilen. Das
bedeutet, dass diese Methoden sehr gut geeignet sind, um Mikroarrays mit méglichst reinen

Zielmolekiilen zu erstellen.

In der Natur kommt es allerdings haufig vor, dass bestimmte Molekiile zun&chst durch andere

aktiviert oder mit anderen Molekiilen so genannte Komplexe bilden miissen, um selbst einen
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aktivierten Zustand zu erreichen. Mikroarrays, welche derart aktivierte Molekiile beinhalten
lassen sich mit dem Stand der Technik nicht oder nur tiber aufwendige Umwege herstellen.

In der Biologie und Industrie werden haufig Pipettierroboter verwendet, um Molekiile in so
genannten Reaktionskammern (mikro bis makro) vorzulegen. Klassischerweise werden
Mikrotiterplatten mit jeweils 6, 12, 24, 48, 96, 384, 1536 oder 3456 Reaktionskammern (Wells)
verwendet. Dies ist vor allem dann notwendig, wenn die Anzahl der zu analysierenden Proben
sehr hoch ist. Hier ist es tiblich und Stand der Technik, dass Molekiile in derartigen
Reaktionskammern auch vermischt werden, um eine Vielzahl an biologischen Testungen zu
realisieren, wie z.B. ELISA, Aktivitdtstests, Enzymtests und viele mehr. Ebenfalls kénnen auf

diese Weise Molekiilkomplexe im Hochdurchsatzverfahren generiert und vermessen werden.

Jedoch ist es Ublich, die einzelnen Reaktionen getrennt voneinander zu vermessen. Es ist
mdglich, Komplexe von Molekiilen in den Reaktionskammern zu erzeugen und diese
anschlieRend mittels klassischer Mikroarray-Herstellung auf eine Oberfldche zu drucken. Diese
Art der Herstellung ist zeitaufwendig und kostspielig. Zudem zeigt sich, dass besonders
komplexe Molekile, wie Rezeptoren oder Enzyme aufgrund des langen Transferprozesses zu
Schaden kommen und teilweise oder komplett inaktiv werden oder artifizielles VVerhalten zeigen.
Generell wird versucht, die héher komplexen Molekile méglichst spat zuzugeben oder bevorzugt
sogar in Lésung uber ein fertiges Array zu spullen. Daher gibt es sehr viel mehr Antigen-Arrays
(da weniger komplex), als Antikérper-Arrays (da komplexer) um eine Antigen-Antikérper-

Interaktion zu vermessen.

Das Dokument US8105845B2 gehdért zum Stand der Technik und beschreibt eine Methode zur
Herstellung und Vermessung eines Arrays mit Komplexen. Die Methode ist relativ kompliziert und
verwendet ein Kanalsystem. Uber 6 Kanéle wird eine Oberflache mit einem Molekiil beschichtet.
AnschlieBend wird das Setup um 90 Grad gedreht und lber die gleichen Kanéle erfolgt eine
zweite Beschichtung, die zur Komplexbildung der Molekiile fuhrt. AnschlieRend kann ein Analyt
durch die Kanéle geschickt werden, um die Interaktion zwischen Analyt und Komplex an der
Oberflache zu vermessen. Mithilfe dieses Setups lassen sich potenziell 36 Molekilkomplexe an
der Oberflache vermessen.

Die Druckschriften US 8211382 B2 und US 9682396 B2 gehdren zum Stand der Technik und
beschreiben die sog. Flow Printing Methode. In dieser Methode wird ein Druckkopf auf eine
Oberfliche gedriickt, um viele kleine, geschlossene mikrofluidische Kanéle zu erzeugen. Uber
diese Kanéle werden dann Molekiile eingespilt, um diese spezifisch mit der Oberflache in
Kontakt zu bringen. Auch bei diesem System stellt die Anzahl der Kanéle im Printkopf eine

Beschrénkung dar.

Eine im Stand der Technik bekannte Herstellungsmethode fur Mikroarrays erfolgt tber den

simultanen Transfer von Molekulen von einem Kavitdtenchip mit vielen kleinen
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Reaktionskammern auf eine Oberflache. Ein solches Verfahren wird beispielsweise in der WO
2010100265 A1 offenbart. Hier werden Molekiile in einem Tragersystem vorgelegt (z.B.
Kavitdtenchip) und in den Reaktionsrdumen vervielféltigt. Die gebildeten Molekiile oder Derivate
werden dann auf einer Féngeroberflache abgefangen. Eine Erzeugung von Komplexen ist in
diesem Zusammenhang weder beschrieben noch angedacht. AuRerdem ist ein wesentlicher
Bestandteil der Methode ein Amplifikationsschritt.

Die WO 2013174942 A1 gehdrt ebenfalls zum Stand der Technik und beschreibt, wie innerhalb
eines Tragersystems (z.B. Kavitdtenchip), aus einem Template-Molekdl ein anderes Molekiil
hergestellt werden kann, um das Produkt dann auf einer Féngeroberfliche abzufangen. Ziel ist
es dabei ein méglichst reines Mikroarray zu erzeugen, welches aus monoklonalen, reinen Spots
besteht. Eine spezifische Mischung von zwei Molekiilsorten mit dem Ziel der Komplexbildung

wurde nicht angedacht.

Auch die WO 2013 045700 A1 gehoért zum Stand der Technik und beschreibt, wie aus genau
einem Template-Molekiil, welches in einer Kavitét vorliegt, ein anderes Molekiil erzeugt werden
kann. Hierzu wird ein Amplifikationsmix eingefiillt. Das erhaltene Produkt wird dann auf einer
Fangeroberflaiche abgefangen. Durch die Methode soll ein mdglichst reines Mikroarray erzeugt
werden, welches aus monoklonalen, reinen Spots besteht. In der beschriebenen Methode ist es
notwendig, die Molekiile zu amplifizieren und eine spezifische Mischung von Molekdlen ist nicht
vorgesehen. Es ist daher nicht méglich mit dieser Methode ein Mikroarray aus Molekllkomplexen

Zu erzeugen.

Die WO 2013186359 A1 gehdrt zum Stand der Technik und beschreibt ein Verfahren zur Analyse
von molekularen Eigenschaften oder Reaktionsbedingungen, wobei zunéchst ein Array mit
monoklonalen Molekiilspots hergestellt wird. Dabei werden Produktmolekule hergestellt und

Ubertragen. Die Komplexbildung ist in dem vorgesehenen Reaktionsspektrum nicht erfasst.

Auch die DE 102018122546 B3 geh6rt zum Stand der Technik. Diese Druckschrift beschreibt die
Verwendungsmdglichkeiten eines MHC-Komplexarrays, wobei speziell stabilisierte MHCs zum
Einsatz kommen. Die Messung erfolgt mittels BLI (Bio-Layer-Interferometrie). Eine
Arrayherstellung wird jedoch nicht offenbart.

Im Stand der Technik steht daher bisher keine Methode bereit, mit der auf einfache und

kostensparende Weise ein Mikroarray mit Molekiilkomplexen herstellen kann.

Beschreibung Erfindung

Es war daher die Aufgabe der Erfindung ein Verfahren zur Herstellung eines Molekilkomplex-

Arrays bereitzustellen, das die Nachteile des Standes der Technik Gberwindet und so auf
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einfache, kostengiinstige und schnelle Weise in der Lage ist, unterschiedliche Arrays fiir
Analysen bereitzustellen. Die Aufgabe wird geldst durch die unabhéngigen Anspriiche.
Besonders vorteilhafte Ausfiihrungsformen finden sich in den abhangigen Anspriichen.

In einer ersten bevorzugten Ausfiihrungsform betrifft die Erfindung ein Verfahren zur in-situ

Herstellung eines Molekilkomplex-Mikroarrays umfassend die folgenden Schritte:

e Bereitstellen einer ersten Oberflache umfassend mehrere getrennte Wirkbereiche,

e Vorlegen von ersten Molekilen in mehrere Wirkbereiche,

e Hinzufigen eines zweiten Molekils in jeden Wirkbereich mit vorgelegtem ersten Molekdl
e VerschlieRen der Wirkbereiche mit einer zweiten Oberflache,

¢ Komplexbildung zwischen den Molekiilen,

e Immobilisieren des gebildeten Komplexes an einer Fangeroberflache.

Besonders bevorzugt ist das Verfahren zur in-situ Herstellung eines Molekilkomplex-Mikroarrays

umfassend die folgenden Schritte:
a) Bereitstellen einer ersten Oberflaiche umfassend mehrere getrennte Wirkbereiche,
b) Vorlegen von ersten Molekilen in mehrere Wirkbereiche,
¢) Fixieren der vorgelegten Molekiile an der Oberflache,

d) Hinzufiigen eines zweiten Molekdls in jeden Wirkbereich mit vorgelegtem ersten
Molekiil,

e) VerschlieBen der Wirkbereiche mit einer zweiten Oberflache,
f) Komplexbildung zwischen den Molekiilen,

g) Immobilisieren des gebildeten Komplexes an einer Fangeroberflache, bevorzugt der

Oberflache aus e).

In der erfindungsgeméRen Methode kdnnen somit gebildete Molekiilkomplexe simultan auf die
Fangeroberflache Gbertragen werden, ohne dass diese einzeln aus Reaktionskammern
entnommen (mikrofluidisch oder Giber ein Tragermedium) und auf die finale Oberfliche
Ubertragen werden miissen. Das stellt eine erhebliche Erleichterung gegeniiber den Methoden im
Stand der Technik dar und fiihrt zu Zeit- und Kostenersparnissen sowie zu sehr exakten

Ergebnissen.
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Ein wesentlicher Aspekt der Erfindung liegt somit darin, dass die Molekdile, die den Komplex
bilden sollen, oder auf ihre Komplexbildungseigenschaften hin untersucht werden sollen, nicht
vorgemischt werden. D.h. es wird kein Komplex auf ein Array gespottet, sondern die
Komplexbildung findet erst auf der Oberflache statt. Dies hat den Vorteil, dass keine
Vormischungen erstellt werden missen, was aufwéndig wére und wobei sowohl relativ viel
Material als auch Ressourcen verbraucht werden. Vor allem bei einer Vielzahl von
Kombinationsmdglichkeiten, erreichen die Methoden aus dem Stand der Technik schnell ihre
Grenzen. Wenn eine groRe Zahl an unterschiedlichen Komplexen auf einem Array enthalten sein
soll, musste eine hohe Menge an Vormischungen erfolgen, was durch die erfindungsgemaie
Methode entféllt. Die erfindungsgeméalie Methode ist demgegenuber deutlich schneller und

verbraucht weniger Materialien, Ressourcen und Personalzeit.

Bei einem Komplex gehen typischerweise zwei oder mehr Molekiile eine nicht-kovalente
Interaktion ein. Es ist dabei im Sinne der Erfindung bevorzugt, dass der entstandene Komplex
eine Aufgabe und/oder Funktionen erfiillt, zu dem die einzelnen Molekiile selbst nicht in der Lage

gewesen wéren.

Dabei kénnen unterschiedliche erste Molekiile auf einer Oberfldche verwendet werden. Wenn
nicht nur eine Sorte an ersten Molekilen auf einer Oberflache eingesetzt wird, kénnen diese
entweder in einzelnen Wirkbereichen separiert vorliegen, sodass in jedem Wirkbereich nur eine
Sorte von Molekiilen vorgelegt wird. Es ist aber auch méglich, dass innerhalb eines
Wirkbereiches mehrere Sorten von ersten Molekulen vorgelegt werden. Dabei ist es auch

mdglich, die unterschiedlichen Sorten an ersten Molekiilen nacheinander vorzulegen.

Wenn mehr als eine Sorte erster Molekiile in einem Wirkbereich vorgelagert werden, ist es
mdglich, dass mehr als eine Sorte von ersten Molekulen in dem gebildeten Komplex zum Einsatz
kommen. Es ist bevorzugt, dass die erfindungsgeméaRe Methode keinen Amplifikationsschritt
enthélt und/oder dass die ersten Molekiile keiner Derivatisierung unterzogen werden. Daher ist

es auch nicht notwendig einen Reaktionsmix bereitzustellen.

Mit der in dem erfindungsgeméfRen Verfahren ist es mdglich, die Herstellung eines Komplex-
Mikroarrays deutlich zu erleichtern und zu beschleunigen.

Es ist dabei bevorzugt, dass die Fangeroberfldche die zweite Oberflache ist. Dadurch wird es
mdglich, dass sich die Komplexe bereits wihrend der Komplexbildung anlagern. Das Verfahren
eignet sich besonders gut, wenn auf dem gesamten Array das gleiche zweite Molekiil zum

Einsatz kommt.

Die zweite Oberflache kann aber auch selbst ein Mikroarray sein, das z.B. die zweiten Molekiile

enthalt.
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Bei den Wirkbereichen handelt es sich bevorzugt um Kavitédten und/oder Spots. Wichtig ist, dass
die Wirkbereiche auf der ersten Oberfldche getrennt voneinander vorliegen und die Molekiile sich
nicht vermischen kénnen.

Die Oberflachen kdnnen aus unterschiedlichen Materialien hergestellt sein, z.B.: Glas oder
PDMS.

Bevorzugt hat die erste Oberflache, die zweite Oberflache und/oder die Féngeroberflache
folgende MaRe: 5 mm — 75 mm x 3 mm - 25 mm, besonders bevorzugt 10 mm — 25 mm x 10 mm

— 25 mm, ganz besonders bevorzugt 15 mm x 15 mm.

Die Zahl der Wirkbereiche liegt pro Oberfldche bevorzugt bei 50 — 20.000, besonders bevorzugt
300 - 10.000.

Die Wirkbereiche kdnnen véllig unterschiedliche GréRen aufweisen. Bevorzugt handelt es sich
um runde Bereiche wobei auch andere Formen mdglich sind. Der Durchmesser der einzelnen
Wirkbereiche liegt bevorzugt bei 50 ym bis 1000 ym, besonders bevorzugt 100 ym bis 700 um,
ganz besonders bevorzugt 15 pm bis 500 um. Auch der Abstand zwischen den Wirkbereichen
kann unterschiedlich groR sein. Bevorzugt sind Abstédnde zwischen 10 um und 200 um,

besonders bevorzugt 20 um bis 100 ym, ganz besonders bevorzugt 50 um.

Wenn die Wirkbereiche Kavitdten sind, haben diese ein bevorzugtes Volumen von 500 pl bis 100

nl, besonders bevorzugt 350 pl bis 30 nl, ganz besonders bevorzugt 500pl bis 5 nl.

Die Tiefe der Kavitaten betragt bevorzugt 5 um bis 100 ym, besonders bevorzugt 10 um bis 50

pm, ganz besonders bevorzugt 30 um.
Konkrete Ausfiihrungsformen weisen beispielsweise folgende Malle auf:

e 4,104 (54x76) Wirkbereiche auf einer Flache von 16 mm x 10 mm mit einem
Wirkbereichdurchmesser von 150 um und einem Abstand von 50 ym zwischen den
Wirkbereichen. Wenn es sich um Kavitdten handelt, sind diese 30 ym tief und weisen ein
Volumen von 530 pl auf.

e 1.188 (27x44) Wirkbereiche auf einer Flache von 16 mm x 10 mm mit einem
Wirkbereichdurchmesser von 300 ym und einem Abstand von 50 ym zwischen den
Wirkbereichen. Wenn es sich um Kavitaten handelt, sind diese 30 pym tief und weisen ein
Volumen von 2,12 nl auf.

e oder 476 (28x17) Wirkbereiche auf einer Flache von 16 mm x 10 mm auf, mit einem
Wirkbereichdurchmesser von 500 ym und einem Abstand von 50 ym zwischen den
Wirkbereichen. Wenn es sich um Kavitdten handelt, sind diese 30 ym tief und weisen ein

Volumen von 5,8 nl auf.



10

15

20

25

30

WO 2022/223516 PCT/EP2022/060239

Die Erfindung ist dabei keineswegs auf diese Ausfiihrungsformen begrenzt. Grundsétzlich sind
alle moglichen MaRe, Zahlen, Formen und Anordnungen von Flachen und Wirkbereichen
denkbar. Es ist auBerdem mdglich auf géngige Chips, wie z.B. solche mit 1188 Kavitéten

zurlickzugreifen.

Weiterhin ist bevorzugt, dass die vorgelagerten Molekdle in Schritt ¢) liber einen
Immobilisierungstag, durch Adsorption, durch ionische Wechselwirkung, durch Van-der-Waals-

Krafte und/oder durch Eintrocknen an die Oberflache fixiert werden.

Wird ein Immobilisierungstag verwendet, muss dieser nicht zwingend kovalent an die Oberflache

binden. Auch eine Anbindung lber z.B. intermolekulare Wechselwirkungen ist ebenfalls méglich.
Daher kann es bevorzugt sein, dass die ersten Molekiile Immobilisierungstags umfassen.

Es ist bevorzugt, dass die Oberflaichen mit den Molekilen nach diesem Schritt lange haltbar sind,
was ein entscheidenden Vorteil dieses Verfahrens darstellt. Die Haltbarkeit hangt dabei auch von
den eingesetzten Molekiilen ab. Es ist besonders bevorzugt, dass die so hergestellten
Oberflachen beliebig lange gelagert werden kénnen. Zwischen Schritt ) und Schritt d) kénnen
daher je nach Molekil auch problemlos mehrere Wochen oder Monate liegen. Am besten werden
die Oberflachen trocken und unterhalb von Raumtemperatur, bevorzugt unter 10° C, besonders

bevorzugt bei 4° C aufbewahrt.

Es ist hdufig der Fall, dass Komplexe aus einem stabilen und einem instabilen Komplexpartner
bestehen. Die Erfindung ist daher besonders vorteilhaft, weil es mdglich ist, den stabilen
Komplexpartner als erstes Molekil (z.B. ein Peptid) vorzulagem und tiber einen langen Zeitraum
so aufzubewahren. Der weniger stabile Komplexpartner wird dann als zweites Molekil (z.B. ein

MHC) erst kurz vor einer geplanten Analyse oder Untersuchung hinzugegeben.

Es kénnen auch Komplexe als erste oder zweite Molekiile eingesetzt werden. Diese bilden dann
aber mit dem ersten bzw. zweiten Molekiil einen neuen Komplex, der dann als Komplex im Sinne
der Erfindung auf der Oberflache abgefangen wird. Es geht also nicht nur darum Komplexe an
eine Oberfldche zu binden, sondern gezielt Komplexe entstehen zu lassen und diese dann
abzufangen.

Es ist bevorzugt, dass
e die zweiten Molekiile zu den ersten Molekilen hinzugegeben werden oder wobei

e die zweiten Molekiile auf der zweiten Oberflache vorliegen und ein Kontakt
zwischen den Wirkbereichen umfassend die ersten Molekiile und den zweiten
Molekiile Giber eine Fllssigkeitsbriicke hergestellt wird.
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Das Hinzufligen der zweiten Molekiile kann auf unterschiedliche Weise erfolgen. Es ist dabei
wichtig, dass méglichst keine Luft in den Wirkbereichen zwischen den zwei Oberfladchen bleibt,
da dadurch das Abfangen der Molekule auf der Fangeroberflache erschwert werden kann.
AuRerdem sollte méglichst keine Kreuzkontamination erfolgen und die Wirkbereiche getrennt
gehalten werden. Dies ist in erster Linie dann wichtig, wenn mit unterschiedlichen ersten

Molekilen auf einer Oberfladche gearbeitet wird.

Es ist bevorzugt, dass die zweiten Molekiile Immobilisierungstags umfassen. Hierbei sind die

gleichen Immobilisierungstags wie bei den ersten Molekilen méglich.

Es ist mdglich, dass die zweiten Molekule in einem groRen Tropfen auf die Oberflache
aufgebracht werden. Dieses Vorgehen hat den Vorteil, dass die einzelnen Wirkbereiche nahezu
luftfrei beflllt werden kdnnen. Je nach Fillstand kann es aber dazu kommen, dass mit Auflegen
der zweiten Oberflache Molekile herausgespult werden, sodass diese Methode nicht fir jede

Anwendung geeignet ist bzw. mit besonderer Prazision gearbeitet werden muss.

Eine weitere Methode stellt das Befiillen mit kleinen Trépfchen dar. Dies kann z.B. Giber einen
Printer erfolgen. Dabei werden die zweiten Molekile in kleinen Trépfchen in die Wirkbereiche
aufgebracht. Werden Kavitdten als Wirkbereiche verwendet, kann es vorteilhaft sein, das
Volumen der Tropfen gréRer zu wéhlen als das Volumen der Kavitdten, um méglichst sdmtliche
Luftblasen auszuschlieRen. Durch das Uberfiillen der Wirkbereiche kann es jedoch zu
Kreuzkontaminationen kommen, da Molekiile in die benachbarten Wirkbereiche eindringen

kénnen.

Als besonders bevorzugt hat es sich jedoch erwiesen, kleine Trépfchen zu verwenden, deren
Volumen kleiner ist als das der Wirkbereiche. Die tiberschiissige Luft kann z.B. nach Auflegen
der zweiten Oberfléche entfernt werden, bevorzugt liber das Anlegen von Uberdruck. Dieses
Vorgehen hat den Vorteil, dass keine Luftblasen vorhanden sind und es zu keiner
Kreuzkontamination kommt. Mit aktueller Messtechnik lieferte diese Methode daher die besten

Ergebnisse.

Liegen die zweiten Molekllen auf einer zweiten Oberflache vor, kénnen diese entweder in
getrennten Wirkbereichen oder flachig vorliegen. Es ist bevorzugt, dass nur eine Sorte an
zweiten Molekilen pro Array verwendet wird, insbesondere wenn diese flachig auf der zweiten
Oberflache aufgetragen sind. Wenn die zweite Oberflache ein Mikroarray oder ein Kavitdtenarray
ist, kénnen auch unterschiedliche zweite Molekiile zum Einsatz kommen, wobei dann die
unterschiedlichen zweiten Molekule durch Wirkbereiche, bevorzugt Spots oder Kavitéaten

rdumlich getrennt vorliegen.

Die Wirkbereiche auf der ersten Oberflache werden so mit dem zweiten Molekil in Kontakt

gebracht. Dies kann entweder simultan oder Wirkbereich fir Wirkbereich geschehen. Nach oder
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wéhrend des Befiillens werden die Wirkbereiche mit einer Fédngeroberflache verschlossen,
welche anschlieRend spezifisch den entstandenen Molekilkomplex abfangen kann.

Die Komplexbildung findet vorteilhafterweise in den verschlossenen Wirkbereichen statt. Es kann
sich dabei z.B. um verschlossene Kavitdten handeln. Auch eine Flissigkeitsbriicke, die sich
zwischen den zwei Oberflichen bildet, kann zu verschlossenen Wirkbereichen im Sinne der
Erfindung fihren.

Es ist bevorzugt, dass die Komplexbildung durch die Auflésung der Fixierung der ersten Molekdile
ermdglicht wird. Dies kann je nach Art der Fixierung auf unterschiedliche Weise erfolgen, z.B.
durch Abspalten des Immobilisierungstags, Rehydrierung oder durch Auflésen der
zwischenmolekularen Wechselwirkungen. Ein Fachmann ist in der Lage eine geeignete Methode
zu wahlen ohne dabei selbst erfinderisch tatig zu werden. Fur die Abspaltung des
Immobilisierungstags kommen je nach Tag und Bindung unterschiedliche Methoden in Betracht.
So kann die Abspaltung tber Licht unterschiedlichster Wellenlénge, z.B. UV-Licht, chemische
Spaltung, enzymatische Spaltung, elektrische Felder, Magnetfelder oder auch elektrochemische
Spaltung erfolgen.

Es ist weiterhin bevorzugt, dass das Vorlegen der ersten Molekiile in die Wirkbereiche der ersten

Oberflache Uber eine der folgenden Methoden geschieht:
a. Spotten von Flissigkeit umfassend die ersten Molekiile,
b. Aufsynthetisieren der ersten Molekiile,
c. Aufbringen von Partikeln umfassend die ersten Molekiile, und/oder

d. in Kontakt bringen der Wirkbereiche der ersten Oberflaiche mit einem DNA-
Mikroarray, welches Spots von DNA umfasst, wobei die DNA die ersten Molekiile
kodiert.

Es ist bevorzugt, dass die ersten Molekiile ausgewahlt sind aus der Gruppe umfassend Proteine,
Peptide, DNA, RNA, small molecules, Zellen, bevorzugt CRISPR-assoziierte Proteine und deren
Mutanten, gRNA, Proteine aus der Klasse der Haupthistokompatibilitdtskomplexe und deren
Mutanten, Proteine aus der Klasse der Antikérper, T-Lymphozyten, B-Lymphozyten. In diesem
Sinne kénnen daher auch Zellen als Molekiile bezeichnet werden. \Wenn Zellen als erste
Molekiile eingesetzt werden, stellt der Komplexpartner meistens ein Oberflachenprotein oder
eine andere molekularen Struktur auf der Oberflache der Zelle dar, der meist in der Biologie als
Rezeptor, Interaktor, Marker oder Complex of Diversity (CD) bezeichnet wird. Auch Lipide,
Phospholipide, Zuckerreste oder andere Oberflachenstrukturen kénnen als Komplexpartner

dienen. Es ist besonders bevorzugt, dass solche Molekiile als erste Moleklle zum Einsatz
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kommen, die stabil genug sind, um auf der Oberflache fixiert und gelagert zu werden. Daher sind
Proteine, Peptide, DNA, RNA, small molecules besonders bevorzugte erste Molekdile.

Es ist bevorzugt, dass die zweiten Molekiile ausgewahlt sind aus der Gruppe umfassend
Proteine, Peptide, DNA, RNA, small molecules, Zellen, bevorzugt CRISPR-assoziierte Proteine
und deren Mutanten, gRNA, Proteine aus der Klasse der Haupthistokompatibilitdtskomplexe und
deren Mutanten, Proteine aus der Klasse der Antikérper, T-Lymphozyten, B-Lymphozyten. In
diesem Sinne kénnen daher auch Zellen als Molekiile bezeichnet werden. Wenn Zellen als
zweite Moleklle eingesetzt werden, stellt der Komplexpartner meistens ein Oberflaichenprotein

oder eine andere Struktur auf der Oberflache der Zelle dar.

Es ist bevorzugt, dass Protein — Protein bzw. Protein — Peptid Komplexe entstehen. Auch
bevorzugt sind solche Komplexe, wobei ein Komplexpartner sich auf einer Zelloberflache
befindet. Dies kann z.B. der Fall sein, wenn als erstes oder zweites Molekil eine Zelle eingesetzt

wird.

Ein bevorzugter Protein — Peptid Komplex ist z.B. ein MHC — Peptid Komplex. Auch méglich sind
Antikérper — Antigen Komplexe.

Auch bevorzugt entstehen RNA — Protein Komplexe. Z.B. kénnen gRNA und Cas9 jeweils als
erstes oder zweites Molekiil eingesetzt werden. So entsteht ein RNA — Protein Komplex, dessen
Funktion es wére spezifisch DNA zu schneiden und/oder zu binden. Die gRNA sorgt fiir die

Spezifitdt und Cas9 flr die enzymatische Aktivitdt des Schneidevorgangs.
Weiterhin bevorzugt sind DNA — Protein Komplexe.

Bevorzugt umfasst die Fangeroberfliche FaAngermolekule, ausgewahlt aus der Gruppe
umfassend Proteine, Peptide, DNA, RNA, small molecules, bevorzugt Silane, Zucker, Protein-

Immobilisierungstags.

Dabei ist es mdglich, dass die FAngermolekdle ein erstes Molekdl, ein zweites Molekul und/oder
den gebildeten Komplex spezifisch abfangen. So kann ein gebildeter Komplex z.B. eine
Tertidrstruktur aufweisen, die in den einzelnen Molekilen nicht vorkommt und die vom
Fangermolekiil, beispielsweise einem Antikdrper, spezifisch erkannt wird.

In einer weiteren bevorzugten Ausflihrungsform betrifft die Erfindung ein beschriebenes
Verfahren, wobei der Molekiilkomplex-Mikroarray analysiert, vermessen und/oder charakterisiert
wird. Dabei kann es sich z.B. um eine Interaktionsvermessung handeln oder eine Untersuchung
der Komplexfunktionen. Die Analyse der Interkation kann die Komplexbildung selbst betreffen,

oder auch eine Output-Interaktion mit einem oder mehreren weiteren Molekilen.
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Eine wichtige Anwendung des erfindungsgeméfRen Verfahrens stellt das MHC oder HLA
Screening dar. Die Prasentation von Peptiden auf der Zelloberflaiche durch MHC/HLA-Molekiile
ist ein wichtiger Baustein in der Immunantwort gegen Infektionen oder auch Krebszellen.
Adaptive Zelltherapien bieten neue effektive Wege fiir eine direkte und personalisierte
Behandlung von Krankheiten. Zum Beispiel kdnnen die T-Zellen des Patienten genetisch mit
einem spezifischen T-Zell-Rezeptor (TCR) modifiziert werden, der gezielt eine bestimmte Krebs-
Erkrankung erkennen und dadurch eine Immunantwort auslésen kann, um den Tumor des
Patienten gezielt zu bekdmpfen. Eine andere Mdglichkeit, das gleiche Ergebnis zu erzielen,
besteht darin, dem Patienten ein designtes ,TCR-bispezifisches* Molekiil zuzufiihren, das den
Kontakt zwischen einem abnormalen Zelltyp und einer T-Zelle vermittelt. In beiden
Therapieansatzen muss sichergestellt werden, dass der verabreichte neue TCR nicht mit

gesunden Zellen interagiert und damit eine Autoimmunreaktion auslést.

Mit der oben beschriebenen Methode ist es mdglich ein MHC- bzw. HLA-Assay herzustellen,
welches speziell fiir das Screening tausender verschiedener MHC- oder HLA-Peptid-
Kombinationen ausgelegt ist. Diese MHC- oder HLA-Peptid-Kombinationen sind der Schliissel,
um kérpereigene Zellen von fremden oder entarteten Zellen zu unterscheiden. AuRerdem sind
sie die Bindestellen fiir die TCR-Molekiile. Vor TCR-basierten Therapien miissen die TCRs im
Hochdurchsatz gescreent werden, um sicherzustellen, dass diese nur an der speziellen HLA-
Peptid-Kombination binden, die auf der Krebszelle vorhanden ist und nicht an jene, die auf
gesunden Zellen vorkommen. [17] Durch das Screening kann z.B. die Wirksamkeit und die

Spezifitdt der TCR Kandidaten untersucht werden.

Um ein solches Screening durchzufiihren, werden tausende unterschiedlicher Peptide gezielt und
separat mit dem gleichen MHC oder HLA-Molekiil vermischt. Dabei werden uUblicherweise die
Peptide als erste Moleklle vorgelagert. Es ist aber auch mdéglich, dass die MHCs/HLAs die
ersten Molekiile darstellen und die Peptide als zweite Molekiile hinzugegeben werden. Hierdurch
kommt es zu einer Komplexbildung von MHC/HLA und Peptid. AnschlieRend werden die
gebildeten einzelnen Komplexe auf einer Féangeroberflache immobilisiert, um ein Mikroarray zu
generieren. Danach wird das Mikroarray mit den zu analysierenden TCR Molekiilen in Kontakt
gebracht. Diese kdnnen Iéslich als Analyt oder auch auf einer Zelle oder Teilen einer Zelle
vorliegen. AbschlieRend kénnen die Interaktionen zwischen dem TCR und den HLA-Peptid

Komplexen analysiert werden.

Fur die erfindungsgeméRe Methode miissen die HLAs oder MHCs nicht speziell stabilisiert
werden. Die Screens lassen sich sowohl mit nativen, modifizierten, mutierten oder stabilisierten
MHC/HLA Molekulen durchfiuhren. Dies ist unter anderem auch méglich, weil die Erfindung eine
raumgetrennte Vorlagerung der stabilen und Langzeit-lagerbaren Komplexpartner erlaubt.

Weniger stabile Partner kdnnen als zweites Molekiil erst unmittelbar vor der Verwendung des
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Arrays hinzugeben werden, so dass der Gesamtkomplex sich unmittelbar formt ohne
Zerfallserscheinungen durch Lagerung aufzuweisen.

Es ist weiterhin bevorzugt, dass der MHC/HLA Screen mit T-Zellen oder Teilen davon statt TCRs
durchgeflhrt wird, wobei diese T-Zellen einen entsprechenden TCR auf ihrer Oberflache

aufweisen.

In einer weiteren Ausfiihrungsform wird die Komplexbildung zun&chst verhindert ist, da das erste
oder das zweite Molekiil in einem Komplex mit einem temporaren Molekul vorliegt. Bevorzugt ist
dabei ein MHC bereits mit einem temporéren Peptid verbunden. Dieses temporare Peptid ist an
die peptidbindende Grube oder Tasche des MHCs gebunden, sodass das MHC kein anderes
Peptid aufnehmen kann. Durch ein Signal wird diese Bindung getrennt und das MHC steht zur

Komplexbildung mit dem gewtiinschten Peptid bereit.

Es ist dabei bevorzugt méglich, MHCs zu verwenden, die ein UV-spaltbares Peptid umfassen,
welche als Platzhalter fungieren. Dieses Peptid wird dann im erfindungsgeméfen Verfahren
ausgetauscht, durch ein gewlinschtes Peptid. Hierzu wird eine UV-Lichtquelle verwendet, die den
Chip beleuchtet, sobald beide Molekiile (MHC und gewlinschtes Peptid) bereitgestellt wurden.
Durch das UV-Licht wird der Platzhalter gepalten und die Position wird frei, damit das
gewiinschte Peptid einen Komplex mit dem MHC bilden kann. In diesem Fall wird die
Komplexbildung durch ein zusétzliches Signal, hier das UV Signal, aktiviert. Diese

Ausfihrungsform eignet sich besonders gut fir den Einsatz nicht stabilisierter MHCs.

In einer anderen Ausfuhrungsform werden MHCs verwendet, die nicht korrekt gefaltet. Eine
Faltung findet erst in Prasenz der Peptide statt, die an die peptidbindende Grube / Tasche

binden.

Alle Ausfiihrungsformen der Erfindung sind sowohl fiir den Einsatz von MHC Klasse | als auch

MHC Klasse Il geeignet.

Ein weiteres moégliches Anwendungsgebiet der Erfindung stellt z.B. die Forschung im Bereich der
Gentherapie dar. Die Cas-Proteine (z.B. Cas9) bieten die Mdglichkeit sehr genaue Genom-
Editierungen vorzunehmen, welche vor allem im Bereich der Gentherapien eine groRe Rolle
spielen. Im Falle der Cas9 wird das Protein mittels zwei spezifischer RNA Molekils programmiert
(tracrRNA und crRNA). Diese Programmierung verleiht der Cas9 die Spezifitdt, an einem
bestimmten Genlocus zu binden. Hierbei kénnen tracrRNA und crRNA auch fusioniert werden zur
so genannten guide- oder gRNA. Der Vorteil ist, dass man die Cas9 mit nur lediglich einem
Molekil in Verbindung bringen muss, um ihm die entsprechende Spezifitdt zu verleihen. Gerade
im Bereich der personalisierten Gentherapie kann es notwendig sein, viele Verschiedene gRNA

Molekile zu testen, um deren Spezifitdt und off-target Aktivitdt zum entsprechenden Genlokus zu
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untersuchen. Ziel ist es, die Nebenwirkungen einer Gentherapie fiir jeden Patienten zu
minimieren [18].

Wenn viele verschiedene gRNAs mit entsprechenden Cas Proteinen in Verbindung gebracht
werden, spricht man hierbei von gemultiplexten CRISPR Anwendungen. Im Stand der Technik
sind bereits sehr breite Anwendungsgebiete beschrieben. Hierbei wird stets zwischen Gen-
Editierung und Transkriptionsregulation unterschieden. Bei ersterem wird gerne gezielt
geschnitten (entweder Einzel- oder Doppelstrangbriche) und bei letzterem binden die Cas

Proteine an entsprechenden Loci, um einen Effekt auf die Genregulierung auszuiiben [18].

Mit der neuen erfindungsgeméRen Methode ist es mdglich, einen Mikroarray zu generieren, auf
dem viele verschiedene gRNA-Cas-Proteinkomplexe vorhanden sind. Mit einem derartigen Array
kénnen zum einen die Bindung an bestimmte DNA-Regionen untersuchen (z.B. fir off-target
Analysen) werden. Zum anderen kénnen die einzelnen Wirkbereiche auch in Verbindung mit
Zellen gebracht werden, um dadurch gezielt und im Hochdurchsatzformat Gene zu veradndern
oder zu regulieren. Ebenfalls mdglich sind Arrays, bei denen eine Vielzahl von Cas-Mutanten mit
der gleichen gRNA in Verbindung gebracht werden, um z.B. eine verbesserte Cas Mutante oder
ein Protein mit verdnderte PAM (Protospacer adjacent Motif) Sequenzerkennung zu erzeugen /

ZU screenen.

Alle im Stand der Technik bekannten Methoden im CRISPR Bereich beruhen auf all-in Libraries
in Tube fiir Pulldown Ansétze oder in Zellen mit zellbasierten Readouts. CRISPR Mikroarrays

sind im Stand der Technik hingegen nicht beschrieben.

Durch die Erfindung wird daher erstmal eine einfache Herstellungsmethode fir Mikroarrays der
Komplexe hergestellt, die ohne Amplifikationsreaktion auskommt und bei der auch instabilere

Komplexpartner zum Einsatz kommen kénnen.

Figurenbeschreibung

Im Folgenden wir die Erfindung anhand von Figuren und Beispielen erldutern, ohne dabei auf
diese beschrankt zu sein.

Figur 1 zeigt eine bevorzugte Ausfiihrungsform der Erfindung. In der gezeigten Abbildung wird
eine erste Oberflache mit getrennten Kavitaten als Wirkbereiche verwendet. In A bis E wird
gezeigt, wie die ersten Molekiile vorliegen bzw. eingebracht werden kdnnen. Dies kann entweder
geschehen durch Spotten von Flissigkeit welche die reinen Molekdile beinhalten (A), Spotten von
Flussigkeit welche die Molekule mit einem spezifischen Immobilisierungstag beinhalten (B),
Aufsynthetisieren der Molekiile mit einem spezifischen Immobilisierungstag (C), Spotten /

Aufbringen von Partikeln (Beads), auf denen die Molekiile mit einem spezifischen
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Immobilisierungstag verankert sind (D) oder durch das VerschlieRen der Kavitdten mit einem
DNA Mikroarray (Gespottet, synthetisiert ...), welches Spots von DNA enthélt welche wiederum

die ersten Komplexpartner kodieren (E).

Falls nicht schon der Fall (C und D), werden die ersten Molekiile im ndchsten Schritt auf die
Oberflache der Kavitdten gebracht und dort fixiert. Dies kann geschehen durch Eintrocknen der
vorhandenen Fliissigkeit (F), durch spezifische Immobilisierung Gber den Immobilisierungstag
und anschlieRendem Waschen oder Eintrocknen des Chips (G), durch Expression der DNA-
Molekile und anschlieBender spezifischer Immobilisierung tiber den Immobilisierungstag und

anschlieRendem Waschen oder eintrocknen des Chips (H).
In (I) werden die Kavitaten mit dem zweiten Molekul befillt.

Die Komplexbildung erfolgt innerhalb der geschlossenen Kavitéaten entweder durch Rehydrierung
der Molekiile aus Schritt 1 (J) oder durch spezifisches Abspalten der Immobilisierungstags der

ersten Moleklle aus Schritt 1 (K).

Durch Abfangen der Entstandenen Komplexe auf der Fangeroberfliche sowie durch das
Waschen der Oberflache entsteht ein Mikroarray, welches weiter vermessen und charakterisiert
werden kann (L + M). Bei der Fangeroberfliche kann es sich um die zweite Oberflache aus

Schritt | handeln oder um eine andere Oberflache.
Figur 2 zeigt eine weitere bevorzugte Ausfiihrungsform des erfindungsgemalen Verfahrens.

Ein Array wird mittels Synthese oder Spotting hergestellt mit einer Vielzahl unterschiedlicher
erster Molekdule, im vorliegenden Beispiel Peptide (A). Ein weiteres Array wird per Spotting
hergestellt mit einer Vielzahl zweiter Molekile (hier MHC-Komplexe) (B). AnschlieRend werden
beide Arrays in engeren Kontakt gebracht in der Art, dass eine Flissigkeitsbricke zwischen den
einzelnen Arrays aufgebaut wird. Wichtig ist, dass sich die einzelnen Flussigkeitsbriicken nicht
beriihren, sodass die Wirkbereiche getrennt bleiben (C). Die Molekiile des ersten Arrays (A)
werden entweder rehydriert oder spezifisch von der Oberflache abgespalten, z.B. liber Licht.
Uber den Kontakt werden anschlieBend beide Molekiile der jeweiligen Arrays miteinander
vermischt und es kommt zu einer MHC-Peptid-Komplexbildung (D). Die MHC-Peptid-Komplexe
kénnen dann abgefangen werden. Das Ergebnis ist ein Mikroarray der MHC-Peptid-Komplexe

E).
Figur 3

Abbildung 3 zeigt die Anwendung der erfindungsgeméaRen Methode in Kombination mit einem
MHC Screening. Um ein solches Screening durchzufiihren, werden tausende unterschiedlicher
Peptide gezielt und separat mit dem gleichen MHC-Molekiil vermischt (A). Hierdurch kommt es

zu einer Komplexbildung von MHC und Peptid. Die Abbildung zeigt diesen Vorgang zur besseren
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lllustration vereinfacht dargestellt nicht in geschlossenen Wirkbereichen. AnschlieBend werden
die einzelnen Komplexe auf einer Oberfliche immobilisiert, um ein Mikroarray zu generieren (B).
Danach wird das Mikroarray mit dem zu analysierenden TCR Molekdl in Kontakt gebracht (C).
AbschlieBend kénnen die Interaktionen zwischen dem TCR und den MHC-Peptid Komplexen

analysiert werden (D).
Figur 4

Abbildung 4 zeigt eine bevorzugte Ausfihrungsform der erfindungsgemaRen Methode. Dabei
werden die ersten Molekdle, hier Peptide auf einen Chip, z.B.: ein PDMS Chip, gespottet (A). In
Schritt B ist zu sehen, wie die Peptide durch Eintrocknen fixiert wurden. In diesem Fall ist eine
Lagerung bei 4°C Uber einen langen Zeitraum méglich (C). In Schritt D werden die zweiten
Molekule hinzugefiigt, hier MHC-Komplexe. In Schritt E werden die Kavitaten der ersten
Oberflache mit einer Fangeroberflache verschlossen und es entstehen geschlossene
Wirkbereiche in denen sich MHC-Peptid-Komplexe bilden. Diese werden von den
Fangermolekiilen auf der Fangeroberfladche abgefangen. In Schritt F werden in diesem Fall T-
Zell-Rezeptoren hinzugegeben, um die Bindungseigenschaften zu analysieren.

Figur 5

Abbildung 5 zeigt unterschiedliche Ausfihrungsformen der erfindungsgeméRen Methode. In
Schritt A werden die ersten Molekiile in Wirkbereiche (hier Kavitdten) vorgelagert. Die erfolgt in
Form von Tropen. In Schritt B ist die Fixierung zu sehen, die hier durch Eintrocknen erfolgt ist.
Die so beladenen Oberflachen sind in diesem Beispiel fur lange Zeit bei bevorzugt 4° C lagerbar
(©).

In der zweiten Reihe sind unterschiedliche Mdglichkeiten des Auftragens der zweiten Molekiile
gezeigt. In diesem Beispiel werden MHCs als zweite Molekiile verwendet. 1 zeigt, dass die
zweiten Molekile mittels groRer Tropfen aufgetragen werden kénnen, sodass gleich mehrere
Wirkbereiche befiillt werden. Dabei werden die Kavitaten in diesem Beispiel tberfillt, um
Lufteinschliisse zu vermeiden. In 2 werden die MHCs in kleineren Tropfchen gezielter auf die
einzelnen Wirkbereiche aufgebracht. Auch hier werden im Beispiel die Kavitaten Gberfiillt. In 3
werden die MHCs in kleineren Trépfchen gezielter auf die einzelnen Wirkbereiche aufgebracht,
wobei das Volumen der Trépfchen hier kleiner ist als das der Kavitéten.

Die Komplexbildung findet in den Wirkbereichen statt. AnschlieRend wird in allen drei Beispielen
eine Féngeroberflache aufgelegt. In der letzten Reihe ist zu sehen, wie die Komplexe an der
Fangeroberflaiche gebunden vorliegen und in diesem Fall auf |hre Bindungseigenschaften zu T-

Zellrezeptoren untersucht werden.

Figur 6
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Abbildung 6 zeigt unterschiedliche Ergebnisse der Methoden nach Figur 5, wobei Abbildung 6.3.2
ein sehr gutes Ergebnis bei korrekter Durchfiihrung der erfindungsgemaRen Methode zeigt.
Abbildung 6.2.2 zeigt ebenfalls ein auswertbares Ergebnis, wobei es zu Kreuzkontaminationen
mit den benachbarten Kavitdten kam. Trotzdem ist hier bereits eine Interaktion mit den T-Zell-
Rezeptoren messbar. In Abbildung 6.3.1 und 6.3.2 wird ein erstrebenswertes Ergebnis bei
ordnungsgemaRer Durchfiihrung der erfindungsgeméaRen Methode gezeigt. Hier sind saubere
Kavitdten zu erkennen, sodass es zu keinen Kreuzkontaminationen kam. Die Interaktion mit den

T-Zell-Rezeptoren ist gut messbar.

Es wurden unterschiedliche Versuche mit MHCs als zweites Molekil durchgeflihrt. Dazu wurden
verschiedene MHCs verwendet und Peptid-MHC (pMHC) Komplex Arrays mit dem
erfindungsgeméBen Verfahren hergestellt. Die Arrays wurden anschlieRend mit T-Zell-
Rezeptoren uberspilt und die Bindung zu den pMHCs wurde visualisiert. Die im Folgenden
gezeigten Beispiele sollen die Erfindung illustrieren und den Anmeldegegenstand nicht
beschranken. Insbesondere sind sowohl MHC Klasse 1 als auch MHC Klasse 2 Molekiile
geeignet. Die hier gezeigte Analyse mit I6slichen T-Tell-Rezeptor-Analyten ist ein beispielhafter
Anwendungsbereich. Es ist ebenso méglich die Arrays mit T-Zellen oder Teilen davon in Kontakt
zu bringen und deren Interaktion zu bestimmen. Selbstverstéandlich sind auch véllig andere
Analysen méglich, wobei die Arrays dann mit den jeweiligen anderen Komponenten oder

Analysepartnern in Kontakt gebracht werden.
Im Einzelnen:
Beispiel 1

Es wurden Versuche mit stabilisierten MHCs (Quelle: Tetramershop) durchgefiihrt, die keine

Peptide in der peptidbindenden Tasche umfassen.
Es werden ein mit Streptavidin beschichteter Glastrager und ein Kavitdten-Chip bereitgestelit.

Mit Streptavidin beschichtete Glastrdger werden fir die Immobilisierung der Biotin getaggten

Liganden verwendet.

Die Kavitdaten-Chips (BioCopy cavity chip) umfassen kleine Kavitaten, die als Reagenzienbehélter
fur die pMHC-Komplexbildung benutzt werden.

Die Peptide, die fiir die pMHC Komplexe verwendet werden, werden in die vorbereiteten

Kavitadten-Chips geprintet. Diese kénnen nun bis zur weiteren Verwendung gelagert werden.

Im nachsten Schritt werden die MHC Molekiile in die vorbereiteten Peptid-Chips geprintet. Es

folgt eine Bindung des Peptids in der Bindungstasche des MHCs. Die so gebildeten Komplexe
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werden auf der Streptavidin beschichteten Oberflaiche abgefangen und bilden eine Mikroarray-
Formation.

Nach einem Inkubationsschritt kann das Glastrdger-Chip-Sandwich getrennt werden und der

pMHC-Mikroarray steht zur Benutzung bereit.

Die so hergestellten Arrays wurden getestet und dafiir mit T-Zell-Rezeptoren gespiilt. Die

Bindung der pMHC Spots wurde visualisiert und lieferte gute Ergebnisse.

Beispiel 2

Es wurden Versuche mit nicht stabilisierten MHCs (Quelle: Z.B. Sanquin, Biolegend), die UV-

spaltbare bzw. UV sensitive Peptide umfassen, durchgefiihrt.
Es werden ein mit Streptavidin beschichteter Glastrager und ein Kavitdten-Chip bereitgestelit.

Mit Streptavidin beschichtete Glastrdger werden fir die Immobilisierung der Biotin getaggten

Liganden verwendet.

Die Kavitdaten-Chips (BioCopy cavity chip) umfassen kleine Kavitaten, die als Reagenzienbehélter

fur die pMHC-Komplexbildung benutzt werden.

Die Peptide, die fiir die pMHC Komplexe verwendet werden, werden in die vorbereiteten

Kavitadten-Chips geprintet. Diese kénnen nun bis zur weiteren Verwendung gelagert werden.

Im nachsten Schritt werden die MHC Molekiile in die vorbereiteten Peptid-Chips geprintet. Fur
den Austausch eines UV-spaltbaren Peptids, welches im nicht stabilisierten MHC lokalisiert ist,
wird eine UV Lichtquelle verwendet und der Chip wird beleuchtet. UV-Spaltung bewirkt den

Austausch des gespaltenen Peptids durch das bereitgestellte (geprintete) Peptide.

Nach dem Peptidaustausch werden die so gebildeten Komplexe auf der Streptavidin

beschichteten Oberflache abgefangen und bilden eine Mikroarray-Formation.

Nach einem Inkubationsschritt kann das Glastréger-Chip-Sandwich getrennt werden und der

pMHC-Mikroarray steht zur Benutzung bereit.

Der so hergestellt Array wurde mit T-Zell-Rezeptoren gespiult und die Bindung an die pMHCs
konnte sichtbar gemacht werden und lieferte gute Ergebnisse.

Beispiel 3
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Es wurden Versuche mit nicht stabilisierten HLAs (Quelle: Z.B. Immundex) durchgefiihrt, die
gefaltet werden miissen. Die unbeladenen MHCs sind nicht korrekt gefaltet. Eine Faltung findet in

Prasenz der Peptide statt.
Es werden ein mit Streptavidin beschichteter Glastrager und ein Kavitdten-Chip bereitgestellt.

Mit Streptavidin beschichtete Glastrager werden fir die Immobilisierung der Biotin getaggten

Liganden verwendet.

Die Kavitaten-Chips (BioCopy cavity chip) umfassen kleine Kavitaten, die als Reagenzienbehélter

fur die pMHC-Komplexbildung benutzt werden.

Die Peptide, die fur die pMHC Komplexe verwendet werden, werden in die vorbereiteten

Kavitaten-Chips geprintet. Diese kénnen nun bis zur weiteren Verwendung gelagert werden.

Im nachsten Schritt werden die MHC Molekiile in die vorbereiteten Peptid-Chips geprintet. Nun
findet die Faltung statt und die Peptide binden in den Taschen der MHC Molektile und bilden so
einen pMHC Komplex.

Die gebildeten Komplexe werden auf der Streptavidin beschichteten Oberfliche abgefangen und

bilden eine Mikroarray-Formation.

Nach einem Inkubationsschritt kann das Glastrdger-Chip-Sandwich getrennt werden und der

pMHC-Mikroarray steht zur Benutzung bereit.

Auch der so hergestellte Array wurde getestet, in dem er mit T-Zell-Rezeptoren gespult wurde.

Die gebundenen pMHC Spots konnten visualisiert werden und zeigen gute Ergebnisse.
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Anspriiche

1.

Verfahren zur in-situ Herstellung eines Molekiilkomplex-Mikroarrays umfassend die
folgenden Schritte:

a) Bereitstellen einer ersten Oberflaiche umfassend mehrere getrennte Wirkbereiche,
b) Vorlegen von ersten Molekilen in mehrere Wirkbereiche,
¢) Fixieren der vorgelegten Molekiile an der Oberflache,

d) Hinzufiigen eines zweiten Molekdls in jeden Wirkbereich mit vorgelegtem ersten
Molekiil,

e) VerschlieBen der Wirkbereiche mit einer zweiten Oberflache,

f) Komplexbildung zwischen den Molekiilen,

g) Immobilisieren des gebildeten Komplexes an einer Féngeroberfldche.
Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Fangeroberfliche die zweite Oberflache ist.

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die Wirkbereiche Kavitdten und/oder Spots
sind.

Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die
vorgelagerten Molekiile in Schritt ¢) Gber einen Immobilisierungstag, durch Adsorption,
durch ionische Wechselwirkung, durch Van-der-Waals-Kréfte, durch eine spezifische

chemische Reaktion und/oder durch Eintrocknen an die Oberflache fixiert werden.
Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei
o die zweiten Molekiile zu den ersten Molekiilen hinzugegeben werden oder wobei

e die zweiten Molekiile auf der zweiten Oberflache vorliegen und ein Kontakt
zwischen den Wirkbereichen umfassend die ersten Molekiile und den zweiten

Molekile tiber eine Flussigkeitsbriicke hergestellt wird.

Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die

Komplexbildung durch die Auflésung der Fixierung ersten Molekiile ermdglicht wird.

Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die
Komplexbildung zunéchst verhindert ist, weil das erste oder das zweite Molekdl in einem

Komplex mit einem temporéren Molekiil vorliegt.
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Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die
Komplexbildung durch ein Signal, bevorzugt ein UV-Lichtsignal, aktiviert wird.

Verfahren nach Anspruch 8, wobei durch das Signal die Komplexbildung mit dem

temporéren Molekiil getrennt wird.

Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei das Vorlegen
der ersten Molekiile in die Wirkbereiche der ersten Oberflache Gber eine der folgenden

Methoden geschieht:
a. Spotten von Flussigkeit umfassend die ersten Molekiile,
b. Aufsynthetisieren der ersten Molekiile,
c. Aufbringen von Partikeln umfassend die ersten Molekiile, und/oder

d. in Kontakt bringen der Wirkbereiche der ersten Oberflaiche mit einem DNA-

Mikroarray, welches Spots von DNA umfasst, wobei die DNA die ersten Molekiile

kodiert.

. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die ersten

und/oder die zweiten Molekiile Immobilisierungstags beinhalten.

Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die ersten
und/oder die zweiten Molekiile ausgewahlt sind aus der Gruppe umfassend Proteine,
Peptide, DNA, RNA, small molecules, Zellen, bevorzugt CRISPR-assoziierte Proteine
und deren Mutanten, gRNA, Proteine aus der Klasse der
Haupthistokompatibilitdtskomplexe und deren Mutanten, Proteine aus der Klasse der

Antikérper, T-Lymphozyten, B-Lymphozyten.

Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die

Fangeroberflaiche Fangermolekile umfasst, ausgewahlt aus der Gruppe umfassend

Proteine, Peptide, DNA, RNA, small molecules, bevorzugt Silane, Zucker, Protein-

Immobilisierungstags.

Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei der
Molekiilkomplex-Mikroarray analysiert, vermessen und/oder charakterisiert wird.

Verfahren nach Anspruch 14, wobei der Molekilkomplex-Mikroarray mit T-Zell-

Rezeptoren, T-Zellen oder Teilen davon in Kontakt gebracht wird und die Interaktion

zwischen den Molekiilkomplexen und den T-Zell-Rezeptoren, T-Zellen oder Teilen davon

analysiert wird.
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