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Malgeschneiderte Schichten aus Cellulose-Dispersionen zum Nachweis von Analyten

Die wvorliegende FErfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Herstellung einer
Celluloseschicht zum Nachweis mindestens eines Analyten, umfassend (i) Herstellung einer
Celluloseschicht durch Auftragen einer stabilen Dispersion von Cellulose und/oder einem
Cellulose-Derivat auf einen geeigneten Triager, und (ii) Immobilisieren mindestens eines
Liganden auf der Celluloseschicht, sowie auf eine nach diesem Verfahren hergestellte
Celluloseschicht. Die vorliegende Erfindung bezieht sich zusitzlich auf zugehorige

Nachweisverfahren, Vorrichtungen, Kits und Verwendungen.

Cellulose ist ein wirtschaftlich bedeutsames Naturmaterial und wird u. a. als Baumaterial, fiir
die Papierherstellung, fiir Bekleidung, und in der Energiewirtschaft verwendet. In neuerer Zeit
wurden Modifikationen der Cellulose entwickelt, die neue Anwendungen erméglichen. So
wurden Cellulosematerialien mit Dimensionen im Nanometerbereich entwickelt, die generell
als Nanocellulosen bezeichnet werden. Nanocellulosen kénnen mit unterschiedlichen
Verfahren und aus unterschiedlichen Ausgangsmaterialien hergestellt werden. Generell werden

dabei die In Tabelle 1 dargestellten Typen unterschieden.

Tabelle 1: Typen von Nanocellulose (nach Klemm et al. (2011), Angew. Chemie Int. Ed., 50: 5438-
66)

Typ Synonyme Dimensionen
Mikrofibrillierte Cellulose ~ Nanofibrillierte Cellulose Durchmesser: 5 -60 nm
(MFC) (NFC) Lénge: einige pm
Nanokristalline Cellulose Cellulose Nanokristalle, Durchmesser:5 =70 nm
(NCO) Mikrokristalle, Whisker, Lange: 100 —250 nm
rodshaped cellulose
Bakterien Nanocellulose Bakterien-Cellulose, Durchmesser:20 —100 nm
(BNC) Mikrobielle Cellulose, Nanofiber Netzwerk
Biocellulose

Gemischte Schichten mit Nanocellulose und z.B. Acrylpolymeren wurden ebenfalls

vorgeschlagen (Griineberger et al. (2014), J Mater Sci 49:6437). Wegen lhrer giinstigen
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biologischen, chemischen und physikalischen FEigenschaften wurden Nanocellulose-
Materialien auch zur Verwendung in der Biomedizin vorgeschlagen, z.B. als Geriistmaterial

oder als Tragerstoff fiir Arzneimittel.

In der Medizin, Biotechnik, Landwirtschaft, Lebensmittel- und Umweltwissenschaften gibt es
eine Vielzahl von Problemstellungen, deren Ldsung enorm vom schnellen Nachweis
bestimmter analytischer Parameter profitieren. Solche Tests sind mittlerweile in vielen
Bereichen des Lebens ectabliert. Die bekanntesten Beispiele sind pH-Papier,
Schwangerschaftstest oder die Bestimmung der Wasserhirte. Alle genannten Beispicle zeigen
einen einfachen Farbumschlag bei entsprechender Indikation. Die Teststreifen sind dabei aus
einem Trager (Kunststoff, Papier, Glas), einem Indikator (organischer Farbstoff) und einer oder

mehrere polymere Schichten zur Fixierung des Indikators aufgebaut.

Eine Signalgenerierung kann prinzipiell auf verschiedenen Arten erfolgen: Spektroskopisch (z.
B. Fluoreszenz, Lumineszenz, IR, UV); elektrochemisch (z. B.: Amperometrie, Potentiometrie,
Konduktivitdt, Coulometric); oder markierungsfreic optische Oberflichenanalytik (z.B.

Ellipsometrie, reflektometrische Interferenzspektroskopie, Oberflichenplasmonenresonanz).

Zunchmend nehmen Technologien fir die Umsetzung von Multiparametern- oder auch
Multiplexanwendungen einen immer groferen Raum ein. Die Multiparameteranalytik
ermdglicht die simultane Bestimmung mehrerer Analyte in einem Messdurchgang und damit

komplexere analytische Aussagen nach nur einer Laboruntersuchung.

Biochips dominieren zunchmend solche Detektionstechniken aufgrund der Fihigkeit, eine
hochparallele Messung vieler Analyten mit begrenzten Probenvolumina durchzufiihren. Die
Technologie liefert durch starke Miniaturisierung die Grundlage fiir die Durchfiihrung von
Reaktionen auf Basis von Biomolekiilen, wie DNA, Peptiden oder Proteinen. Diese werden
hierzu auf einem Triger (Chip) in einem festen Raster immobilisiert. Im Allgemeinen sind die
Biomolekiile in wissrigen Fliissigkeiten geldst, welche in Form kleinster Tropfen auf das feste
Substrat gebracht werden. Fiir die Herstellung von Biochips fiir die Multiparameteranalytik ist
eine Oberfliche mit optimalen chemischen Funktionen eine grundlegende Voraussetzung.
Entsprechende Oberfldcheneigenschaften ermdéglichen die spezifische Immobilisierung

verschiedener Biomolekiile sowie die Erzeugung selektiver Eigenschaften hydrophiler oder
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hydrophober Oberflichen. Ein weiteres Problem bei den bisherigen marktrelevanten Losungen

ist, dass fiir jede analytische Aufgabenstellung nur ein spezieller Biochip benutzt werden kann.

Es gibt also einen Bedarf fiir zuverldssige Mittel zur Herstellung von beschichteten
Oberflachen, insbesondere Oberflaichen mit optisch giinstigen Eigenschaften und Oberflachen,

die eine weitere Derivatisierung zulassen, ohne nachfolgende Verwendungen zu storen.

Dieses Problem wird durch die Verfahren, Celluloseschichten und Verwendungen mit den
Merkmalen der unabhéngigen Anspriiche gelost. Bevorzugte Ausfithrungsformen, die isoliert
oder in jeder beliebigen Kombination in die Praxis umgesetzt werden kénnen, werden in den

abhéngigen Anspriichen genannt.

Entsprechend bezieht sich die vorliegende Erfindung auf ein Verfahren zur Herstellung einer
Celluloseschicht zum Nachweis mindestens eines Analyten, umfassend (i) Herstellung einer
Celluloseschicht durch Auftragen einer stabilen Dispersion von Cellulose und/oder einem
Cellulose-Derivat auf einen geeigneten Triager, und (ii) Immobilisieren mindestens eines

Liganden auf der Celluloseschicht.

Im Folgenden werden die Begriffe "aufweisen”, "enthalten", oder "umfassen” und jede
beliebige grammatikalische Variation davon bevorzugt in nicht-ausschlieBlicher Bedeutung
verwendet. Diese Begriffe konnen sich also sowohl auf eine Situation bezichen, in der neben
den Merkmalen, die durch die Begriffe eingefiihrt werden, keine weiteren Merkmale im
beschriebenen Gegenstand vorliegen, als auch auf eine Situation, in der ein oder mehrere
weitere Merkmale vorhanden sind. Zum Beispiel bezichen sich bevorzugt die Formulierungen
"A umfasst B", "A enthilt B" und "A weist B auf" auf cine Situation, in der auller B kein
weiteres Element in A vorhanden ist, also auf eine Situation, in der A ausschlieBlich aus B
besteht, aber auch auf eine Situation, in der neben B ein oder mehrere weitere Elemente in A

vorhanden, so zum Beispiel Element C, Elemente C und D, oder sogar weitere Elemente.

Des Weiteren werden im Folgenden die Begriffe "bevorzugt", "mehr bevorzugt", "am meisten
bevorzugt", "insbesondere", "spezifisch" oder &hnliche Formulierungen bevorzugt im
Zusammenhang mit optionalen Merkmalen verwendet, ohne weitere Moglichkeiten zu
beschranken. Merkmale, die durch diese Formulierungen eingefiihrt werden, sind also

bevorzugt optionale Merkmale und schrinken den in den Anspriichen beanspruchten
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Gegenstand nicht ein. Wie der Fachmann versteht, kann die Erfindung mit alternativen
Merkmalen ausgefiihrt werden. Ahnliches gilt fiir die Formulierung "in einer
Ausfiihrungsform" oder dhnliche Formulierungen, die sich ebenfalls auf optionale Merkmale
bezichen ohne Einschrinkung beziiglich weiterer Ausfithrungsformen, ohne Einschrinkung des
Gegenstands der Erfindung und ohne Einschrinkung der Moglichkeit, die so eingefiihrten

Merkmale mit anderen optionalen oder nicht optionalen Merkmalen zu kombinieren.

Der Begriff "Standardbedingungen", soweit nicht anders definiert, bezieht sich auf die IUPAC
Standard-Umgebungstemperatur- und -Druckbedingungen (SATP), also bevorzugt eine
Temperatur von 25 °C und einen absoluten Druck von 100 Kilo-Pascal; bevorzugt bezichen
sich Standardbedingungen zusétzlich auf einen pH von 7. Der Begriff "ungefahr", sofern nicht
anders angegeben, bezicht sich auf den angegebenen Wert mit der allgemein akzeptierten
technischen Prézision im relevanten Arbeitsgebiet und bevorzugt auf den angegebenen Wert +
20 %, bevorzugt = 10%, noch mehr bevorzugt = 5 %. Der Begriff "im Wesentlichen" bezieht
sich bevorzugt auf die Tatsache, dass mogliche Abweichungen, die einen Einfluss auf das
angegebene Ergebnis oder die Verwendung haben, nicht wvorliegen, d.h. mdgliche
Abweichungen verursachen eine Abweichung vom angegebenen Ergebnis von hochstens =+
20%, bevorzugt =+ 10%, mehr bevorzugt + 5%. "Bestehend im Wesentlichen aus" bedeutet
also bevorzugt das Vorhandensein der angegebenen Bestandteile unter Ausschluss von anderen
Komponenten mit Ausnahme von Verunreinigungen, Bestandteilen, die als Ergebnis des
Herstellungsprozesses unvermeidlich sind und/oder Bestandteilen, die fiir einen Zweck
hinzugefiigt wurden, der sich nicht auf den technischen Effekt der vorliegenden Erfindung
bezieht. Eine Zusammensetzung, die mit der Formulierung "bestehend im Wesentlichen aus”
definiert wird, kann also Additive, Hilfsstoffe, Losungsmittel, Verdiinnungsmittel, Tragerstoffe
und dhnliches enthalten. Bevorzugt enthélt eine Zusammensetzung, die im Wesentlichen aus
den angegebenen Komponenten bestehen soll, hochstens einen Massenanteil von 5 %,

bevorzugt hochstens 2 %, mehr bevorzugt hochstens 1 % an nicht angegebenen Komponenten.

Das erfindungsgemifle Verfahren kann zusitzlich weitere Schritte enthalten; solche weiteren
Schritte kénnen sich z.B. auf die Herstellung einer stabilen Dispersion vor dem Auftragen
bezichen oder auf weitere, dem Auftragen folgende Schritte, wie z.B. Trocknung der
Celluloseschicht. Einzelne oder alle Schritte konnen wiederholt werden; so koénnen z.B.
mehrere Liganden in verschiedenen Auftragsvorgingen aufgetragen werden. Die

erfindungsgemaBe Celluloseschicht kann auf dem Tréiger verbleiben oder, z.B. als Folie oder
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Streifen, nach einem Trocknungsvorgang von diesem wieder entfernt werden. Bevorzugt
werden, um unterschiedliche Funktionalititen auf der Schicht zu realisieren, zunidchst wéssrige
Dispersionen verschieden modifizierter Cellulosen hergestellt. AnschlieBend werden bevorzugt
zundchst zwei oder mehr stabile Cellulosedispersionen mit den gewiinschten
Konzentrationsverhéltnissen intensiv miteinander vermischt. Diese Mischung wird dann
bevorzugt als Schicht auf einen gewiinschten Tréager aufgetragen. Somit kénnen Schichten aus

unterschiedlichen Dispersionen hergestellt werden.

Der Begriff "Triager" wird im Kontext der vorliegenden Beschreibung in der dem Fachmann
geldufigen Bedeutung verwendet; bevorzugt handelt es sich bei dem Tridger um einen
Gegenstand oder eine Vorrichtung, der/die bevorzugt starr oder biegsam ist und der/die
grundsitzlich aus jedem beliebigen Material bestehen kann. Bevorzugt hat der Tréger planare,
zylindrische oder elypsoide Form, mehr bevorzugt handelt es sich bei dem Triager um einen
Festkorper in Form einer Platte, Folie, R6hre, Membran oder eines oder mehrerer Beads.
Insbesondere flir die Herstellung einer Folie oder eines Streifens kann die stabile Dispersion
auch auf z.B. auf eine Rolle aufgetragen und dort getrocknet werden. Ebenfalls bevorzugt kann
es sich bei dem Triager um ein Verpackungsmaterial, ein Labormaterial und/oder einen
Einwegartikel handeln. Bevorzugte Verpackungsmaterialien sind Folien, zum Beispiel aus
Polyethylen, Polypropylen, Polyvinylchlorid, oder &hnlichen Kunststoffen. Bevorzugte
Labormaterialien sind Triager flir einen Biochip, zum Beispiel Objekttriger oder &hnliche
Materialien, Mechrlochplatten, wie z.B. Mikrotiterplatten, Halbleiterplatten oder &hnliche
Artikel. Bevorzugte Einwegartikel sind zum Beispiel Urinbecher, Spritzen, Kaniilen,
Schlduche, Tissue-Artikel, Entnahmestdbchen (Swabs), Atemmasken oder Teile davon, oder
Luftfilter. Bevorzugt enthilt der Trager Glas, Papier, Kunststoff, Keramik und/oder Metall,
noch mehr bevorzugt besteht der Tréger aus Glas, Papier, Kunststoff, Keramik und/oder Metall.

In eciner bevorzugten Ausfilhrungsform ist der Triger transparent. In einer ebenfalls
bevorzugten Ausfihrungsform ist die Celluloseschicht transparent. In einer besonders
bevorzugten Ausfiihrungsform sind Trager und Celluloseschicht transparent. Der Begriff
"transparent” wird im Kontext der vorliegenden Beschreibung in der dem Fachmann geldufigen
Bedeutung verwendet; bevorzugt bezieht sich der Begriff transparent auf die Eigenschaft eines
Materials, Strahlung, bevorzugt sichtbares Licht, im Wesentlichen nicht zu absorbieren.
Bevorzugt werden Wellenldngen in einem Bereich zwischen 300 nm und 700 nm im

Wesentlichen nicht absorbiert, mehr bevorzugt in einem Bereich zwischen 350 nm und 650 nm.
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Bevorzugt ist der Absorptionskoeffizient eines transparenten Materials hdchsten 10 cm™, mehr

bevorzugt hochstens 2 cm™!, noch mehr bevorzugt hochstens 1 cm™.

Der Begriff "Cellulose" ist dem Fachmann bekannt und bezieht sich auf ein organisches
Polymer aus beta-1,4-glycosidisch verkniipften Glucose-Einheiten. Die Herstellung von
Cellulose ist dem Fachmann ebenfalls bekannt. Bevorzugt wird Cellulose aus Holz, einjéhrigen
Pflanzen, Baumwolle und/oder Altpapier gewonnen. Bevorzugt kann auch ein Derivat der
Cellulose verwendet werden; bevorzugt werden als Derivatisierung Ester- und/oder
Ethergruppen eingefiihrt, insbesondere eine oder mehrere funktionale Gruppe(n) ausgewéhlt
aus Carboxyl, Carbonyl, Sulfat, Carboxymethyl, Methyl, Ethyl, Silyl, Acetyl, Carbamat, und
Amino. Der Substitutionsgrad (degree of substitution, DS), also die durchschnittliche Zahl
ersetzter Hydroxy-Gruppen pro Glucose-Einheit, liegt bevorzugt bei hochstens 1, noch mehr
bevorzugt hochstens 0,5. Bevorzugt ist die Cellulose eine Nanocellulose oder ein Derivat

davon.

Der Begriff "Analyt" wird im Kontext der vorliegenden Beschreibung in der dem Fachmann
geldufigen Bedeutung verwendet; bevorzugt handelt es sich bei dem Analyten um eine
chemische Substanz, bevorzugt eine in einem Lésungsmittel, bevorzugt Wasser, losliche
Substanz. Bevorzugt ist der Analyt ein nieder- oder hochmolekularer Metaboliten einer Zelle,
eines Gewebes, eines Organs, oder eines Korpers oder eine Substanz, die eingesetzt wird, um
die chemische Zusammensetzung einer Zelle, eines Gewebes, eines Organs, oder eines Korpers
zu verdndern. Bevorzugte niedermolekulare Analyten sind solche, die in der medizinischen
Diagnostik verwendet werden, also insbesondere Analyten, bei denen eine verdnderte
Konzentration in einem Kérpergewebe oder in einer Korperfliissigkeit eine Krankheit anzeigt.
Bevorzugte niedermolekulare Analyten sind deshalb Glucose, Hormone, insbesondere
Ostrogene, Lipide, insbesondere Cholesterin, Harnsiure, Ammoniak und dergleichen.
Bevorzugte makromolekulare Analyten sind insbesondere Polypeptide und Polynukleotide.
Unter den Polypeptiden sind besonders bevorzugt Antikérper, Glycoproteine und
Phosphoproteine. Auch bevorzugt sind Autoantigene, Allergene, sowie Zellen oder
Bestandteile davon, zum Beispiel von baktericllen Zellhiillen oder von viralen Partikeln.
Besonders bevorzugt sind Analyten Antikoérper oder Antigene, bevorzugt Antigene, die an

Antikérper binden.
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Der Begriff "Ligand" wird im Kontext der vorliegenden Beschreibung in der dem Fachmann
geldufigen Bedeutung verwendet; bevorzugt ist der Ligand eine chemische Substanz, die,
bevorzugt spezifisch, an einen Analyten bindet. Eine spezifische Bindung liegt bevorzugt vor,
wenn die Bindung des Liganden an den Analyten mindestens 5Sfach, bevorzugt mindestens
10fach, noch mehr bevorzugt mindestens 100fach, am meisten bevorzugt mindestens 1000fach
so stark ist wie an eine Substanz, die nicht der Analyt ist; die Affinitdt wird dabei bevorzugt als
Dissoziationskonstante der entsprechenden Komplexe angegeben. Alternativ kann Spezifitit
auch durch Bestimmung des Signal/Hintergrundverhéltnisses bestimmt werden, wobei das
Signal/Hintergrundverhiltnis bei spezifischer Bindung bevorzugt bei mindestens 3, mehr
bevorzugt mindestens 10, noch mehr bevorzugt mindestens 100, am meisten bevorzugt
mindestens 1000, liegt. Entsprechende Methoden sind dem Fachmann bekannt. Die Spezifitit
ist bevorzugt eine Gruppenspezifitit, also eine Spezifitit fiir eine Gruppe nicht-identischer
Molekiile mit mindestens einem gemeinsamen Strukturmerkmal; eine entsprechende Gruppe
ist z.B. die der IgG-Molekiile. Mehr bevorzugt ist die Spezifitit eine Spezifitit fiir eine
spezifische chemische Substanz, z.B. fiir ein Polypeptid. Die Affinitdt des Liganden zum
Analyten ist bevorzugt hoch genug, um einen Nachweis des Analyten in der geplanten
Nachweisprozedur zu erméglichen. Bevorzugt ist die Dissoziationskonstante Ka des
Ligand/Analyt-Komplexes héchstens 10 M, mehr bevorzugt hdchstens 10 M, noch mehr
bevorzugt hdchstens 10° M, am meisten bevorzugt hdchstens 10® M. Bevorzugt ist der Ligand
ein Polypeptid, ein Polynukleotid, ein Kohlenhydrat, oder ein Fett. Noch mehr bevorzugt ist
der Ligand ein Antikérper, ein Hormon, ein Glycolipid, ein Phospholipid, ein Glycoprotein
oder ein Phosphoprotein. Auch bevorzugt ist der Ligand ein rekombinantes Protein, ein natives
Protein, ein Autoantigen, ein Allergen und/oder eine Zelle oder ein Bestandteil davon, zum

Beispiel von bakteriellen Zellhiillen oder von viralen Partikeln.

Der Begriff "immobilisieren" wird im Kontext der vorliegenden Beschreibung in der dem
Fachmann geldufigen Bedeutung verwendet; bevorzugt fiihrt die Immobilisierung dazu, dass
der Ligand wihrend der Verwendung im Wesentlichen an die Celluloseschicht gebunden bleibt.
Bevorzugt werden von einem immobilisierten Liganden unter Standardbedingungen iiber einen
Zeitraum von einer Stunde maximal 10%, bevorzugt maximal 2%, noch mehr bevorzugt
maximal 1% in eine umgebende Losung ausgewaschen. Bevorzugt kann der Ligand wéahrend
des Immobilisierungsvorgangs zumindest teilweise in die Celluloseschicht eindringen; der
Begriff "Immobilisierung auf" einer Celluloseschicht schliefit also bevorzugt eine zumindest

teilweise Immobilisierung in der Celluloseschicht mit ein. Der Ligand wird bevorzugt nicht-
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kovalent auf bzw. in der Celluloseschicht immobilisiert; bevorzugt beruht die Bindung des
Liganden an die Celluloseschicht also auf Wasserstoffbriickenbindungen, van der Waalskréaften
und/oder ionischen Wechselwirkungen. Die Stirke der Immobilisierung ldsst sich dabei
insbesondere durch Verwendung geeigneter Cellulosederivate steuern; so kann der Fachmann
fiir die Immobilisierung anionischer Liganden kationische Cellulosederivate bevorzugen, fiir
die Bindung hydrophober Liganden dagegen hydrophobere Cellulosederivate. In einer
Ausfiihrungsform ist die Bindung des Liganden an die Celluloseschicht kovalent; geeignete

Reagenzien und Seitengruppen sind dem Fachmann bekannt.

Bevorzugt wird eine Vielzahl von nicht-identischen Liganden auf der Celluloseschicht
immobilisiert, wobei sich der Begriff Vielzahl bevorzugt auf eine Anzahl von mindestens zwei,
noch mehr bevorzugt mindestens fiinf, noch mehr bevorzugt mindestens zehn, am meisten
bevorzugt mindestens 20 nicht-identischen Liganden bezieht. Ebenfalls bevorzugt bezicht sich
der Begriff Vielzahl auf eine Anzahl von 2 bis 15, bevorzugt 2 bis 10, besonders bevorzugt 1
bis 6, nicht-identischer Liganden. Die nicht-identischen Liganden koénnen prinzipiell als
Gemisch immobilisiert werden; bevorzugt werden sie getrennt, noch mehr bevorzugt in
rdumlich strukturierter Anordnung auf bzw. in der Celluloseschicht aufgebracht und
immobilisiert. Der Celluloseschicht zum Nachweis mindestens eines Analyten umfasst also
bevorzugt eine rdumlich strukturierte Anordnung ("Array") an Liganden, die bevorzugt eine

Identifizierung des Auftragsortes der einzelnen Liganden erlaubt.

Der Begriff "Dispersion" ist dem Fachmann als Begriff flir ein heterogenes Gemisch aus
mindestens zwei Stoffen bekannt. Bevorzugt handelt es sich bei der Dispersion um eine
flissig/fest-Dispersion, also eine Suspension. Bevorzugt ist der Massenanteil in der Dispersion
in einem Bereich zwischen 0,01 % und 10 %, mehr bevorzugt zwischen 0,05 % und 5 %. Noch
mehr bevorzugt liegt der Massenanteil an Cellulose und/oder Cellulose-Derivat in der
Dispersion zwischen 0,01 % und 10 %, noch mehr bevorzugt zwischen 0,05 % und 5 %.

Bevorzugt ist das Dispersionsmedium eine wissrige Losung, mehr bevorzugt Wasser.

Der Begriff "stabile Dispersion” wird im Kontext der vorliegenden Beschreibung in der dem
Fachmann bekannten Bedeutung verwendet und bezieht sich bevorzugt auf eine Dispersion, bei
der der Dispersionsgrad tliber einen Zeitraum von mindestens einem Monat, bevorzugt
mindestens ein Jahr, noch mehr bevorzugt mindestens drei Jahren im Wesentlichen unverandert

bleibt. Bevorzugt kommt es bei der stabilen Dispersion im vorgenannten Zeitraum nur in
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vernachlissigbaren Umfang zur Flokkulation, Aggregation oder Sedimentation. Bevorzugt
weist die Cellulose und/oder das Cellulosederivat in der stabilen Dispersion eine Partikelgrofie
von hochstens 1000 nm, mehr bevorzugt 750 nm, am meisten bevorzugt 600 nm auf, noch mehr
bevorzugt weisen alle Inhaltsstoffe der stabilen Dispersion eine PartikelgroBe von héchstens
1000 nm, mehr bevorzugt 750 nm, am meisten bevorzugt von hochstens 600 nm auf. Methoden
zur Bestimmung von PartikelgroBen sind dem Fachmann geldufig;, bevorzugt wird die
Partikelgrofe bestimmt wie in der vorliegenden Beschreibung in den Beispielen beschrieben.
Bevorzugt ist die stabile Dispersion eine Dispersion von Nanocellulose. Der Ausdruck
"Auftragen einer stabilen Dispersion von Cellulose und/oder einem Cellulose-Derivat" ist also
bevorzugt dem Ausdruck "Auftragen einer stabilen Dispersion von Nanocellulose und/oder
einem Nanocellulose-Derivat" dquivalent. Methoden zur Herstellung von stabilen Cellulose-
Dispersionen sind dem Fachmann bekannt. Die stabile Cellulose-Dispersion wird bevorzugt
mittels Hochdruck-Homogenisation erzeugt, wie zum Beispiel in die DE 2009021688 bzw. WO
2009/021687 angegeben. Ebenfalls bevorzugt werden stabile Cellulose-Dispersionen durch
Behandlung in einem Ultra-Turrax bei ca. 20.000 Umdrehungen/min fiir 15 Minuten und
bevorzugt nachfolgender zweistufiger Behandlung in einem Hochdruck-Homogenisator
erhalten. Die Behandlung im Hochdruck-Homogenisator umfasst bevorzugt sechs Umléufe in
einer 200 um Zelle bei 500 bar und umfasst bevorzugt zwolf Umlédufe in einer 50 um Zelle bei

1000 bar.

Das Auftragen der Celluloseschicht kann durch alle Verfahren erfolgen, die dem Fachmann
angemessen erscheinen; bevorzugt erfolgt das Auftragen durch Rakeln, Spriihen, Spincoaten,
Spriihtrockenen und/oder Tauchen. Das Auftragen der Cellulosedispersion erfolgt bevorzugt
homogen. Die Schichtdicke der Celluloseschicht betrdgt nach Trocknung bevorzugt von 0,01
um bis 10 um, mehr bevorzugt von 0,02 um bis 5 um, noch mehr bevorzugt héchstens 2,5 um.
Dem Fachmann ist bekannt, dass sich die Schichtdicke neben der Wahl des Auftragsverfahrens
insbesondere durch Auswahl des Auftragsvolumens und des Cellulosegehalts der Dispersion
steuern ldsst. Beispiele fiir die Verwirklichung beispielhafter Schichtdicken werden

insbesondere in den Beispielen gezeigt.

Bevorzugt wird die Celluloseschicht nach dem Auftragen getrocknet. Die Trocknung erfolgt
dabei bevorzugt bei einer Temperatur zwischen 15° von 100°, mehr bevorzugt zwischen 30°
und 80°, noch mehr bevorzugt zwischen 35° und 65°. Die Trocknung erfolgt bevorzugt bis zur

Schichtdickenkonstanz und/oder zur Gewichtskonstanz. Dem Fachmann sind geeignete
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Trocknungsverfahren bekannt. Bevorzugt Trocknungsdauern werden im Wesentlichen vom
Auftragsvolumen und der Trocknungstemperatur bestimmt. Die Immobilisierung des Liganden
kann bevorzugt bereits wihren des Trocknens der Celluloseschicht erfolgen, z.B. indem der
Ligand der stabilen Dispersion beigemischt wird. Mehr bevorzugt wird der Ligand auf der
getrockneten oder vorgetrockneten Celluloseschicht immobilisiert, z.B. durch lokal begrenztes
Auftragen kleiner Volumina einer oder mehrerer Ligandenlésung(en) ("Spotten"). Bevorzugt
wird die Celluloseschicht nach dem Immobilisieren erneut getrocknet oder direkt verwendet.
Die erfindungsgemifle Celluloseschicht wird bevorzugt vor der weiteren Verwendung nicht
aktiviert. Die erfindungsgemifle Celluloseschicht wird also vor der weiteren Verwendung
bevorzugt nicht mit chemischen Seitenketten modifiziert, die zu Liganden, bevorzugt den hierin

beschriebenen Liganden, kovalente Bindungen ausbilden.

In den der vorliegenden Erfindung zugrundeliegenden Untersuchungen wurde tiberraschend
gefunden, dass auf Grund der speziellen Struktur der erfindungsgeméfen Celluloseschicht und
der moglichen Funktionalisierung mit chemischen Gruppen, Liganden aus verschiedenen
Stoffgruppen gebunden werden kénnen. Mit einer Beschichtung koénnen also verschiedene
Fragestellungen, z. B. in der Peptid-, DNA- oder Proteinanalytik gelost werden. Ausgehend von
einem gegebenen Triger wird durch physikalische und chemische Prozesse eine
mafgeschneiderte Beschichtung aus Cellulose, auf Wunsch auch ortsaufgeldst multifunktional,
geschaffen, die die parallele Analyse selbst verschieden gearteter Spezies ermoglicht. Die
Einstellung der Oberflicheneigenschaften ldsst die generellen Eigenschaften des Bulkmaterials

bzw. des Trigers unbertihrt.

Fiir heterogene Nachweisverfahren, insbesondere fiir den Einsatz als Biosensoren kann eine
Funktionalisierung der Oberflichen mit biomolekularen Sonden oder Rezeptoren erfolgen. In
Abhiangigkeit von der Art dieser Funktionalisierung konnen die entwickelten
Multifunktionsschichten in verschiedensten Anwendungen genutzt werden. Mogliche
Sondenmolekiile sind DNA zur Untersuchung von Krankheiten bzw. zur Bestimmung der
Identitdt von Probenmaterial, Antikérper fiir den Nachweis von Antigenen, sowie Antigene
bzw. Fragmente von Antigenen zum serologischen Nachweis von Antikérpern in biologischen
Proben. Die aufzubringenden Substanzen koénnen an die Multifunktionsschichten selektiv und

kovalent immobilisiert werden.
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Die Entwicklung solcher Funktionsmaterialien fiir die Multiparameteranalytik fiir ,,on site-
Tests* sowohl im Bereich Qualitdt und Sicherheit von Lebens- und Futtermitteln als auch fiir
,point of need“ in der Diagnostik zeigt eine Vielzahl von Vorteilen, zumal die
Herstellungsbedingungen des Funktionsmaterials so angepasst werden koénnen, dass die
gewiinschten Eigenschaften wie Netzwerkdichte, Funktionalitit und Konzentration den
immobilisierten Sonden gerecht werden. Die Vorteile der Erfindung gegentiber dem Stand der
Technik bestehen dabei insbesondere in Folgendem:

- Modifizierbarkeit und damit verschiedene funktionelle Gruppen auf der Oberfliche
darstellbar und sind die Oberflaichenfunktionalititen fiir Peptide, Proteinen, DNA, Antikrper
leicht zugénglich;

-diinne stabile Schichten mit verschiedenen Methoden darstellbar;

- sehr niedriges Hintergrundsignal;

- mit verschiedenen Wellenldngen auswertbar;

-Aufsicht und Durchsicht realisierbar;

- keine Aktivierungschemie notig.

Aus den genannten Vorteilen ergeben sich verschiedene Moglichkeiten der Anwendung fiir
Fragestellungen in der Praxis. Beispiele dafiir sind Eingrenzung der Analyse (Diagnose) einer
bestimmten Erkrankung durch die gleichzeitige Verwendung verschiedener Analyte/Marker,

und Durchfithrung einer groeren Anzahl von Tests aus einem groflen, heterogenen Gebiet.

Die oben angegebenen Definitionen gelten mutatis mutandis auch fiir die im Folgenden

dargestellten Ausfithrungsformen.

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auch auf eine Celluloseschicht mit einem
immobilisierten Liganden, hergestellt oder herstellbar nach dem Verfahren zur Herstellung

einer Celluloseschicht der vorliegenden Erfindung.

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auBerdem auf ein Verfahren zum Nachweis eines
Analyten in einer Probe, umfassend Inkontaktbringen der Probe mit einer nach dem Verfahren
zur Herstellung einer Celluloseschicht der vorliegenden Erfindung hergestellten
Celluloseschicht und/oder einer Celluloseschicht der vorliegenden Erfindung, und detektieren

von mit dem in der Celluloseschicht enthaltenen Liganden interagierendem Analyten.
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Das Verfahren zum Nachweis eines Analyten ist vorzugsweise ein in vitro Verfahren und kann
zusitzlich weitere Schritte enthalten. Weitere Schritte kénnen sich z.B. auf die Gewinnung
einer Probe und/oder das Hinzufligen (weiterer) Reaktanden einer Nachweisreaktion beziechen.

Ein oder mehrere Schritte des Verfahrens kdnnen auch automatisiert durchgefiihrt werden.

Der Begriff "Inkontaktbringen" wird im Kontext der vorliegenden Beschreibung in der dem
Fachmann bekannten Bedeutung verwendet; bevorzugt umfasst Inkontaktbringen das
Aufbringen einer fliissigen Probe auf die erfindungsgemifle Celluloseschicht und das
Ermdglichen einer Interaktion zwischen Ligand und in der Probe méglicherweise vorhandenem
Analyten. Im Fall einer gasférmigen Probe gilt das oben gesagte mutatis mutandis; bevorzugt
wird die Celluloseschicht in diesem Fall befeuchtet oder vorgequollen. Im Fall einer festen
Probe kann das Inkontaktbringen z.B. dadurch erfolgen, dass die Oberflache der Probe mit der
Celluloseschicht in Kontakt gebracht wird, z.B. durch Auflegen.

Der Begriff "Probe" ist dem Fachmann geldufig und umfasst alle Probenmaterialien, die
potentiell einen Analyten enthalten kénnen. Die Probe kann das vollstindige zu untersuchende
Objekt sein, z.B. bei der Untersuchung von Lebensmitteln. Bevorzugt ist die Probe ein Teil des
zu untersuchenden Objekts. Bevorzugte Probenmaterialien sind fliisssige oder gasférmige
Proben; feste Proben werden bevorzugt mit einer geeigneten Extraktionssfliissigkeit extrahiert
und dann wie fliissige Proben verwendet. Die Proben werden bevorzugt vorbehandelt, z.B. um
den Analyten aus Bindungen oder Komplexen herauszuldsen oder um méglicherweise storende
Probenbestandteile zu entfernen, noch mehr bevorzugt wird die Probe vor dem
Inkontaktbringen mit der Celluloseschicht nicht vorbehandelt. Bevorzugt ist die Probe eine
biologische Probe, insbesondere ein Lebensmittel oder eine zu diagnostischen Zwecken
entnommene Probe. Bevorzugt handelt es sich bei der Probe um eine Gewebeprobe eines
lebenden Organismus, bevorzugt eines Sdugetiers, mehr bevorzugt eines Menschen. Feste
Proben sind bevorzugt Gewebeproben oder Stuhl. Mehr bevorzugt ist die Probe eine gasférmige
Probe, z.B. ecine Atemluft-Probe, insbesondere eine Ausatemluftprobe. Noch mehr bevorzugt
ist die Probe eine Probe einer Korperfliissigkeit, bevorzugt Blut, Plasma, Serum, Speichel, Urin,
Liquor, Pleurafliissigkeit, Aszitesflissigkeit, Galle, Schweil3, Muttermilch,
Menstruationsfliissigkeit, Ejakulat, Abstrichmaterial, insbesondere aus der Nase, dem Mund,
oder anderen Schleimhéuten, oder Spiilfliissigkeit einer Korperéffnung (Lavage); am meisten

bevorzugt sind Proben von Blut, Serum, Plasma oder Urin. Ebenfalls bevorzugt ist die Probe
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eine Probenmatrix aus den Umwelt- oder Lebenswissenschaften, insbesondere Frisch- und

Trinkwasser, Prozess- und Abwasser, Boden, Luft oder Abluft.

Die Detektion der Interaktion des Liganden mit dem Analyten erfolgt bevorzugt tiber dem
Fachmann bekannte Methoden, die vom Fachmann je nach den Erfordernissen ausgewéhlt
werden, die sich insbesondere aus Probenmaterial, Identitit des Analyten und Identitdt des
Liganden ergeben. Im Fall eines Polypeptids als Analyt und eines Antikorpers als Ligand kann
die Detektion z.B. liber einen Sekundirantikdrper erfolgen, der an eine detektierbare chemische
Gruppierung wie z.B. ecinen Farbstoff oder ein Enzym gekoppelt ist. Im Fall eines
niedermolekularen Analyten kann der Ligand z.B. ein Enzym sein, welches den Analyten als
Substrat verwendet. Entsprechend kann fiir die Detektion eine Zugabe weiterer Reaktanden,
Puffer, lonen und Ahnlichem nétig sein, um eine nachweisbare Reaktion zu erhalten.
Entsprechende Verfahren sind dem Fachmann bekannt. Bevorzugt erfolgt die Detektion visuell
oder mittels Fluoreszenz-, Lumineszenz-, oder Absorptionsoptik, durch Scanning
Densitometriec oder elektrochemisch. Mehr bevorzugt erfolgt die Detektion bildgebend

Fluoreszenz-, Lumineszenz-, oder Absorptionsoptik oder durch Scanning Densitometrie.

Die vorliegende Erfindung bezicht sich auch auf eine Vorrichtung umfassend eine

erfindungsgemaBe Celluloseschicht.

Der Begriff "Vorrichtung" wird im Kontext der vorliegenden Beschreibung in der dem
Fachmann bekannten Bedeutung verwendet; bevorzugt ist die Vorrichtung eine Vorrichtung
zur Bestimmung eines Analyten in einer Probe oder ein Teil davon, z.B. eine Sonde oder ein
Teststreifen. Bevorzugt umfasst die Vorrichtung die erfindungsgeméfe Celluloseschicht als
Membran, Folie, oder in anderer geeigneter Form. Mehr bevorzugt umfasst die Vorrichtung die
erfindungsgemaBe Celluloseschicht auf einem Triger. Die Vorrichtung ist also bevorzugt ein
Verpackungsmaterial, ein Labormaterial, bevorzugt ein Biochip oder eine Mehrlochplatte, oder
ein Einwegartikel, bevorzugt ein Urinbecher, eine Spritze, eine Kaniile, ein Schlauch, ein

Tissueartikel, ein Swab, cine Atemmaske oder ein Teil davon, oder ein Luftfilter.

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auch auf einen Kit zum Nachweis mindestens eines
Analyten, umfassend mindestens eine Celluloseschicht mit mindestens einem immobilisierten
Liganden und eine Vorrichtung zur Probennahme, wobei die Celluloseschicht bevorzugt auf

einem Triger vorliegt.
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Der Begriff "Kit" wird im Kontext der vorliegenden Beschreibung in der dem Fachmann
bekannten Bedeutung verwendet; bevorzugt bezieht sich der Begriff auf eine Kombination der
angegebenen Komponenten, die bevorzugt angepasst ist, um den Nachweis mindestens eines
Analyten in einer Probe zu ermdglichen. Die Komponenten kdnnen zusammen oder einzeln
verpackt sein. Bevorzugt ist der Kit eingerichtet, um das Verfahren zum Nachweis eines
Analyten in einer Probe gemif der vorliegenden Erfindung durchzufithren. Die Komponenten
werden bevorzugt benutzungsfertig zur Verfiigung gestellt. Bevorzugt enthilt der Kit weitere
Komponenten, zum Beispiel Puffer, Waschlosungen, ein oder mehrere Nachweisreagenzien,
und/oder optional eine Gebrauchsanweisung. Im erfindungsgeméfen Kit ist die
Celluloseschicht bevorzugt auf einem Triger fixiert, insbesondere auf einer Platte, Folie,
Membran oder einem Bead. Ebenfalls bevorzugt liegt die Celluloseschicht auf einem Biochip,
einer Mehrlochplatte, einem Verpackungsmaterial, oder einem Einwegartikel vor, insbesondere
einem Urinbecher, einer Spritze, einer Kaniile, einem Schlauch, einem Tissueartikel, einem

Swab, einer Atemmaske oder Teil davon, oder einem Luftfilter.

Der Begriff "Vorrichtung zur Probenentnahme” bezieht sich auf jede Vorrichtung, die zur
Entnahme einer Probe wie oben spezifiziert geeignet bzw. eingerichtet ist. Dem Fachmann ist
bekannt, welche Vorrichtungen fiir die jeweils beabsichtigte Probenentnahme geeignet sind.
Zur Entnahme von biologischen Proben werden bevorzugt Swabs, Skalpelle, Stanzen,
Beatmungskaniilen oder Schliuche verwendet. Noch mehr bevorzugt als Vorrichtungen zur
Probenahme sind Spritzen und/oder Kaniilen. Im Bereich der chemischen und Umweltanalytik
handelt es sich bei der Vorrichtung zur Probenannahme bevorzugt um eine Pipette, einen Swab,

einen Loffel, einen Spatel oder insbesondere eine Einmalpipette

Die vorliegende Erfindung bezieht sich weiter auf die Verwendung einer nach dem Verfahren
der vorliegenden Erfindung hergestellten Celluloseschicht zum Nachweis eines Analyten,
bevorzugt in der medizinischen Diagnostik, der (Bio)analytik, der Umweltanalytik, der
Landwirtschafts-, Nahrungsmittel- oder Verpackungsindustrie, der Verfahrenstechnik oder der

Gerichtsmedizin.

Im Licht des oben Gesagten werden die folgenden Ausfiihrungsformen besonders in Betracht

gezogen:
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Ausfihrungsform 1: Verfahren zur Herstellung einer Celluloseschicht zum Nachweis
mindestens eines Analyten, umfassend

(1) Herstellung einer Celluloseschicht durch Auftragen einer stabilen Dispersion von
Cellulose und/oder einem Cellulose-Derivat auf einen geeigneten Trager, und

(i)  Immobilisieren mindestens eines Liganden auf der Celluloseschicht.

Ausfiihrungsform 2: Verfahren nach Ausfiihrungsform 1, wobei mindestens zwei nicht-
identische Cellulosen und/oder Cellulose-Derivate vor dem Auftragen gemeinsam dispergiert

werden.

Ausfiihrungsform 3: Verfahren nach Ausfiihrungsform 1 oder 2, wobei die Celluloseschicht
auf einem Triger vorliegt, bevorzugt auf einem im Wesentlichen transparenten Triger, mehr

bevorzugt auf einem transparenten Tréger.

Ausfiihrungsform 4: Verfahren nach einer der Ausfithrungsformen 1 bis 3, wobei der Ligand

eine Verbindung mit Affinitéit fiir den mindestens einen Analyten ist.

Ausfiihrungsform 5: Verfahren nach einer der Ausfithrungsformen 1 bis 4, wobei der Ligand

den mindestens einen Analyten selektiv bindet.

Ausfiihrungsform 6: Verfahren nach einer der Ausfithrungsformen 1 bis 5, wobei der Ligand

ein Polypeptid, ein Polynukleotid, ein Kohlenhydrat, oder ein Fett ist.

Ausfiihrungsform 7: Verfahren nach einer der Ausfithrungsformen 1 bis 6, wobei der Ligand
ein Antikérper ist, ein Hormon, ein Glycolipid, ein Phospholipid, ein Glykoprotein oder ein

Phosphoprotein.

Ausfiihrungsform 8: Verfahren nach einer der Ausfithrungsformen 1 bis 7, wobei der Ligand
ein rekombinantes Protein, ein natives Protein, ein Autoantigen, ein Allergen und/oder eine

Zelle ist oder enthilt.

Ausfiihrungsform 9: Verfahren nach einer der Ausfiihrungsformen 1 bis 8, wobei eine
Vielzahl von nicht-identischen Liganden auf der Celluloseschicht immobilisiert wird, die

bevorzugt Affinitat fiir nicht-identische Analyten aufweisen.
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Ausfiihrungsform 10: Verfahren nach einer der Ausfiihrungsformen 1 bis 9, wobei die

Immobilisierung rdumlich strukturiert erfolgt.

Ausfiihrungsform 11: Verfahren nach einer der Ausfiihrungsformen 1 bis 10, wobei der
beschichtete Triger fir eine visuelle Auswertung, eine bildgebende Auswertung mittels
Fluoreszenz-, Lumineszenz-, oder Absorptionsoptik, eine Auswertung durch Scanning

Densitometrie und/oder elektrochemische Auswertung eingerichtet ist.

Ausfiihrungsform 12: Verfahren nach einer der Ausfithrungsformen 1 bis 11, wobei der Ligand

kovalent an die Celluloseschicht gebunden ist.

Ausfiihrungsform 13: Verfahren nach einer der Ausfithrungsformen 1 bis 12, wobei die
erhaltene Celluloseschicht im Wesentlichen transparent ist, bevorzugt wobei die erhaltene

Celluloseschicht transparent ist.

Ausfiihrungsform 14: Verfahren nach einer der Ausfithrungsformen 1 bis 13, wobei die stabile
Dispersion einen Feststoffgehalt (Masseanteil) zwischen 0.05 % (w/w) und 5 % (w/w) aufweist,
bevorzugt einen Gehalt an Cellulose und/oder Cellulose-Derivat zwischen 0.05 % (w/w) und

5 % (w/w) aufweist.

Ausfiihrungsform 15: Verfahren nach einer der Ausfithrungsformen 1 bis 14, wobei die
Cellulose und/oder das Cellulose-Derivat eine Partikelgrofe von hochstens 600 nm aufweisen,
bevorzugt wobei die Inhaltsstoffe der stabilen Dispersion eine Partikelgrofle von hochstens 600

nm aufweisen.

Ausfiihrungsform 16: Verfahren nach einer der Ausfiihrungsformen 1 bis 15, wobei das
Auftragen der Celluloseschicht durch Rakeln, Sprithen, Spincoaten, Spriithtrocknen und/oder

Tauchen erfolgt, optional gefolgt von Trocknung.

Ausfiihrungsform 17: Verfahren nach einer der Ausfithrungsformen 1 bis 16, wobei die stabile
Dispersion eine stabile wissrige Dispersion oder eine stabile Dispersion in einer Mischung aus

Wasser und einem mit Wasser mischbaren Losungsmittel ist.
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Ausfiihrungsform 18: Verfahren nach einer der Ausfiihrungsformen 1 bis 17, wobei das

Cellulose-Derivat eine Derivatisierung mit Ester- und/oder Ethergruppen aufweist.

Ausfiihrungsform 19: Verfahren nach einer der Ausfiihrungsformen 1 bis 18, wobei das
Cellulose-Derivat eine Derivatisierung mit mindestens einer funktionalen Gruppe ausgewahlt
aus Carboxyl, Carbonyl, Sulfat, Carboxymethyl, Methyl, Ethyl, Silyl, Acetyl, Carbamat, und

Amino aufweist.

Ausfiihrungsform 20: Verfahren nach der Ausfithrungsform 18 oder 19, wobei das Cellulose-

Derivat einen DS-Wert von weniger als 0,5 aufweist.

Ausfiihrungsform 21: Verfahren nach einer der Ausfithrungsformen 1 bis 20, wobei die
Celluloseschicht mindestens zwei nicht-identische Cellulosen und/oder Cellulose-Derivate

enthilt.

Ausfiihrungsform 22: Verfahren nach einer der Ausfithrungsformen 1 bis 21, wobei die

Cellulose aus Holz, Einjahrespflanzen, Baumwolle, und/oder Altpapier gewonnen wurde.

Ausfiihrungsform 23: Verfahren nach einer der Ausfithrungsformen 1 bis 22, wobei der Triager
Glas, Papier, Kunststoff, Keramik und/oder Metall enthéilt, bevorzugt aus Glas, Papier,
Kunststoff, Keramik und/oder Metall besteht.

Ausfiihrungsform 24: Celluloseschicht mit einem immobilisierten Liganden, hergestellt oder

herstellbar nach dem Verfahren gemél einer der Ausfithrungsformen 1 bis 23.

Ausfiihrungsform 25: Celluloseschicht nach Ausfiihrungsform 24, wobei die Celluloseschicht

transparent ist.

Ausfiihrungsform 26: Celluloseschicht nach Ausfiihrungsform 24 oder 25, wobei der

beschichtete Tréger als Festkorper, bevorzugt als Platte, Folie, Membran oder als Bead vorliegt.

Ausfiihrungsform 27: Celluloseschicht nach einer der Ausfiihrungsformen 24 bis 26, wobei der
beschichtete Triager ein Verpackungsmaterial ist, ein Labormaterial, bevorzugt ein Biochip oder

eine Mehrlochplatte, oder ein Einwegartikel, bevorzugt ein Urinbecher, eine Spritze, eine
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Kaniile, ein Schlauch, e¢in Tissucartikel, ein Swab, cine Atemmasken oder Teil davon, oder ein

Luftfilter.

Ausfiihrungsform 28: Verfahren zum Nachweis eines Analyten in einer Probe, umfassend

(I) Inkontaktbringen der Probe mit einer gemidl dem Verfahren gemiB einer der
Ausfiihrungsformen 1 bis 23 hergestellten Celluloseschicht und/oder einer Celluloseschicht
gemil einer der Ausfiihrungsformen 24 bis 27, und

(II) detektieren von mit dem in der Celluloseschicht enthaltenen Liganden interagierendem

Analyten.

Ausfiihrungsform 29: Verfahren nach Ausfiihrungsform 28, wobei die Auswertung visuell oder
mittels Fluoreszenz-, Lumineszenz-, oder Absorptionsoptik bildgebend, durch Scanning

Densitometrie oder elektrochemisch erfolgt.

Ausfiihrungsform 30: Verfahren nach Ausfiihrungsform 28 oder 29, wobei der Analyt in einer

Probe eines Korpermaterials vorliegt.

Ausfiihrungsform 31: Verfahren nach einer der Ausfihrungsformen 28 bis 30, wobei das
Koérpermaterial eine Korperfliissigkeit, bevorzugt, Blut, Plasma, Serum oder Urin, oder ein Gas,

bevorzugt Ausatemluft, ist.

Ausfiihrungsform 32: Vorrichtung umfassend eine Celluloseschicht gemidll einer der

Ausfiihrungsformen 24 bis 29.

Ausfiihrungsform 33: Vorrichtung gemil Ausfithrungsform 32, wobei die Vorrichtung ein
Verpackungsmaterial ist, ein Labormaterial, bevorzugt ein Biochip oder eine Mehrlochplatte,
oder ein Einwegartikel, bevorzugt ein Urinbecher, eine Spritze, eine Kaniile, ein Schlauch, ein

Tissueartikel, ein Swab, cine Atemmasken oder Teil davon, oder ¢in Luftfilter.

Ausfiihrungsform 34: Kit zum Nachweis mindestens eines Analyten, umfassend mindestens
eine Celluloseschicht mit einem immobilisierten Liganden und eine Vorrichtung zur

Probennahme.
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Ausfiihrungsform 35: Kit geméfl Ausfithrungsform 34, wobei die Celluloseschicht auf einem

Trager vorliegt.

Ausfiihrungsform 36: Verwendung einer nach dem Verfahren gemidl einer der
Ausfiihrungsformen 1 bis 23 hergestellten Celluloseschicht und/oder einer Celluloseschicht
gemil einer der Ausfithrungsformen 24 bis 29 zum Nachweis eines Analyten, bevorzugt in der
medizinischen Diagnostik, der (Bio)analytik, der Umweltanalytik, der Landwirtschafts-,

Nahrungsmittel- oder Verpackungsindustrie, der Verfahrenstechnik oder der Gerichtsmedizin.

Ausfiihrungsform 37: Verfahren zur Herstellung von transparenten Celluloseschichten und
deren Verwendung als multifunktionelle Triger von Liganden, dadurch gekennzeichnet, dass
a) die Celluloseschicht auf einen Triger, wic Glas, Papier, Kunststoff, Keramik oder
Metall aufgetragen wird,

b) die erzeugte Schicht mit Liganden immobilisiert wird

c) die mit Liganden immobilisierte Schicht zum Nachweis flir eine analytische

Problemstellung eingesetzt wird.

Ausfiihrungsform 38: Verfahren nach Ausfiithrungsform 37, wobei Cellulose in Form von
stabiler wissriger Dispersion auf den Triger aufgetragen wird oder Cellulose auch in einer
Mischung aus Wasser und ein mit Wasser mischbaren Losungsmittel dispergiert ist und auf den

Trager aufgetragen werden kann.

Ausfiihrungsform 39: Verfahren nach Ausfiihrungsform 37 bis 38, wobei flir die Herstellung
der Cellullosedispersionen, Cellulose aller méglichen Quellen verwendet wird (Holz,
Einjahrespflanzen, Baumwolle, Altpapier) und fiir die Herstellung der Cellullosedispersionen,
Cellulosen aus Cellulosederivaten verwendet werden konnen, die einen DS-Wert < 0,5 haben,
wobei die Cellulosederivate funktionelle Ether und/oder Estergruppen wie Carboxyl-,
Carbonyl-, Sulfat-, Carboxymethyl-, Methyl-, Ethyl-, Silyl-, Acetat-, Carbamat-, Amino

enthalten konnen.

Ausfiihrungsform 40: Verfahren nach Ausfiihrungsform 37 bis 39, wobei die Dispersionen, die
Cellulose bzw. Cellulosederivate enthalten, einen Feststoffgehalt (Masseanteil) zwischen 0.05

und 5 % (w/w) haben und die Inhaltsstoffe PartikelgroBen < 600 nm haben.
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Ausfiihrungsform 41: Auftrag einer homogenen Celluloseschicht, welche auch eine Mischung
aus mehreren verschiedenen Dispersionen, die Cellulose bzw. Cellulosederivate gemif der
Ausfiihrungsformen 1 bis 4 enthalten, bestehen kann, durch Rakeln, Sprithen, Spincoaten,

Tauchen oder Sprithtrocknung bzw. einer Kombination der genannten Methoden erzeugt wird.

Ausfiihrungsform 42: Mittels des Verfahrens nach Ausfithrungsform 37 bis 41 hergestellte,
beschichtete Triager, welche fest, flexibel, planar, Beads, Folien und Membranen,

Verpackungsmaterialien aller Art sein kdnnen.

Ausfiihrungsform 43: Verfahren nach Ausfiihrungsform 37 bis 42, wobei die hergestellten
Celluloseschichten in der medizinischen Diagnostik, der (Bio)analytik, der Umweltanalytik,
Landwirtschafts-, Nahrungsmittel- und Verpackungsindustrie, der Verfahrenstechnik oder der

Gerichtsmedizin und dem Life Style Bereich angewendet werden.

Ausfiihrungsform 44: Verfahren nach Ausfithrungsform 37 bis 43, wobei als Liganden alle
Molekiile verwendet werden, mit denen sich eine selektive Bindung von Analyten aus einer
Probe realisieren lassen, deren Bindung anschlieBend nach Waschen (heterogener Assay) oder

anschliefend bzw. simultan ohne Waschen (homogener Assay) detektiert werden kann.

Ausfiihrungsform 45: Verfahren nach Ausfiihrungsform 37 bis 43, wobei die Auswahl der
Liganden stark vom Anwendungszweck abhidngt. Als Liganden kénnen Proteine, Peptide,
Nukleinsduren, Oligonukleotide, Kohlenhydrate, Lipide oder Fette, insbesondere Antikdrper,
Antigene, Hormone, Glycolipide, Phospholipide, Glykoproteine, Phosphoproteine,
rekombinante Proteine, native Proteine, Autoantigene, Allergene und Zellen verstanden
werden. Des Weiteren zdhlen auch Molekiile, die sich in lebenden Systemen oder abgetdteten

Systemen befinden und diese Systeme komplett oder in Teilen immobilisiert werden, dazu.

Ausfiihrungsform 46: Verfahren nach Ausfiihrungsform 37-45, dadurch gekennzeichnet, dass
die Auswertung visuell oder mittels Fluoreszenz-, Lumineszenz-, sowic Absorbtionsoptik

bildgebend oder durch Scanning Densitometrie oder elektrochemisch erfolgt.

Ausfiihrungsform 47: Verfahren zur Herstellung von transparenten Celluloseschichten und

deren Verwendung als multifunktionelle Triger von Liganden, dadurch gekennzeichnet, dass
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a) die Celluloseschicht auf einen (auch flexiblen) Tréiger, wie Glas, Papier, Kunststoff,
Keramik oder Metall aufgetragen wird,

b) die Schicht nach Trocknung mit Liganden immobilisiert wird

c) die mit Liganden immobilisierte Schicht zur Nachweis fiir eine analytische

Problemstellung eingesetzt wird.

Ausfiihrungsform 48: Verfahren nach Ausfiihrungsform 47, wobei Cellulose als stabile

wissrige Dispersion auf den Triager aufgetragen wird.

Ausfiihrungsform 49: Verfahren nach Ausfiihrungsform 47 oder 48, wobei eine homogene
Celluloseschicht, durch Rakeln, Sprithen, Spincoaten, Tauchen oder Spriihtrocknung bzw. einer

Kombination der genannten Methoden erzeugt wird.

Ausfiihrungsform 50: Verfahren nach einer der Ausfiihrungsformen 47 bis 49, wobei fiir die
Herstellung der Cellullosedispersionen, Cellulose aller méglichen Quellen verwendet wird

(Holz, Einjahrespflanzen, Baumwolle, Altpapier).

Ausfiihrungsform 51: Verfahren nach einer der Ausfiihrungsformen 47 bis 50, wobei die
Cellulosederivate funktionelle Ether und/oder Estergruppen enthalten, wie Carboxyl-, Alkyl-
und Aryl-, Sulfat-, Phosphat-, Carbonyl-, Carboxymethyl-, Acetat-, Carbamat-, Amino-,
Ammonium-, Silyl-Gruppen, wobei der Substitutionsgrad DS < 0.5 ist.

Ausfiihrungsform 52: Verfahren nach einer der Ausfiihrungsformen 47 bis 51, wobei die
Celluloseschicht auch eine Mischung aus mehreren verschiedenen Dispersionen, die Cellulose

bzw. Cellulosederivaten enthalten kann.

Ausfiihrungsform 53: Verfahren nach einer der Ausfiihrungsformen 47 bis 52, wobei die
Dispersionen, die Cellulose bzw. Cellulosederivate enthalten, einen Feststoffgehalt

(Masseanteil) zwischen 0.05 und 5 % (w/w) haben.

Ausfiihrungsform 54: Verfahren nach einer der Ausfiihrungsformen 47 bis 53, wobei die
Dispersionen, die die Cellulose bzw. Cellulosederivate enthalten, dadurch gekennzeichnet sind,
dass die genannten Inhaltsstoffe Partikelgroflen < 600 nm, bevorzugt im Bereich zwischen 300

- 100 nm haben.
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Ausfiihrungsform 55: Verwendung einer nach einer der Ausfiihrungsformen 47 bis 54
hergestellten Celluloseschicht in der medizinischen Diagnostik, der (Bio)analytik, der
Umweltanalytik, Landwirtschaft und Nahrungsmittelindustrie, Verpackungsindustrie, der

Gerichtsmedizin.

Ausfiihrungsform 56: Verfahren nach einer der Ausfiihrungsformen 47 bis 54 wobei die
Celluloseschicht auf feste, flexible, planare, zylindrische oder elypsoide Triager, wie Beads,

Tubes, Rohren, Folien oder Membranen aufgetragen wird.

Ausfiihrungsform 57: Verwendung einer nach einer der Ausfilhrungsformen 47 bis 54
hergestellten Celluloseschicht zur Beschichtung von Verpackungsmaterialien aller Art,
Labormaterialien wie Biochips, Mikrotiterplatten oder medizinischen Einwegartikeln wie
Urinbecher, Spritzen und Kaniilen, Schlduche, Tissueartikel, Swabs, Atemmasken bzw. Teile

davon, oder Luftfilter.

Ausfiihrungsform 58: Gegenstand einer der Ausfithrungsformen 47 bis 57, wobei Liganden alle
Molekiile sind, mit denen sich eine selektive Bindung von Analyten aus einer Probe realisieren
lassen, deren Bindung anschlieBend nach Waschen oder anschlieBend bzw. simultan ohne
Waschen detektiert werden kann, wobei die Auswahl der Liganden stark vom
Anwendungszweck abhingt, wie z. B. der Einsatz in der medizinischen Diagnostik, der

Bioanalytik, der Umweltanalytik, der Gerichtsmedizin.

Ausfiihrungsform 59: Gegenstand von Ausfiihrungsform 58, wobei Liganden werden
beispielgebend Proteine, Peptide, Nukleinsduren, Oligonukleotide, Kohlenhydrate, Fette,
bevorzugt Antikérper, Antigene, Hormone, Glycolipide, Phospholipide, Glykoproteine,
Phosphoproteine, rekombinante Proteine, native Proteine, Autoantigene, Allergene oder
Allergenkomplexe, oder Zellen sind, bevorzugt Molekiile, die sich in lebenden Systemen oder
abgetoteten Systemen befinden und diese Systeme komplett oder in Teilen immobilisiert

werden.

Ausfiihrungsform 60: Gegenstand einer der Ausfithrungsformen 47 bis 59, dadurch
gekennzeichnet, dass die Auswertung visuell oder mittels Fluoreszenz-, Lumineszenz-, sowie

Absorptionsoptik bildgebend oder durch Scanning Densitometrie oder elektrochemisch erfolgt.
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Ausfiihrungsform 61: Gegenstand einer der Ausfiihrungsformen 47 bis 60, wobei der
beschichtete und mit Liganden bestiickte Triger Wasch- und/oder Detektionsreagenzien

umfasst.

Ausfiihrungsform 62: Verwendung einer nach einer der Ausfiihrungsformen 47 bis 54
hergestellten Celluloseschicht zur Analyse einer Probenmatrix aus der Human- und
Veterindrdiagnostik; insbesondere zur Analyse von Urin, Blut, Serum, Atemgas, Schweil3, oder
Abstrichen aus Faeces, Rachen, Nase sowie relevanten Oberflichen aus dem Human- und

Veterinarbereich.

Ausfiihrungsform 63: Verwendung einer nach einer der Ausfiihrungsformen 47 bis 54
hergestellten Celluloseschicht zur Analyse einer Probenmatrix aus den Umwelt- und
Lebenswissenschaften, insbesondere in der Analytik von Frisch- und Trinkwasser, Prozess- und

Abwasser, Boden, Luft und Abluft.

Ausfiihrungsform 64: Vorrichtung umfassend eine nach einer der Ausfithrungsformen 47 bis
54 hergestellte Celluloseschicht eingerichtet fiir die Analyse einer Probe aus der Human- oder
Veterindrdiagnostik; insbesondere zur Analyse von Urin, Blut, Serum, Atemgas, Schweil3, oder
Abstrichen aus Faeces, Rachen, Nase sowie relevanten Oberflichen aus dem Human- und

Veterinarbereich.

Ausfiihrungsform 65: Vorrichtung umfassend eine nach einer der Ausfiihrungsformen 47 bis
54 hergestellte Celluloseschicht eingerichtet fiir die Analyse einer Probe aus den Umwelt- und
Lebenswissenschaften, insbesondere in der Analytik von Frisch- und Trinkwasser, Prozess- und

Abwasser, Boden, Luft und Abluft.

Alle in dieser Beschreibung zitierten Druckschriften werden hiermit bezliglich ihres gesamten

Offenbarungsgehaltes durch Verweis in die Offenbarung einbezogen.
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Figur-Legenden
Fig. 1: Vergleich der Signal-Hintergrund (BG)-Intensititen von Peptiden (C1 - C2) und
Proteinen (wtC) auf Cellulosebeschichtung (Anregung bei 635 nm); kleine Balken fiir

Hintergrundsignale (Verwendung von Objekttrager O D3)

Fig. 2: Vergleich der Signal-Hintergrund-Intensitdten von Peptiden (C1 - C2) und Proteinen
(wtC) auf (inhouse) Epoxy-Slide (Anregung bei 635 nm)

Fig. 3: Schematische Darstellung eines Tragers mit Beschichtung; A) eine Funktionalitit, B)

mehrere Funktionalititen.

Fig. 4. A) Beispiclhafte Darstellung eines beschichteten Triagers; B) schematische Darstellung

der Struktur von Cellulose und von Substitutionsoptionen.

Fig. 5: A) Schematische exemplarische Darstellung der Herstellung von erfindungsgeméfen

Schichten; B) Beispicle fiir die Transparenzeigenschaften der erfindungsgeméfien

Celluloseschichten.

Fig. 6: Immobilisieren von Liganden (exemplarisch und schematisch)

Fig. 7: Beispiel fiir einen mit einer erfindungsgemifBen Celluloseschicht beschichteten Triger

Fig. 8: Spotmorphologie, Vergleich Cellulose und (inhouse) Epoxy-Slide-Beschichtung

Fig. 9: Stress-Test: Oberflache; Vergleich verschiedene Schichtdicken von Cellulose, inhouse

Epoxy-Beschichtung
Fig. 10: Immobilisierung und Detektion von Proteinen und Peptiden auf einem Triger;

Detektion bei 635 nm.

Die folgenden Beispicele dienen lediglich der Veranschaulichung der Erfindung. Sie sind nicht

als Beschrankung der Erfindung oder der anhdngenden Anspriiche zu verstehen.



10

15

20

WO 2020/064723 25 PCT/EP2019/075698

Die vorliegende Erfindung betrifft die Herstellung von transparenten Cellulosefilmen aus
wissrigen Cellulose-Dispersionen sowie deren Verwendung als multifunktionelle Trager fiir
Tests in der medizinischen Diagnostik, der Lebensmittel- und der Umweltanalytik und anderen
Bereichen, in denen analytische Fragestellungen auftauchen. Die transparenten Filme kénnen
auf verschiedene, auch flexible Triager aus Kunststoff, Glas, Keramik, Metall und Papier

aufgetragen werden und zeigen sich lagerstabil.

Beispiel 1: Dispersionen

Fiir die folgenden Beispicle wurden verschiedene wissrige Cellulosedispersionen verwendet.
Zunichst wurde 0,8 g der Cellulose bzw. des jeweiligen Cellulosederivats eingewogen und auf
100 g mit entionisierten Wasser aufgefiillt. AnschlieBend wurden die Proben mit einem
Ultraturax bei ca. 20.000 U/min 15 min behandelt. Nach einer 15 minutigen Ruhephase wird
die Prozedur wiederholt. AnschlieBend erfolgt eine zweistufige Behandlung in einem
Hochdruckhomogenisator. Hier werden 6 Umldufe in einer 200 um Zelle bei 500 bar und 12
Umléufe in einer 50 um Zelle bei 1000 bar durchgefiihrt. Es werden homogene wissrige
Dispersionen erhalten, die eine Lagestabilitit von mehr als 3 Jahren aufweisen. Alle
aufgefiihrten Dispersionen wurden jeweils auf einen kommerziellen Objekttriger gegeben und

mit einer Rakel homogen auf der Oberfldche verteilt.

Tabelle 1: Dispersionen

Probe Cellulose bzw. Cellulosederivat Objekttriger

Dispersion 1 Cellulose (DP = 380) O D1
Dispersion 2 Oxidierte Cellulose (Carboxyl-Gehalt = 22 moleq/100 g) O D2
Dispersion 3 Oxidierte Cellulose (Carboxyl-Gehalt = 48 moleq/100 g) O D3

Dispersion 4 Oxidierte Cellulose (Carboxyl-Gehalt = 66 moleq/100 g) O D4

Dispersion 5 Carboxymethylierte Cellulose (DS =0,1) O D5
Dispersion 6 Cellulosesulfat (DS = 0,05) O D6
Dispersion 7 Silylcellulose (DS = 0,3) 0 D7

Dispersion 8 Methylcellulose (DS =0,5) O D8
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Beispiel 2: Beschichtung von Glasobjekttriger und Array-Herstellung

Kommerzielle Objekttrager aus Glas wurden mit den in Tabelle 1 aufgefiihrten Dispersionen

und, wie in Bespiel 1 beschrieben, mittels Rakel beschichtet.

Fiir die Herstellung von Arrays werden verschiedene Ligandmolekiile, wie DNA, Peptide und
Proteine, geldst in Fliissigkeiten und in Form kleinster Tropfen (Spots) auf den beschriebenen
Oberflichen aufgebracht (Mikroarraytechnologie). Uber die reaktive Oberflichenbeschichtung
konnen die Ligandmolekiile spezifisch an die Oberflache binden. Keine der Oberflichen wurde

vorher aktiviert.

Alle Mikroarrays konnten gut prozessiert werden. Sie iiberstanden mehrfaches Waschen,

Blocken und das Inkubieren der Analyte, ohne dass sich die Filmschicht abldste.

In der Microarraytechnik werden viele Proteine mit Cy5-Farbstoffen gelabelt, die dann bei 635
nm ausgelesen werden. Das ist mit den kommerziellen Nitrocellulose-Slides aufgrund der
hohen Eigenfluoreszenz nicht méglich. Das ist ein deutlicher Vorteil der neuen Beschichtung,
dass der Anwender handelsiibliche Mikroarray-Reader mit rotem (Standard Cy5) und griinem
Laser (Standard Cy3) verwenden kann. Ein Vergleich der Signal-Hintergrund-Intensitéten ist

in den Fig. 1 und 2 gezeigt, Fig. 1: Celluloseschicht, Fig. 2: Epoxy-Slide.

Beispiel 3: Diagnostischer Proteinchip

Nach dem Grundprinzip des Western-Blot werden Peptide und Proteine als Ligandmolekiile
auf den beschriebenen Oberflachen in verschiedenen Konzentrationen gebunden und detektiert.
Die grofle Diversitit der chemischen Eigenschaften von Proteinen (sauer/basisch,
hydrophil/hydrophob, Strukturmodifikationen) macht diese Molekiile empfindlich gegentiber
den Eigenschaften der beschichteten Triger. Im Gegensatz zu DNA-Chips werden die zu
analysierenden Proteine bzw. Peptide mit markierten Liganden (Antikérpern) sekundér

detektiert.

Beispiel 4: Herstellung der Schichten mit unterschiedlichen Methoden und Bestimmung der

Schichtdicke mittels AFM (Bruker Dimension Icon)
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Die Herstellung von transparenten Schichten auf kommerziellen Glastragern (Objekttriagern)
erfolgte mit unterschiedlichen Methoden. Dazu wurden eine wissrige Cellulose-Dispersionen
(0,71 %, w/w) auf den Triger mit der jeweiligen Methode aufgetragen und anschlieBend die
Schichtdicke mit AFM (Atomic force microscope) der Firma Bruker (Typ Dimension Icon)
bestimmt. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 2 dargestellt. Nach dem Beschichten der
Objekttrager sind diese fiir 5 Minuten in einem Umlufttrockenschrank bei 45°C getrocknet
worden. Die Schichtdicken sind auf den Objekttragern an drei Stellen gemessen worden. Der

Wert der Tabelle entspricht dem arithmetischen Mittel.

Tabelle 2:
Methode Schichtdicke [pm]
Tropfen mit einer Pasteur-Pippette 3,2
Rakeln 2,2
Spin-Coating 0,05
Tauchen 0,03

Beispiel 5: Herstellung der Schichten in Abhéngigkeit vom Gehalt an Cellulose
Fir die Untersuchung der Abhingigkeit der Schichtdicke von Gehalt an Cellulose in den
Dispersionen werden verschieden Objekttrager mittels Rakel auf den Triger verteilt. Die

Ergebnisse sind der Tabelle 3 dargestellt.

Tabelle 3:
Cellulose-Gehalt (% w/w) Schichtdicke [pm]
0,71 2,2
0,88 2,5
1,20 3,6
Beispiel 6:
Motivation

-Trend: Multiparameteranalytik -> simultane Bestimmung mehrerer Analyte in einem

Messdurchgang
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- komplexere analytische Aussagen nach nur einer Laboruntersuchung

- schnellere, bessere und kostengiinstiger Analytik durch Miniaturisierung und parallele
Bestimmung mehrerer Analyten in nur einem Test

- optimierte Materialien und deren Oberflachen entscheidend, unabhingig der verwendeten
Technologien.

- Anforderung an Tragermaterialien fiir den Einsatz in oberflichengebundenen Analysen liegen
darin, hohe Beladungsdichten und optimale Funktionen in Kontext der jeweiligen Fragestellung

zu schaffen.

Aufbau eines Festphasentests zum Nachweis eines Analyten (Fig. 3A, B)

- Trager: Glas, Kunststoff, Papier, Metall

- Beschichtung: (chemische) Funktionalitidten zur spezifischen Bindung von Liganden (DNA,
Peptide, Proteine...)

- Liganden

- Detektionssysteme: Farbstoffe (UV, Fluoreszenz, Lumineszenz), Metall-Nanopartikel,

Latexpartikel ...

Eine Beschichtung mit einer Funktionalitit (Fig. 3A), Generierung ciner Beschichtung mit

verschiedenen funktionellen Gruppen, die zur Immobilisierung der Liganden dienen (Fig. 3B).

Technische Durchfiihrung multiparametrischer Tests am Bsp. von Peptid- und Proteinchips
- parallel unterschiedliche Liganden fiir je einen Analyten
- oder jeweils einen Ligand fiir viele Analyten z.B. flir Screeningexperimente
Ziel: - hohe Bindungskapazitit bei geringer unspezifischer Bindung
- keine Beeinflussung der Peptid- bzw. Proteinstruktur durch die Oberflache
- Methodenhemmnis aufgrund ungeeigneter Oberfliche, die mit der Umgebung direktem
Kontakt steht

- hohe Empfindlichkeit, hohere Signalintensitit — pordse Materialien und Fasern

Proteomanalyse auf Nitrocellulose-Slides
pro
- stabile Proteinstruktur auf der Oberfldache bleibt erhalten

- hohe Bindungsaffinitit bzw. Bindekapazitit der gespotteten Proteine
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- pordse Oberfliache

- Raumtemperaturstabilitit

- Langzeitstabilitit

contra

- hohe Eigenfluoreszenz

- schlechte Benetzung (hydrophobe OF)

- nachfolgende Funktionalisierung nicht méglich

Proteomanalyse auf Cellulose-Slides (Fig. 4)

pro

- stabile Proteinstruktur auf der Oberfliche bleibt erhalten

- hohe Bindungsaffinitit bzw. Bindekapazitit der gespotteten Proteine
- pordse Oberfliache

- Raumtemperaturstabilitit

- Langzeitstabilitit

- transparent, guter Filmbildner

- gute Benetzung (hydrophile OF)

- nachfolgende Funktionalisierung méglich

Eine schematische exemplarische Darstellung der Herstellung von erfindungsgemifen
Schichten und Beispiele fir die Transparenzeigenschaften der erfindungsgeméfien

Celluloseschichten sind in Fig. 5 gezeigt.

Ergebnis der Beschichtung (Fig. 6, 7)

- modifizierte Cellulose als Film auf einem festen Tréiger (ohne Nachfunktionalisierung)
- transparenter Film

- optisch auslesbar

- Mikroporenstruktur

- Schichtdickenmodifizierung

- Stabilitit gegen duflere Einfliisse (Puffersalze, pH, Feuchte Temperatur)

- keine Oberflachenaktivierung nétig

- kein Blocken
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Spotmorphologie im Vergleich von Cellulose- und Epoxy-Slide-Beschichtung ist in Fig. 8
gezeigt, ein Stress-Test der Oberflache; Vergleich verschiedener Schichtdicken von Cellulose-
Slides mit Epoxy-Slide in Fig. 9. Ein Beispiel einer Immobilisierung und Detektion von

Proteinen und Peptiden auf einem Triger ist in Fig. 10 gezeigt.
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Verfahren zur Herstellung einer Celluloseschicht zum Nachweis mindestens eines
Analyten, umfassend

(1) Herstellung einer Celluloseschicht durch Auftragen einer stabilen Dispersion von
Cellulose und/oder einem Cellulose-Derivat auf einen geeigneten Trager, und

(i1) Immobilisieren mindestens eines Liganden auf der Celluloseschicht.

Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Celluloseschicht auf einem Tréager vorliegt,
bevorzugt auf einem im Wesentlichen transparenten Triger, mehr bevorzugt auf einem

transparenten Trager.

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei der Ligand den mindestens einen Analyten

selektiv bindet.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei der Ligand ein Polypeptid, ein

Polynukleotid, ein Kohlenhydrat, oder ein Fett ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei der Ligand ein Antikoérper ist, ein

Hormon, ein Glycolipid, ein Phospholipid, ein Glykoprotein oder ein Phosphoprotein.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, wobei der Ligand ein rekombinantes
Protein, ein natives Protein, ein Autoantigen, ein Allergen und/oder eine Zelle ist oder

enthalt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, wobei eine Vielzahl von nicht-
identischen Liganden auf der Celluloseschicht immobilisiert wird, die bevorzugt

Affinitét fiir nicht-identische Analyten aufweisen.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, wobei die Immobilisierung raumlich

strukturiert erfolgt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, wobei der Ligand kovalent an die

Celluloseschicht gebunden ist.
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Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, wobei die erhaltene Celluloseschicht im
Wesentlichen transparent ist, bevorzugt wobei die erhaltene Celluloseschicht

transparent ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10, wobei die stabile Dispersion einen
Feststoffgehalt zwischen 0.05 % (w/w) und 5 % (w/w) aufweist, bevorzugt einen
Gehalt an Cellulose und/oder Cellulose-Derivat zwischen 0.05 % (w/w) und 5 %

(w/w) aufweist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, wobei die Cellulose und/oder das
Cellulose-Derivat eine Partikelgroe von hochstens 600 nm aufweisen, bevorzugt
wobei die Inhaltsstoffe der stabilen Dispersion eine Partikelgré3e von hdchstens 600

nm aufweisen.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, wobei das Cellulose-Derivat eine
Derivatisierung mit Ester- und/oder Ethergruppen aufweist, bevorzugt mit mindestens
einer funktionalen Gruppe ausgewihlt aus Carboxyl, Carbonyl, Sulfat,
Carboxymethyl, Methyl, Ethyl, Silyl, Acetyl, Carbamat, und Amino aufweist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13, wobei die Celluloseschicht mindestens

zwel nicht-identische Cellulosen und/oder Cellulose-Derivate enthilt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 14, wobei mindestens zwei nicht-
identische Cellulosen und/oder Cellulose-Derivate vor dem Auftragen gemeinsam

dispergiert werden.

Celluloseschicht mit einem immobilisierten Liganden, hergestellt oder herstellbar nach

dem Verfahren gemal einem der Anspriiche 1 bis 16.

Celluloseschicht nach Anspruch 16, wobei der beschichtete Triger ein
Verpackungsmaterial ist, ein Labormaterial, bevorzugt ein Biochip oder eine
Mehrlochplatte, oder ein Einwegartikel, bevorzugt ein Urinbecher, eine Spritze, eine
Kaniile, ein Schlauch, ein Tissuecartikel, ein Swab, eine Atemmasken oder Teil davon,

oder ein Luftfilter.
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Verfahren zum Nachweis eines Analyten in einer Probe, umfassend

(1) Inkontaktbringen der Probe mit einer gemifl dem Verfahren geméf einer der
Anspriichen 1 bis 15 hergestellten Celluloseschicht und/oder einer Celluloseschicht
gemil Anspruch 16 oder 17, und

(IT) detektieren von mit dem in der Celluloseschicht enthaltenen Liganden

interagierendem Analyten.

Verfahren nach Anspruch 18, wobei die Auswertung visuell oder mittels Fluoreszenz-,
Lumineszenz-, oder Absorptionsoptik bildgebend, durch Scanning Densitometrie oder

elektrochemisch erfolgt.

Verfahren nach Anspruch 18 oder 19, wobei der Analyt in einer Probe eines
Koérpermaterials vorliegt, bevorzugt Blut, Plasma, Serum oder Urin, oder ein Gas,

bevorzugt Ausatemluft, ist.

Vorrichtung umfassend eine Celluloseschicht gemél Anspruch 16 oder 17.

Vorrichtung gemafl Anspruch 21, wobei die Vorrichtung ein Verpackungsmaterial ist,
ein Labormaterial, bevorzugt ein Biochip oder eine Mehrlochplatte, oder ein
Einwegartikel, bevorzugt ein Urinbecher, eine Spritze, eine Kaniile, ein Schlauch, ein

Tissueartikel, ein Swab, cine Atemmaske oder ein Teil davon, oder ein Luftfilter.

Kit zum Nachweis mindestens eines Analyten, umfassend mindestens eine geméall dem
Verfahren gemil einem der Anspriiche 1 bis 15 hergestellte Celluloseschicht mit

einem immobilisierten Liganden und eine Vorrichtung zur Probennahme.

Kit geméfB Anspruch 23, wobei die Celluloseschicht auf einem Triger vorliegt.

Verwendung einer nach dem Verfahren geméf einem der Anspriiche 1 bis 15

hergestellten Celluloseschicht und/oder einer Celluloseschicht gemé3 Anspruch 16
oder 17 zum Nachweis eines Analyten, bevorzugt in der medizinischen Diagnostik,
der (Bio)analytik, der Umweltanalytik, der Landwirtschafts-, Nahrungsmittel- oder

Verpackungsindustrie, der Verfahrenstechnik oder der Gerichtsmedizin.
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