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Die Entwicklung von Mikroarrays
gehort derzeit zu den aktuellsten Ge-
bieten der biologischen Forschung. Sie
werden meistens fiir die Analyse von
Nucleinsduren eingesetzt, insbesonde-
re um zu beurteilen, welche Gene in
welcher Menge exprimiert werden. Da
die ersten Mikroarrays durch photo-
lithographische Verfahren hergestellt
wurden, die sonst zur Fertigung inte-
grierter  Schaltkreise  (,,Computer-
chips®) genutzt werden, findet man
hdufig auch den Begriff ,, DNA-Chip“.
Die Entschlisselung der Genomse-
quenzen von Menschen und vielen
anderen Organismen erfordert als
nichsten wichtigen Schritt, um die
Rolle der DNA bei den Vorgéngen
des Lebens zu verstehen, die Erfor-
schung der Wirkungsweise von Genen.
Hierfiir sind DNA-Mikroarrays ein

ausgezeichnetes Hilfsmittel, denn ihre
zahlreichen Sondenorte ermdoglichen
es, viele Gene gleichzeitig zu analy-
sieren. Aufgrund der guten Erfahrun-
gen mit dieser ersten Verwendung
werden weitere Anwendungen fiir
Mikroarrays entwickelt, darunter die
Genotypisierung in der Forschung
und die genetische Diagnose in der
Medizin. Die DNA-Mikroarrays ha-
ben das Leistungsvermogen der Paral-
lelitdt in der biologischen Analyse ein-
deutig belegt, sodass das Interesse an
anderen Mikroarrays (kleine Molekii-
le, Proteine) wichst. Zahlreiche An-
wendungen fir DNA-Mikroarrays
wurden bereits entwickelt, und durch
die Kreativitidt der Wissenschaftler, die
sie nutzen, werden es zweifellos noch
viel mehr werden. Fiir die ersten Un-
tersuchungen stellten die Anwender

ihre Mikroarrays selbst her. Das offen-
sichtliche Leistungsvermogen von Mik-
roarrays erforderte aber verbesserte
Herstellungsmethoden, und nun wer-
den Methoden aus der Physik und dem
Ingenieurwesen auf DNA-Chips ange-
wandt. Fiir die Entwicklung weiterer,
verbesserter Methoden konnen viele
Gebiete der Chemie beitragen: von
der Synthesechemie, die zur Ankniip-
fung oder Herstellung von DNA ein-
gesetzt wird, liber die physikalische
Chemie von Oberfldchen bis zur ana-
lytischen Chemie, um Reaktionen an
Oberfldchen zu beurteilen.
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1. Einleitung

Als Mikroarrays werden hier monolithische, flache Trager
mit zahlreichen — oft Hunderten oder Tausenden — Testorten
bezeichnet, von denen jeder ein Reagens enthilt, welches bei
der molekularen Erkennung eines komplementéiren Molekiils
ein Signal liefern kann, das durch ein Abbildungsverfahren,
meistens mit Hilfe von Fluoreszenzmarkierungen, nachzu-
weisen ist. In der Literatur vor 1995 bezeichnet der Begriff
Mikroarray eher Anordnungen aus Elektroden als Anord-
nungen aus verschiedenen Verbindungen. Der erste, 1991
beschriebene molekulare Mikroarray bestand aus Peptiden
und nicht aus DNA und wurde auch nicht als Mikroarray
erkannt.'l Das photolithographische Verfahren, mit dem
diese Anordnung hergestellt wurde, ist in einer fritheren
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Ubersicht umfassend behandelt worden.?! Inzwischen sind
iiber DNA-Mikroarrays drei Biicher® und mehrere Uber-
sichtsartikel erschienen [’ sowie eine populdrwissenschaft-
liche Beschreibung.[*!

DNA-Arrays sind ein so aktuelles Thema, weil sie einen
schnelleren, einfacheren und billigeren Zugang zu Informa-
tionen tiber Nucleinsiduregehalt und -sequenzen versprechen
als herkommliche Methoden. Erkennungselemente fiir Nu-
cleinsduren sind rasch zu synthetisieren und konnen oft
wiederverwendet werden. Als Hauptanwendungen fiir DNA-
Arrays sind die groBtechnische Genotypisierung und die
Profilierung der Genexpression geplant. Die Fahigkeit von
DNA-Arrays zur Parallelbearbeitung begiinstigt in der Tat
einen neuen, aus der Genomsequenzierung hervorgegange-
nen Zugang zur Wissenschaft: die systematische Untersu-
chung im Unterschied zum Experimentieren aufgrund einer
Hypothese.

Die beiden SchliisselgroBen eines Mikroarrays (Abbil-
dung 1) sind die Zahl der unterschiedlichen Sondenorte
(Spots) pro Flicheneinheit, die die Informationsdichte (auch
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Abbildung 1. Charakteristische SchliisselgroBen von Mikroarrays.

Komplexitit genannt) widerspiegelt, und die Zahl der Test-
molekiile pro Flacheneinheit in einem einzelnen Sondenort
(Dichte, die Begriffe Dichte und Komplexitit werden in der
Literatur nicht immer einheitlich verwendet). Je mehr Sonden
man pro Array hat, umso mehr Informationen erhélt man und

umso wirksamer ist das bioanalytische Hilfsmittel. Um die
GroBe des Arrays zu minimieren, sollten die Sondenorte und
ihr Abstand (Pitch) so klein wie méglich sein, wobei die
molekulare Erkennung dennoch zuverldssig nachgewiesen
werden muss. Kleine Arrays verringern die zur Analyse
bendétigte Menge der biologischen Probe. In Tabelle 1 sind
diese Eigenschaften fiir ausgewéhlte Verfahren der Chip-
Herstellung zusammengefasst. Ahnlich wie der Beladungs-
grad von Trigern in der Festphasensynthese regelt in einem
gegebenen Spot die Zahl der Sondenmolekiile die inter-
molekularen Wechselwirkungen. Ein enger Sondenabstand
ermoglicht komplexe Wechselwirkungen zwischen vielen
Sonden und der zu analysierenden Nucleinsdure, sodass
nichtklassische Bindungen entstehen, die manchmal vor-
teilhaft sein kénnen.! In anderen Fillen wurde eine zum
groflen Teil normale Langmuir-Bindungsisotherme beschrie-
ben.[®!

Tabelle 1. Ausgewihlte Parameter von DNA-Chips.

Wissenschaftler  Institution Dichte Trager und Verkniipfung Typischer
(Molekiile cm~2) Durchmesser
Schenal!l Univ. Stanford NR Glas-Polylysin an PCR-Produkt 2479 x 345 um
BelosludtsevP®!  Genometrix 3x10% Glas-Silan-Amin an nativer DNA 7 x 7 um
Beattie?! HARC 1.0 x 102 Si-Glas-Silanepoxid an Amino-DNA NR
Wohrlel?! Univ. Bremen 9.0 x 10" Glas-Silanamin-PDI-PAMAM-PDI an 5-Amino-DNA 128 x 140 pm
Zammatteol®! Univ. Notre-Dame de la Paix 3.6 x 10" Glas-Silanaldehyde an 5'-Amino-DNA 9 x 0.4 mm
Boyce-Jacino®!  Orchid 3x 108 Glas-Silanthiol an Disulfid-DNA 49 x 1 mm
Steell! Gene Logic 6x 10" Mikrokanile aus Glas-Silanthiol an Maleinimid-3'-Amino-DNA 256 x 200 pm
Mirzabekov!*! Argonne 1.8 x10° Glas-Polyacrylhydrazid an 3'-Dialdehyd-DNA 64 x 100 pm
Smith/Hamer®!  Univ. Wisconsin 53 x 102 Si-Undecanoat-Polylysin-Maleinimid an 5’-Thiol-DNA 2 x2mm
Hogan/?!l Baylor Univ. 1x 10" Si-Silanepoxid an 5'-Amino-DNA 16 x ? um
Téoulel) CIS Bio 1x 102 Pt an 5'-(Poly)pyrrol-DNA 4 x0.62 mm
Heller® Nanogen 1.6 x 102 Pt-Agarose-Streptavidin an 5'-Biotin-DNA 10000 x 30 um
Smith/Corn!™!  Univ. Wisconsin 5x 10 Au-Thiol-Sdure-Polylysin-Maleinimid an Thiol-DNA 8 x 3 mm
Corn Univ. Wisconsin NR Au-Thiol/Amin-Maleinimid an Thiol-DNA 9 x 750 um
Corn! Univ. Wisconsin 1.5 x 10" Au-Thiol/Amin-Disulfid an Thiol-DNA 16 x 500 um
Yamamotol?] Canon NR Quarz-Silan-Amin-Maleinimid an 5'-Thiol-DNA 64 x 70 um
Pirrung?! Duke Univ. NR Glas-Silan-Bromacetamid an 5'-Phosphorthioat-DNA 64 x 100 pm
Zhao!®! Amersham NR Glas-Silan-Bromacetamid an DNA mit Phosphorthioat 100 x 150 um
Southern!™ Univ. Oxford 4 x 10" (ber.) In-situ-DMTi-Synthese an Glas-HEG-Linker 191 x 2.5 mm
Theriault!%] Combion 1.2 x 107 In-situ-DMTr-Synthese 10000 x 0.1 mm
Brennanl®”] Protogene 1.3 x 10" In-situ-DMTr-Synthese an Glas-HEG-Linker ? x 50 pm
Blanchard®! Rosetta NR In-situ-DMTir-Synthese an Glas-HEG-Linker 25000 x 100 pm
Trulson!”] Affymetrix 1x 102 photochemische In-situ-Synthese an SiO,-HEG-Linker 135000 x 35 pm
McGall®! Affymetrix NR In-situ-DMTi-Synthese mit polymerem Photolackfilm 256 x 100 um
an SiO,-HEG-Llinker
Matson!!] Beckman 1.2 x 10% In-situ-Synthese an Polypropylen-5'-Phosphoramidat-Linker 64 x 0.5 mm

NR =nicht angegeben, HEG = Hexaethylenglycol.
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Obwohl fiir das Ankniipfen von DNA an flache Triger
viele Reaktionen bekannt sind, werden nicht alle davon
verwendet, um Multielement-Mikroarrays zu erzeugen. Es
erscheint zwar naheliegend, dass mit einer Reaktion nicht nur
ein Oligonucleotid hergestellt oder verkniipft werden kann,
sondern prinzipiell viele, da aber in der Praxis die Bildung von
Mikroarrays hoher Komplexitdt Wiederholungsschritte er-
fordert, akkumulieren kleine Fehler in einzelnen Stufen zum
Chaos. Dass die Effizienz einer mehrstufigen Sequenz das
Produkt der Ausbeuten der Einzelschritte ist, weifl jeder
Chemiker. Priagetechniken, mit denen sich gemusterte Ober-
flichen ausgezeichnet herstellen lassen, sind manchmal
ungeeignet, um zehn oder mehr Reagentien oder Tausende
von DNA-Sonden abzugeben.

Viele Aspekte der Mikroarray-Herstellung treten bei allen
der sehr unterschiedlichen Methoden auf. Ein Aspekt ist der
Linker, der genutzt wird, um einen Abstand zwischen der
Oberfldche und dem zur Hybridisierung genutzten Oligonu-
cleotidabschnitt zu schaffen. Mit diesem werden sterische
Kollisionen mit hinzukommenden Molekiilen vermieden und
der ganze Vorgang verlduft etwas mehr wie in einer Losung.
Als Linker wurden Ethylenglycololigomere oder einfach eine
Sequenz aus Thymin(T)-Basen verwendet. Fiir die Herstel-
lung und Derivatisierung der Trdger gibt es zahlreiche
Methoden. Aber — wie so hiufig — wenn es fiir ein Problem
viele Losungen gibt, ist oft keine wirklich gut. Allerdings ist es
auch schwierig fiir die auf dem sich erst entwickelnden Gebiet
der DNA-Chips arbeitenden Wissenschaftler, die gesamte
gegenwirtige Forschung und die Bedeutung spezieller Tech-
nologien zu kennen.

Die Auswahl des Oberfldchenmaterials fiir einen Mikro-
array und ihre Vorbehandlung haben erhebliche Anstrengun-
gen erfordert. Wegen der leichten Verfiigbarkeit ist der
Standardobjekttriager aus Glas, es gibt aber auch komplizier-
tere Oberflichen wie Quarz-, Gold- und Siliciumwafer. Die
Trager werden im Allgemeinen gereinigt, z. B. mit Detergen-
tien, starken Oxidationsmitteln (H,SO,/H,0, oder ,,Piranha-
Losung“, Sauerstoffplasma, NH3/H,0,), Ultraschall, Sdure
oder Base. Der Zweck (und auch der Erfolg!) der Reinigung
ist nicht immer klar, auch wenn man darin tibereinstimmt,
dass die Entfernung jeglicher organischer Oberflachenverun-
reinigung, die die nachfolgende Silanbeschichtung storen
konnte, von Vorteil ist.

Bei Trdgern aus Siliciumoxid muss der Chip mit einem
Organosilan beschichtet werden, das eine funktionelle Grup-
pe enthilt, die mit einer Gruppe am Oligonucleotid oder an
einem zur Synthese von Oligonucleotiden geeigneten Linker
reagieren kann. Demzufolge hingt das Wissen iiber Silicium-
beschichtungen und das iiber DNA-Chips eng zusammen.
Nach allgemeiner Ansicht ist die Bildung diinner Siloxanfilme
an Siliciumoxiden mit der Hydrolyse von Alkoxysilanen zu
einem polymeren Netzwerk verbunden, das im Beschich-
tungsschritt physikalisch an die Silanolhydroxygruppen ad-
sorbiert wird. Die Bildung eines stabilen chemisch adsorbier-
ten Films erfolgt beim anschlieBenden Gliihen.”! Die ein-
heitliche Derivatisierung des Trégers mit einem Organosilan
hat wahrscheinlich vielen Anfingern auf dem Gebiet der
DNA-Chips erhebliche Schwierigkeiten bereitet. Als makro-
skopischer Vorgang ist die Beschichtung nicht ohne weiteres
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zu verfolgen, auch wenn sie im Allgemeinen zu einer
signifikant hoheren Hydrophobie fiihrt, die durch das Ab-
perlen von Wasser von der Oberfldche beobachtet und tiber
den Benetzungswinkel analysiert werden kann. Derartige
Oberflichen werden hiufig als Monoschichten bezeichnet,
allerdings nicht weil es direkte Hinweise darauf gibt, sondern
eher weil das idealisierte Schema fiir die Siloxanbindung
keine Mehrfachschichten zuldsst. Nur wenig Beachtung fand
die Erkenntnis, dass auf Siliciumoxidwafer mit APTES (1,
Aminopropyltriethoxysilan, Schema 1), einem gebrauchli-
chen Derivatisierungsmittel fiir DNA-Chips, unter sehr
milden Bedingungen (Toluol, RT, 15 min) eine echte Mono-
schicht aufgebracht werden kann.'”! Viele Forscher nutzten
tiir die Beschichtung drastischere Bedingungen, die zweifellos
Mehrfachschichten liefern. Die Verwendung chemometri-
scher Hilfsmittel zur Optimierung der Beschichtung von
Glastrigern mit 3-Sulfanylpropyltrimethoxysilan (MPTS, 2)
ergab, dass sich nur die Beschichtungsdauer und die Gliih-
stufe signifikant auf die endgiiltige Thiolbeladung auswir-
ken.[M]

w0 T\ JA
Q= S| NH JWO S|
e ? mo SI—/_\
APTES 1 MPTS 2 GPTS 3
4< Br 0, Q
Q= SIJ_QN‘( mo si CHO O ,jOH
4< MO—/SI 10
BAPS 4 BPS 5 TETU 6
) OH ~nQ
mo_\Si_/_\N<_/7 > mo{SiﬂN OH
“""O/ 2 O (o)
HE-APTS 7 HBPTES 8
) C7Fys
o _/ OH
~0°s o mo s.—/_\ ﬂ A/T
POPTS 9 GPTS/HEG 10
AP 11

Schema 1. Reagentien zur Derivatisierung von Trigern.

Die Planung der Sondensequenzen, die auf einem Mikro-
array platziert werden, scheint einfach zu sein — sie miissen
komplementédr zum Analyten sein. Allerdings kann es not-
wendig sein, die Schmelztemperatur von kurzen Sonden
mit unterschiedlichen G/C-Anteilen durch Andern ihrer
Léngen anzugleichen. Die Sonden sollten zudem eine
innere Mindeststruktur haben und im Analyten Orte mit
innerer Mindeststruktur ansprechen. Diese Probleme sollten
durch Berechnung leicht zu l6sen sein, auch wenn die
rechnerische Vorhersage der Sekundirstruktur einer RNA
schwierig ist. Dafiir kann eine empirische Heuristik auf der
Basis der Hybridisierung an Sondenarrays verwendet wer-
den,'? es sind aber auch andere Richtlinien entwickelt
worden.[3]
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2. Das Auftragen von zuvor synthetisierten
Oligonucleotiden

Mikroarrays aus zuvor synthetisierten Oligonucleotiden
sind sehr verbreitet. Zu ihrer Herstellung gehoren folgende
Schritte: Derivatisierung der Trager mit funktionellen Grup-
pen, Derivatisierung der Nucleinsdure mit komplementéren
funktionellen Gruppen, Abgabe kleinster Volumina der
Spotting-Losung und Desaktivierung der nicht umgesetzten,
Oberflichen-gebundenen funktionellen Gruppen. Ein Quali-
tatsproblem ist dabei die Verteilung des Oligonucleotids in
jedem Spot. Gewohnlich beobachtet man die Bildung von
Spots, deren Oligonucleotiddichte an den Réndern groBer ist
als in der Mitte. Das selbe Phidnomen tritt auf, wenn man
Kaffee verschiittet und sich ein kranzférmiger Fleck bildet.
Dafiir gibt es eine recht einfache Erklarung: Die Losung flie3t
an den Fleckrand und verdunstet dabei.l¥! Dies ist eine
mogliche Ursache fiir anisotrope Spots, aber auch Kontakt-
druckverfahren konnen die Oberfldche schddigen. Um eine
derartige Morphologie zu vermeiden, miissen bei den Spot-
ting-Methoden die Benetzungseigenschaften des Losungs-
mittels verdndert, ein Verdunsten vermieden und/oder die
Schidigung der Oberfldche begrenzt werden.

Viele Neulinge auf diesem Gebiet machten wahrscheinlich
so wie auch unser Arbeitskreis folgende, zunéchst abschre-
ckende Erfahrung: Man trédgt ein funktionalisiertes Oligo-
nucleotid auf eine derivatisierte Oberfldche auf und detek-
tiert einen schonen leuchtenden Fleck, um dann verdrgert
festzustellen, dass ein Kontrolloligonucleotid ohne die funk-
tionelle Gruppe entweder beim Ankniipfen einer Markierung
oder bei der anschlieBenden Hybridisierung ebenfalls einen
leuchtenden Fleck bildet. Es ist nicht iiberraschend, dass
native DNA fest an Glasoberflichen haften kann; auf dieser
Eigenschaft beruhen viele Kits zur Reinigung von Plasmid-
DNA aus Kleinstaufbereitungen. Tatséchlich soll die Deriva-
tisierung des Oligonucleotids und der Glasoberfldche fiir
Assays auch unter ziemlich strengen Bedingungen unnotig
sein.[¥]

Die Gerite, die Oligonucleotide auf Arrays aufbringen,
waren anfangs selbstgebaut, sind nun aber kommerziell
erhéltlich. Das erste derartige System wurde in Stanford
entwickelt (sieche Abschnitt 2.2). Die Methoden und Gerite,
die zur Abgabe winziger Volumina der Oligonucleotidlésung
eingesetzt werden konnen, wurden von Rose eingehend
beschrieben.!'! Die Bildung der Spots erfolgt entweder durch
Beriihren der Oberflache mit einem Stift oder einer Nadel
oder durch ein unter Druck aus einer Diise hervortretendes
Flisssigkeitstropfchen. Dabei werden Fliissigkeitsvolumina
zwischen 50 pL und 100 nL abgegeben, und die entstehenden
Spots haben ein GroBe von 75-500 um. Da diese beiden
entscheidenden Groflen bei Kontakt- und Nichtkontaktme-
thoden kaum differieren, muss die Wahl der Spotting-Technik
auf anderen Uberlegungen beruhen. Die ,Nadeln“ zur Ab-
gabe von pL-Volumina sind raffiniert konstruiert (Abbil-
dung 2). Viele sind im Wesentlichen wie sehr stark verklei-
nerte Fiillfederhalterspitzen aus Edelstahl mit einem Spalt,
der die Oligonucleotidlésung durch Kapillarwirkung aufzieht.
Diese Nadeln sind in diversen GroBen erhiltlich!” und liefern
Spots in vielen GroBen und Dichten. Sie konnen bis zu ca.
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Abbildung 2. Ausfithrungen von Nadeln und Stiften zur Abgabe von pL-
Volumina.

1 pL Losung aufnehmen, sodass mit einer Beladung Mehr-
fachabgaben moglich sind. Durch ,,Vordrucken“ mehrerer
Spots, die verworfen werden, kann iiberschiissige Losung
entfernt und gleichméBig aufgetragen werden. Andere Na-
deln sind dagegen massiv, die Losung haftet an ihren Seiten
(flach oder konkav), und sie setzen ihre ganze Beladung in
einem Spot ab. Bei einer Variante dieses Prinzips wird die
Losung in einen Metallring geladen, durch den eine massive
Nadel gestofen wird, um erst das Oligonucleotid aufzuneh-
men und danach abzugeben, sodass mit einer Beladung
Mehrfachabgaben méglich sind.'® Die genannten Nadelarten
hinterlassen beim Beriihren der Oberflache einen Spot von
ca. 1 nL, dessen Durchmesser von den Oberflichenenergien
der Nadel, der Fliissigkeit und des Trégers bestimmt wird. Ein
generelles Problem beim Nutzen von Abgabesystemen mit
mehreren Oligonucleotiden ist das Mitschleppen, wenn nach
dem Spotting des ersten Oligonucleotids und der Riickkehr
zur Ausgangsplatte das zweite aufgenommen wird. Daher
sind zwischen verschiedenen Proben Reinigungsschritte er-
forderlich. Mehrere Nadeln oder Diisen — die bisher hochste
Zahl war 64 — in einem Druckkopf beschleunigen die
Herstellung von Arrays. Automatisierte Spotting-Systeme
haben fixierte Plétze fiir die Trdger und Mikrotiterplatten
mit den Oligonucleotiden als ,,Ausgangsplatten. Beide kon-
nen vom Druckkopf iiber eine mehrachsige Positionierungs-
biihne erreicht werden. Die Hydrophobie des Silanfilms sorgt
dafiir, dass der Spot nach der Abgabe durch die Oberfldchen-
spannung seine Grofle beibehilt und sich nicht ausbreitet, wie
er es auf einer hydrophilen Oberfliche tite. Wihrend der
Abgabe muss die Sauberkeit der Umgebung besonders
kontrolliert und nach dem Spotting das Verdampfen ein-
geschriankt werden (relative Feuchtigkeit >70%), damit
geniigend Zeit zum Verkniipfen des Oligonucleotids bleibt,
was bei manchen Methoden mehrere Stunden dauern kann.
Eine hohe Feuchtigkeit kann zudem die Homogenitédt der
Spots verbessern.

2.1. Synthetische Oligonucleotide

Um synthetische Oligonucleotide zu immobilisieren, wer-
den wihrend der konventionellen automatisierten Synthese
chemische Funktionen eingefiihrt, die mit komplementédren
funktionellen Gruppen an der Oberfliche reagieren konnen.
Verkniipfungseinheiten konnen generell am 3'-Ende (Syn-
thesebeginn), an inneren Positionen oder am 5'-Ende (Syn-
theseende) eingefiigt werden. Fiir Hybridisierungsassays
diirfte die Verkniipfungsposition unerheblich sein. Andere
Assays, bei denen enzymatische Umwandlungen (mit Poly-
merasen oder Ligasen)!') am triigergebundenen Oligonucleo-
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tid stattfinden miissen, erfordern ein freies 3'-Ende, sodass die
Verkniipfung intern oder am 5’-Ende erfolgen muss.

2.1.1. Aufbringen der Sonden (Spotting)

Die ersten Arbeiten iiber diese Methode stammen von der
Baylor University und dem Houston Advanced Research
Center (HARC). Glastriiger® oder SiO,-beschichtete Sili-
ciumwafer?! wurden mit Glycidoxypropyltrimethoxysilan
(GPTS, 3, Schema 1) behandelt, um Epoxidgruppen einzu-
fithren. Danach wurden synthetische Oligonucleotide (3'- und
5’-Aminopropyl-9mere und -36mere, 21 und 22, Schema 6) in
0.1m KOH aufgetragen (5 uL). Im alkalischen Bereich liegt
das Amin als freie Base vor und die Epoxidoffnung ist
erleichtert, sie ist aber dennoch verhéltnisméBig langsam und
ineffizient (ca. 1%). Durch eine hohere Zahl von Triethylen-
glycolphosphat-Spacern zwischen der DNA und der Triger-
ankniipfung nimmt zwar die anschlieBende Hybridisierung
mit langen DNA-Molekiilen zu, sie wirkt sich aber auf
kiirzere Zielverbindungen nicht aus.

DNA-Arrays auf Glas wurden auch in der Arbeitsgruppe
von Corn an der University of Wisconsin hergestellt.?? Durch
Behandeln von APTES-Triagern mit 1,4-Phenylendiisocyanat
(PDI, 12, Schema 2) konnen 5'-Aminooligonucleotide mit

o
SCN@NCS M
HS OH

PDI12 o MUA 13
NHSO
>_©7 N Hs” T T T N,
o
MTBS 14 MUAM 15
NHSO SAc
M NN NHBoe
0
SATP 16 10-AD 17
o) o)
SNHS O 0
o —N >—<:> CHz-N
S-NHSO
o o
GMBS 18 SSMcC 19
IPer\

P—0O (o}
cEO \——< j\7\5L01v|eNPoc

CEP/HEG/MeNPoc 20

Schema 2. Reagentien fiir die DNA-Ankniipfung. S-NHS = Sulfo-succin-
imidyl, Boc = fert-Butoxycarbonyl, MeNPoc = ((a-Methyl-2-nitropipero-
nyl)oxy)carbonyl.

einem T,-Spacer immobilisiert werden. Etwa 20% der
aufgetragenen Oligonucleotide stehen fiir eine Hybridisie-
rung zur Verfiigung. Mit den selbstorganisierten Monoschich-
ten (self-assembled monolayers, SAMs) aus Thiolen an Gold
wurde eine verfeinerte Verkniipfungschemie entwickelt. Aus-
gehend von 11-Sulfanylundecansiure (MUA, 13) wurde eine
Mehrschichtstruktur geschaffen, die Polylysin elektrostatisch
adsorbiert (Schema 3).%] Diese Oberfliche wird mit dem
Vernetzungsmittel SSMCC (19) derivatisiert, sodass sie mit 5'-
Thiol-modifizierten Oligonucleotiden reagieren kann. Durch
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Schema 3. DNA-Array mit einer Thiol/Gold-Mehrfachschicht.

das Auftragen von 0.8-uL-Tropfen entstehen Spots von 3 mm.
Das Goldsubstrat ermoglicht die Analyse durch Oberflachen-
plasmonenresonanz (surface plasmon resonance, SPR), wo-
durch jeder Herstellungsschritt (durch Messungen der Film-
dicke) ebenso wie Bindungsereignisse direkt verfolgt werden
konnen. SPR-Abbildungenl® bieten eine Alternative zur
konfokalen Fluoreszenzmikroskopie, dem bisherigen ,,Ar-
beitspferd” auf dem Gebiet des Arrays.

Die Arbeitsgruppe von Corn hat eine dhnliche Methode zur
Herstellung eines pragemusterten Arrays entwickelt, bei dem
die SondengroBe nicht durch Spreitung begrenzt ist.?l Die
erste Schicht aus 11-Sulfanylundecylamin (MUAM, 15)
wurde mit Fmoc-Gruppen geschiitzt. Durch anschlieende
Photolithographie wurden die Thiole oxidativ aus den be-
lichteten Goldflichen entfernt, sodass Arrayelemente ent-
standen (750-um-Durchmesser), die erneut mit MUAM
behandelt wurden, wobei Bereiche mit einer Aminoberflidche
umgeben von hydrophoben Fmoc-Aminen (nicht benetzbare
Regionen) gebildet wurden. Diese Arrayelemente wurden
mit SSMCC (19, Abgabe von 0.1 pLL durch Mikropipette) und
danach mit einem Oligonucleotid-5'-thiol derivatisiert. Die
Fmoc-Gruppen wurden abgespalten und die freien Amine mit
einem Polyethylenglycol-NHS-Ester umgesetzt, um diese
nicht benetzbaren Regionen adsorptionsresistent zu machen.
Dieses Verfahren (Schema 4) ist komplizierter als die direkte
Modifizierung von Goldoberflichen mit thiolierten DNA-
Sequenzen, verringert aber unspezifische DNA-Ankniipfun-
gen und ermoglicht es, die Dichte tragergebundener DNA
durch Verdiinnen mit einfachen Thiolen zu variieren. Eine
Erweiterung dieser Methode ist die Bildung von Disulfid-
oberfldchen, um die Thiol-derivatisierte DNA 23 (Schema 6)
zu binden.”! Die gemusterten MUA-Oberflichen werden mit
SATP (16) umgesetzt, das danach zum Thiol desacetyliert
wird. Dieses wird mit (PyrS), in ein Disulfid iiberfiihrt,
welches mit 5'-Thiol-DNA reagiert. Alle genannten Ober-
flichen wurden durch IR-Spektroskopie und SPR umfassend
charakterisiert.

Auch die Modifizierung von Siliciumoberfldchen zur DNA-
Verkniipfung wurde an der University of Wisconsin unter-
sucht (Schema 5).! Silicium mit endstéindigen Wasserstoff-
atomen wird durch Behandeln oxidierter Siliciumwafer mit
HF hergestellt. Die Si-H-Bindung addiert photochemisch an
Alkene, sodass eine Si-C-Bindung entsteht. Die Anwendung
dieser Methode auf Boc-geschiitztes 10-Amino-1-decen (10-
AD, 17) liefert eine Boc-Amin-Oberflache. Diese kann nach
dem Deblockieren wie beschrieben mit SSMCC gekuppelt
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Schema 4. Prédefinierter Thiol/Gold-DNA-Array. Fmoc = 9-Fluorenyl-
methoxycarbonyl, PEG = Polyethylenglycol, NHS = Hydroxysuccinimid.

tungen zu 16sen,®! indem wir eine aus der Chromatographie
stammende Strategie nutzten: Silane mit nur einer Alkoxy-
gruppe ergeben bessere Sorbentien, weil sie keine Siloxanpo-
lymere bilden konnen. Allerdings sind einfache Monoalkoxy-
silanoberfldchen gegeniiber einem nucleophilen Angriff am
Silicium, der das Silan von der Oberfliche entfernt, auch
labiler als Trialkoxysilane. Zwei mogliche Losungen sind die
Einfiihrung raumfiillender Gruppen am Silicium (z. B. BAPS,
4) oder die DNA-Ankniipfung unter milden Bedingungen,
die auf der bekannten Umsetzung von Bromacetamiden mit
5’-Phosphorthioat-DNA beruht. Bei Amersham wurde dieses
Verfahren erweitert durch den Einbau von Phosphorthioaten
in die Innenpositionen der Oligonucleotid-,,Haarnadel* 26,
die eine DNA-Polymerase-Verldngerung starten koénnte.”
Da die nichtkovalenten Wechselwirkungen von positiv
geladenen Polylysinoberfldchen mit negativ geladenen PCR-
Produkten ausreichen, um diese als Sonden zu immobilisieren
(siehe Abschnitt 3.2), sollte das auch mit kiirzeren Oligonu-
cleotiden moglich sein. Das hat den Vorteil, dass die syn-
thetische Sonde nicht chemisch modifiziert werden muss. Bei
Operon werden synthetische 70mere an Polylysintrdgern im
Wesentlichen nach den gleichen Methoden immobilisiert, die
von den Arbeitsgruppen an der Stanford University beschrie-
ben wurden.”” Genometrix verwendet APTES-Triger, um
Dodecamere zu immobilisieren.’!! Nach dem Trocknen
werden die Amine zuerst mit Acetanhydrid und danach mit
Bernsteinsdureanhydrid blockiert, wobei eine schwach an-
ionische Oberfldache mit niedriger unspezifischer Adsorption
der zu analysierenden DNA entsteht. Die hohe Anfangs-
affinitit der positiv geladenen Oberfldche fiir die Sonden-

_____ Sli___; (_) AD R DNA und die durch Acylierung geschickt verringerte Affini-
1 = 1
Schema 5. Si/C-Verkniipfung fiir DNA-Arrays.
OH HO OH
und anschlieBend mit thiolierter DNA verkniipft ’ L 5 M -
werden. Die Aminpositionen konnen verdiinnt wer- OH OH
den, indem man bei der ersten Oberflachenfunktio- HS 5O\FI’/O\,(N)n-OH DMTrOAt*)/sS\S/\t*)gO\F"/O\,(N)n—OH
nalisierung Dodecen zufiigt. Diese Oberfldchen sind Sos S 3 524 S
durch Rontgenstrahl-Photoelektronenspektroskopie hs SH
charakterisiert. us. o X/AHA
Bei Orchid wurde die Immobilisierung von Disul- \ﬁ/ ?(N)n-%l," HS—) ﬁ(:(é/%(égGTATTCTTATAACTGAC 3

fid-modifizierten Oligonucleotiden an Sulfanylsilan- 025 HS/\ATA 26 -~
derivatisiertem Glas durch Thiol-Disulfid-Austausch SH N /wN<:|

e

entwickelt.’’) Der Triager wird mit einer Losung aus
MPTS (2) in Ethanol/Essigsdure beschichtet und
anschliefend gegliiht. Danach werden die 5'-Disul-
fid-modifizierten Oligonucleotide 24 (Schema 6) mit
einem Carbonatpuffer versetzt. Die Verkniipfungs-
effizienz hiangt bis zur Séttigung (20 um) direkt von
der Oligonucleotidkonzentration ab; die Halbwerts-
zeit der Verkniipfung betrégt ca. 10 min. Hybridisie-
rungslosungen beeintriachtigen die Disulfidbindung
nicht, ca. 16% der Oligonucleotide sind fiir die
Hybridisierung verfiigbar. Diese Methode nutzte
man, um mit einem Injektionsautomaten und der
MicroFab-Diise (Abschnitt 3.1.2) Arrays mit 140-um-
Spots herzustellen.

An der Duke University versuchten wir, die Prob-
leme bei der Reproduzierbarkeit von Silanbeschich-
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Schema 6. Funktionalisierung von Oligonucleotiden zur Verkniipfung mit dem
Trager. DMTr = Dimethoxytrityl.
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tiat zur Ziel-DNA sind wesentliche Eigenschaften von Mikro-
array-Methoden, die auf aminierten Oberfldachen basieren.

Eine zunehmende Oligonucleotiddichte in den Sondenor-
ten sollte die Signale und damit die Empfindlichkeit erhohen.
Zu diesem Zweck wurde am Deutschen Krebsforschungszent-
rum in Heidelberg ein vielseitiger dendrimerer Linker fiir die
Verkniipfung von Oligonucleotiden entwickelt.*l Dazu wur-
den aminierte Glas- oder Polypropylentrédger in einer vier-
stufigen divergenten Dendrimersynthese umgesetzt (Sche-
ma 7), wodurch sich die urspriingliche Aminbeladung auf das
Fiinffache erhohte. Nach der Aktivierung der Amine mit der
Diisothiocyanatmethode wurden Sonden oder PCR-Produkte
(sieche Abschnitt 3.2) mit 5'-Aminosubstituenten immobili-
siert, wobei Volumina von 1-50 nL Spots in der Grée von
0.2-0.8 mm lieferten. Die verbliebenen Isothiocyanatgrup-
pen wurden mit 6-Aminohexanol desaktiviert.

1.DIEA/ 7 >cocl 1.DIEA/ # >cocl

o)
mo—:SiJ_\NHZ

~rO 2.HoN NH, 2. HoN o
2 \/\(H/\% 2 2N \/\)2

R
OY\/NHRNHZ
N N HRNHQ
o \/\(N/\% \”/\/
o

~O—Si
4
QO

NRNH
N 2

Schema 7. In-situ-Synthese eines Dendrimer-Linkers. DIEA = Diisopropyl-
ethylamin.

Alternativ dazu kann ein zuvor synthetisiertes Dendrimer
an den Triiger gekniipft werden.® Wissenschaftler der
Universitdt Bremen banden an einen Isothiocyanat-aktivier-
ten, aminierten Glastrager Starburst-Polyamidoamin(PA-
MAM)-Dendrimere, deren Aminogruppen sie anschlieend
mit PDI (12) aktivierten, um ein Oligonucleotid (in Kon-
zentrationen <1 nL) zu binden. Verglichen mit konventio-
nellem Aminosilanglas war das Hybridisierungssignal dieser
Arrays doppelt so stark, einheitlicher und reproduzierbar.

Die Dichte der Testorte auf einem funktionalisierten Trager
sollte direkt proportional zur Triageroberfliche sein. Ein
flacher, nicht portser Glas- oder Siliciumtriger muss eine
Oberfliche nahe an der makroskopischen Oberfliche des
Objekts haben. Durch Bildung einer dreidimensionalen
Struktur am Tréager sollte die Oberfliche und damit die
Oligonucleotiddichte zunehmen. Dieses Ziel ist auf zwei
Wegen zu erreichen.

Am Argonne National Laboratory nutzte man die in der
Molekularbiologie héufig verwendeten Gel-bildenden Ver-
fahren, um Acrylamid/Bisacrylamid photolithographisch in
zuvor festgelegte 10— 100 um kleine quadratische Fldchen zu
polymerisieren (Abbildung 3).** Die so erhaltenen 5-20 um
dicken Polyacrylamid-Pads haben Volumina im pL- bis nL-
Bereich und sind durch 20-200 um breite hydrophobe
Regionen getrennt. Durch Transamidierung mit Diaminen
erhalten die Gelpads Aminpositionen fiir die Immobilisie-
rung. Da die Porositdt des Gels durch eine Quervernetzung
von 4% eingeschrénkt ist, gilt fiir die zu immobilisierende
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Abbildung 3. Herstellung eines Gelpad-Arrays.

DNA eine Grenze von 150-200 nt. In diese DNA werden
Aldehydgruppen durch Umsetzung mit 27 eingefiihrt, dessen
3-Methyluridingruppe am 3’-Ende mit Periodsdure gespalten
werden kann. Losungen der funktionalisierten Oligonucleo-
tide konnen mit einer Nadel oder einer piezoelektrischen
Kapillardiise auf die Gelpad-Arrays abgesetzt werden. Der
Dialdehyd wird durch reduktive Aminierung (Pyr-BH;)
irreversibel an das Gel gebunden.

Bei Gene Logic wurden dreidimensionale ,,Durchfluss®-
Chips entwickelt, deren Oberfliche theoretisch etwa hun-
dertmal groBer ist als die planarer Triger.’! Als Ausgangs-
material dienen kommerzielle Array-Glasplatten (48 x 48
mm?) mit 10 um groBen hexagonal angeordneten Mikro-
kanilen. Diese Kanéle fiillen sich durch Kapillarwirkung zwar
rasch mit Fliissigkeit, der Austausch mit auflen befindlichen
Losungen verlduft aber sehr langsam. Daher wendet man
Druck oder Ultraschall an, um Fliissigkeiten in die Mikro-
kanidle zu treiben, das Entleeren erfolgt durch Absaugen.
Durch Silanisieren mit gelostem MPTS (2, Schema 1) entsteht
eine Thioloberfliche. Oligonucleotide mit freier Aminogrup-
pe, die durch das Maleinimid-Vernetzungsreagens GMBS (18,
Schema 2) modifiziert waren, wurden in Volumina von 5-
10 nL mit einer piezoelektrischen Kapillardiise aufgetra-
gen,®! da Array-Glasplatten keine Kontaktdruckverfahren
vertragen. Die erhaltenen Spots haben mit ca. 200 um nur ca.
60 % der GroBe von Spots auf planaren Chips, und bei ihnen
tritt der ,Kaffee-Ring“-Effekt nicht auf. Da diese Chips
dhnlich funktionalisiert werden konnen wie ebene Tréger,
bietet die dreidimensionale Struktur in Bezug auf die
Zunahme der Gesamtmenge an immobilisiertem Oligonu-
cleotid keinen Vorteil. Diese Chips haben zwar einen etwas
hoheren Fluoreszenzhintergrund als Glasplatten, ergeben
aber dennoch ein 44-mal hoheres Hybridisierungssignal als
ebene Chips. Diese Steigerung wurde auf eine groBere
Oberfldche fiir jeden Sondenort zuriickgefiihrt, was eine
niedrigere Sondendichte bei gleicher Beladung bedeutet.

2.1.2. Diisen

Die Abgabe von Reagentien fiir die Mikroarray-Herstel-
lung durch Diisen haben mehrere Arbeitsgruppen beschrie-
ben. Hierbei gibt es keinen direkten Kontakt zur Oberfldche
wie bei den Spotting-Methoden. Blasenjets sind einfache, fiir
Drucker entwickelte Halbleitervorrichtungen, die eine Fliis-
sigkeit aus einer Diise durch rasches Erhitzen ausstofen.
Wissenschaftler bei Canon haben die DNA-Abgabe in einem
Losungsmittel beschrieben, das Glycerin, Harnstoff und
Thiodiglycol als Benetzungsmittel enthilt.’”! Thermische
Belastungen und Scherkréfte des Blasenjets schadigen DNA
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von 10-300 nt nicht. Bis zu zwolf verschiedene Oligonucleo-
tidlosungen konnten in 24-pL-Volumina verteilt werden und
bildeten Spots von 70 um. So aufgetragene 18mere 5'-
Thiololigonucleotide wurden an Maleinimid-modifizierten,
aminierten Glastrdagern immobilisiert. Ein Diisensystem, das
bei Bedarf Tropfen abgibt und zehn unabhingige Fliissig-
keitskanidle in einem integrierten piezoelektrischen Block-
druckkopf (siche Abschnitt 3.2) enthilt, wurde von MicroFab
entwickelt.’¥! Diisendffnungen mit einem Durchmesser von
40 um und 2mm Abstand geben die Oligonucleotide in
20 proz. wissrigem Ethylenglycol ab. Dazu muss der Druck-
kopf in einem Abstand von weniger als 200 um zu einem
GPTS-derivatisierten Trager gebracht werden.

2.1.3. Andere Methoden

Bei CIS Bio wurde eine Methode entwickelt, bei der
Oligonucleotide direkt auf Platinminielektroden elektropo-
lymerisiert werden.®] Diese Oligonucleotide 28 (Schema 6)
enthalten am 5-Ende 5-Methylcytidin, das am N4-Atom mit
Pyrrol verkniipft ist. Die Oxidation durch wiederholten
Potentialdurchlauf in Gegenwart eines ca. 10000fachen
Pyrroliiberschusses liefert eine 50-nm-Schicht aus Polypyrrol,
in die anteilig Oligonucleotid-haltige Pyrrole eingelagert sind.

Bei Nanogen wurden die Parameter, die bei der Herstel-
lung und Verwendung von Mikroarrays verdndert werden
konnen, um eine Variable erweitert: das elektrische Feld.[*]
Das Konzept dieser Methode gleicht dem der Elektrophorese,
nur dass sich die Molekiile in Losung frei bewegen konnen.
Das Verfahren beruht auf einem Array aus nicht weniger als
10000 je 25 pm kleinen Platinmikroelektroden auf einem
Siliciumwafer, der mit einer fiir Halbleiter tiblichen Technik
hergestellt wird. Die Elektroden werden mit einer 1-10 um
dicken Permeationsschicht aus Streptavidin-Agarose iiber-
zogen, die nicht nur die DNA vor schiddlichen Elektroden-
reaktionen schiitzt, sondern auch die mit Biotin derivatisier-
ten 12- bis 26meren Oligonucleotidsonden 30 immobilisiert,
die durch ein positives elektrisches Feld an der Elektroden-
fliche konzentriert werden. Die Bewegung der DNA im
elektrischen Feld erfordert einen Puffer mit niedriger Leitfa-
higkeit, z. B. Histidin. Bei einfachen 5 x 5- und 10 x 10-Arrays
kann jede Elektrode direkt extern elektrisch angeschlossen
werden. Kompliziertere Arrays konnen eigene CMOS (com-
plementary metal oxide semiconductor)-FET (field effect
transistor)-Verkniipfungen haben, um jede Elektrode zu
steuern, sodass die Zahl externer Anschliisse moglichst gering
ist. Die wirksame Fliche des Arrays betrigt 2—4 mm?. Da das
Feld an der Elektroden-immobilisierten Sonde gesteuert
werden kann, lédsst sich der Analyt aus verdiinnter Losung
an die Elektrode dirigieren, sodass wahrend der Hybridisie-
rung eine weitere Art der Steuerung stattfindet: der ,elek-
tronische Zwang*.

2.2. Biologisch erhaltene Nucleinsiuren
Viele biologische Untersuchungen mit Mikroarrays gehen
von einem Satz von Klonen aus, deren Wirkungen und

Sequenzen unbekannt sein konnen. Die Testanordnung wird
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demnach nicht auf der Basis einer Sequenz entwickelt,
sondern die Klone selbst werden in Sonden iiberfiithrt, mit
denen sich zelluldire RNA nachweisen lédsst. Das gelingt im
Allgemeinen mit der Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Die
PCR ermoglicht nicht nur die Produktion groBer Mengen
einer bestimmten Nucleinsdure durch Replikation, sondern
wihrend einer PCR konnen auch bestimmte reaktive chemi-
sche Gruppen oder Markierungen eingefithrt werden
[GL. (1)], weil alle Produktmolekiile 29 entweder von Primern
oder von Desoxynucleotidtriphosphaten abgeleitet sind. Die-
se Herstellungstechnik fiir Mikroarrays wird heute in bio-
logischen Laboratorien am hiufigsten angewendet, und viele
der benotigten Ausriistungen sind inzwischen kommerziell
erhiltlich.

HzM F -
Mg . PCR L
I I - >3 0]
masenons ANTPs :
HolN—#"
) 29

Die erste breitere Anwendung von DNA-Chips zur Unter-
suchung der Genexpression stammt von zwei Arbeitsgruppen
in Stanford.*!! Die Verfahren zur Chip-Herstellung sind
eingehend beschrieben, vielfach iibernommen und variiert.
Fiir diese Technologie sind mit Polylysin beschichtete, kom-
merzielle Trager ein gutes Ausgangsmaterial. Die Sonden-
DNA haftet an dieser Oberfldche, zumindest anfangs, durch
elektrostatische Wechselwirkungen, und diese Adhésion wird
durch Hybridisierung mit der zu analysierenden DNA nicht
unterbrochen. Mit einem Stift (Abbildung 2) werden 5nL
eines PCR-Produkts (>1 kb) zu Spots <350 pm aufgebracht.
Die Zugabe von 1.5m Betain zum Spotting-Puffer verbessert
die Homogenitét des Spots (kein ,,Kaffee-Ring*), erhoht die
Viskositit, verlangsamt das Verdunsten, ohne die Oberfla-
chenspannung, die das Spreiten verhindert, zu beeinflussen,
und erhoht das Signal auf das 2.5fache.®?l Der Stift bewegt
sich an einer Briicke iiber einen X,Y-Tisch. Nach der
Hydratation in einer feuchten Umgebung werden die Spots
rasch getrocknet. Die aufgetragene DNA kann auch photo-
chemisch mit dem Triger vernetzt werden. Dieses Verfahren
ist bei der Verdnderung von DNA an Membranen schon lange
bekannt; die Ankniipfung kann durch nucleophile Substitu-
tion der Lysin-Aminogruppe an T erfolgen.”’] Die iibrigen
Aminogruppen an Polylysin werden mit Bernsteinsdureanhy-
drid in Boratpuffer oder in einem organischen Losungsmit-
teln blockiert,” wodurch die in wissrigen Losungsmitteln
manchmal auftretende Spreitung der DNA auf dem Triager
verhindert wird. Zur Herstellung der Hybridisierungsonden
wird der Array erhitzt, um das doppelstrangige PCR-Produkt
zu denaturieren.

Eine andere kovalente Verkniipfung stammt ebenfalls von
den Arbeitsgruppen in Stanford. Die von den 5'-Aminopri-
mern 29 (Schema 6) produzierten PCR-Produkte ermogli-
chen die Verwendung eines anderen handelsiiblichen Tragers,
der mit einem Silanaldehyd 5 beschichtet ist. Nachdem 1056
PCR-Produkte wie oben aufgetragen worden waren, wurde
der Array 5min mit NaBH, inkubiert, um das Imin zu
reduzieren.[*! Der Vorteil dieser Methode ist die wegen der
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geringen Hintergrundfluoreszenz zehnmal hohere Empfind-
lichkeit, durch die sich noch mRNA nachweisen lésst, die dem
1/500000tel der gesamten mRNA in einer Probe entspricht.
Ein Nachteil der Aldehydtréger ist, dass sie an der Luft zur
Sdure oxidieren konnen. Anderen Arbeiten zufolge konnen
5’-aminierte PCR-Produkte (Tropfen von 1 nL ergeben Spots
von 400 pm in 1000 um Abstand) auch mit Carbodiimiden an
Carbonsidure-beschichtetes Glas (TETU, 6, Schema 1) gekup-
pelt werden.[*!

Die elektrostatische Bindung von PCR-Produkten an
APTES-Trédger in Gegenwart von 3—5M Natriumthiocyanat
wurde von Wissenschaftlern bei Molecular Dynamics be-
schrieben.*! Obwohl keine weitere Behandlung oder Blo-
ckierung erfolgt, bleibt ein erheblicher Anteil der abgesetzten
DNA wihrend der Hybridisierungs- und Waschschritte erhal-
ten. Das Spotting-Gerét, Gen III, dieser Firma gibt nL-
Volumina der DNA aus zwolf gleichen Federn ab, die aus
Edelstahlkapillaren mit einem Schlitz in einer Wand bestehen
(Abbildung 2).

3. In-situ-Synthese

Eine frithere Ubersicht iiber rdumlich gerichtete kombina-
torische Chemie behandelt auch Methoden fiir die In-situ-
Synthese von DNA-Chips.?! Ein besonders wichtiger Punkt
der In-situ-Synthese ist, dass sie eine kombinatorische Me-
thode ist, mit der wesentlich mehr Verbindungen hergestellt
werden konnen als die Synthese Stufen hat. Durch den
Einsatz der neuen Geridte haben sehr schnell ablaufende
sequentielle Synthesen inzwischen allerdings einen Stand
erreicht, in dem sie zeitlich mit einigen parallelen Synthese-
methoden konkurrieren konnen. Fiir die In-situ-Synthese von
Oligonucleotiden gibt es zwei Strategien. Jeder Synthesezyk-
lus besteht aus der Deblockierung und Kupplung, einer der
Schritte verlduft an spezifischen Sondenorten, wihrend der
andere Schritt an allen Positionen gleichzeitig durchgefiihrt
werden kann. Ein wichtiger Aspekt ist die Richtung der
DNA-Synthese, denn einige Assays benotigen DNA mit
freien 3’-Enden (siehe Abschnitt 2.1). Bei den oben beschrie-
benen aufgetragenen Arrays gelingt die Ankniipfung an
einem anderen als dem 3'-Ende einfach durch automatisierte
Synthese. Die konventionelle DNA-Synthese verlduft in der
Richtung 3’ —5', demnach muss fiir in situ synthetisierte
Arrays die DNA an ihrem 3’-Ende gebunden sein. Amidite
mit umgekehrter Orientierung (5'-Phosphoramidit, 3’-Dime-
thoxytrityl) sind kommerziell erhéltlich und kénnen in Diisen
und bei physikalischen Maskierungsverfahren eingesetzt
werden. Fiir photolithographische Synthesen miissen sie aber
mit geeigneten photochemisch abspaltbaren Gruppen herge-
stellt werden (Schema 8). Ferner ist durchaus vorstellbar, die
DNA auf normalem Weg zu synthetisieren und danach die
Verkniipfung umzukehren, dies wurde bisher aber nur an
Polymer-Beads durchgefiihrt.*”] Die Syntheserichtung kann
ein entscheidender Punkt sein, denn es hat sich gezeigt, dass
Insertions- und Deletionsmutationen im Tumor-Suppressor-
Gen p53 durch Hybridisierungsassays mit dem GeneChip
nicht,™ durch Primerverlingerungsassays dagegen leicht
nachzuweisen sind.*’]
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Schema 8. Photochemisch abspaltbare Schutzgruppen fiir die Synthese
von DNA-Mikroarrays.

3.1. Photolithographie

Das Herstellungsverfahren fiir Mikroarrays von Affymetrix
ist inzwischen ein sehr bekannter Prozess. Eine Oberfliche
wird mit Linkermolekiilen beschichtet, die lichtempfindliche
Schutzgruppen tragen. Durch Bestrahlen in einem (durch
Schablonen festgelegten) Muster werden bestimmte Bereiche
deblockiert und an monomere Einheiten gekuppelt, die der
ganzen Oberfliche ausgesetzt sind. Dieser Vorgang wird
wiederholt, um an verschiedenen Stellen unterschiedliche
Sequenzen aufzubauen. Mit der kombinatorischen Synthese
konnen 4/ unterschiedliche Sequenzen der Linge [ in 4 x [
chemischen Stufen hergestellt werden. Diese Methode wurde
in einer Ubersicht — in erster Linie fiir die Peptidsynthese —
ausfiihrlich behandelt,”) und iiber ihre Anwendung zur
Herstellung von DNA-Chips gibt es eine gute Zusammenfas-
sung.[!

Die erste Arbeit von Wissenschaftlern bei Affymetrix iiber
die Anwendung dieses Verfahrens zur Herstellung von DNA-
Arrays nutzte die lichtempfindliche MeNPoc-Schutzgruppe
(Schema 8), um DNA-Sondensequenzen (>200) herzustel-
len.b'1 Als Schutzgruppen fiir die Nucleobasen dienten
Phenoxyacetyl (Pac) fiir A und Isobutyryl fiir G und C; diese
so genannten ,,Easy-off“-Gruppen®? werden mit Ethylendi-
amin oder Ethanolamin in Ethanol in 4 h bei Raumtemperatur
leicht abgespalten. Der mit Bis(hydroxyethyl)aminopropyl-
triethoxysilan (HE-APTS, 7, Schema 1) beschichtete Triger
wird durch Behandeln mit dem MeNPoc-Hexaethylenglycol-
phosphoramidit 20 (Schema 2) fiir die Synthese vorbereitet.

In spiteren Arbeiten bei Affymetrix[3 konnte die Zahl der
bei jedem Syntheseschritt gebildeten 5-Hydroxygruppen
bestimmt werden, indem diese mit Fluorescein derivatisiert
und abgebildet wurden. Dabei stellte sich heraus, dass die
photochemische Deblockierung strikt einer Reaktion erster
Ordnung folgt und die Halbwertszeiten fiir jede monomere
Einheit 9-13 s bei 27.5 mW cm~2 betragen. Auch der Einfluss
von Losungsmitteln auf die Geschwindigkeit der Photo-
deblockierung wurde untersucht: Am besten verlief die
Reaktion in einem unpolaren Losungsmittel oder ohne
Losungsmittel. Wihrend frither bei der photochemischen
Abspaltung von Nitrobenzylgruppen Reagentien zum Ab-
fangen von Nitrosoaldehyd-Nebenprodukten zugegeben wur-
den, scheint das bei der MeNPoc-Gruppe nicht nétig zu sein.
Die mit einer dhnlichen Fluoreszenz-Methode bestimmten
durchschnittlichen Ausbeuten fiir den Zyklus einer DNA-
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Synthese auf der Basis von MeNPoc-Schutzgruppen liegen bei
91-98%. Der Grund fiir diese niedrigen Zyklusausbeuten in
Mikroarrays ist unklar, denn in Losung verlaufen die photo-
chemische Deblockierung und die Kupplung mit sehr hohen
Ausbeuten. Niedrige Zyklusausbeuten bedeuten, dass die
Reinheit dieser in situ synthetisierten Sequenzen ziemlich
gering ist, aber die Zahl exakter Sonden mit voller Lénge ist
immer noch betrédchtlich und reicht offenbar fiir eine An-
wendung aus. Werden die Tréger vor der Derivatisierung und
Synthese durch rasches Drehen mit einem ca. 0.4 um dicken
Film aus kolloidalen, 70—100 nm groBen Siliciumdioxidteil-
chen beschichtet, so nimmt ihre Oberfliche auf das Sieben-
fache zu. Vermutlich ist eine hohere Sondendichte der Grund
fiir eine entsprechende Zunahme des Hybridisierungssignals.*

Den Einfluss defekter Sequenzen auf das Hybridisierungs-
vermdgen von in situ hergestellten Mikroarrays wurde mit
synthetischen Gemischen untersucht. Nicht iiberraschend ist,
dass eine hohere Sondenreinheit angestrebt wird, um die
Leistung der Mikroarrays zu verbessern.’ Um Mingel der
MeNPoc-Gruppe in der DNA-Synthese zu umgehen, wurden
zahlreiche lichtempfindliche Schutzgruppen und ihre Leis-
tungen in einfachen photochemischen Festphasensynthesen
sowie an Arrays untersucht (Schema 8). Dazu gehoren die
DMBoc-,*! die PyMoc-P7 und die NNEoc-Gruppe,” die alle
Zyklusausbeuten von 96 % liefern. Einer anderen Arbeit
zufolge fithrt die NPPoc-Gruppe bei der photochemischen
Synthese an Arrays zu quantitativen Zyklusausbeuten und
bietet damit einen erheblichen Fortschritt.’® Die genannten
Gruppen unterscheiden sich in ihrem Abspaltungsmechanis-
mus. Er verlduft bei MeNPoc- und NNEoc-Gruppen nach der
fiir Nitrobenzylgruppen iiblichen Photoreaktion, wobei ein
Sauerstoffatom von der Nitrogruppe an die Benzylposition
wandert und ein Nitrosohemiketal entsteht. Dieses reagiert
weiter zum Nitrosocarbonyl und liefert einen Hemicarbonat-
ester, der zum Alkohol decarboxyliert. Die DMBoc- und die
PyMoc-Gruppe sollen photolytisch in ihre Kationen und das
Hemicarbonat gespalten werden. NPPoc ist eine relativ neue
Schutzgruppe, die durch lichtgestiitzte A-Eliminierung in
Gegenwart einer schwachen Base abgespalten wird. Sie wird
in Nitrostyrol iiberfiihrt, wobei das Hemicarbonat entsteht.

»Genechip Mikroarrays“ von Affymetrix werden an
5-Inch-Trédgern aus gesintertem Siliciumdioxid mit 50-400
Wiederholungsarrays hergestellt, von denen jeder bis zu
1.6 cm? misst und bis zu 400000 Sonden trégt. Die Abspaltung
der MeNPoc-Gruppen durch ein Belichtungssystem mit
gefilterter I-Linie (365+10nm, 1kW) benétigt in jedem
Zyklus weniger als 1 min. Die 16sungsmittelfreie Abspaltung
der MeNPoc-Gruppen ist vorteilhaft, weil so ein Kontakt-
druckverfahren verwendet werden kann, bei dem die Scha-
blonen direkt gegen den Wafer gesetzt werden. Vollstdndige
Wafer werden in einzelne Arrays zerschnitten und in einen
Kunststofftriger gepackt, dessen Offnungen eine Zugabe von
Hybridisierungslosungen ermoglichen. Derzeit sind Chips mit
einer Grofle von 50 um erhéltlich, aber die Technologie der
nichsten Generation wird sie auf ca. 25 pm senken.

Eine andere, von Affymetrix gemeinsam mit IBM entwi-
ckelte photolithographische Methode nutzt herkommliche
Halbleiterphotolacke als physikalische Zweischichtbarriere
gegen konventionelle chemische Reagentien fiir die DNA-
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Synthese (Abbildung 4).5%) Ein derivatisierter und DMTr-
geschiitzter Standardglastrager wurde mit einem l6slichen
Polyimid (ca. 0.5 um) beschichtet, um die Molekiile vor
Reaktionen mit den Kopierlacken zu schiitzen. Dariiber lag

derivatisierter
Glastrager

Beschichten mit
einer Unterschicht

und Photolack
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Photolack entwickeln,
Bild ubertragen,
Tritylgruppen abspalten

Photolack und
Unterschicht abziehen,
nachstes DMT-
Mucleotid kuppeln

Abbildung 4. Photolithographische DNA-Synthese mit einem Kopierlack-
Doppelschichtsystem (Wiedergabe mit freundlicher Genehmigung aus
Lit. [59], Copyright (1996) National Academy of Sciences, U.S.A.).

als negativ geténte Kopierlackschicht (ca. 0.5 pm) ein Epo-
xidharz kombiniert mit einem lichtempfindlichen Saurebild-
ner, der das Harz quervernetzt und so unloslich macht. Diese
Strategie beruht auf fundierten Erfahrungen mit den Séure
bildenden, chemisch verstirkten Kopierlacksystemen, die
derzeit in der Submikron-Lithographie fiir Computerchips
verwendet werden.[) Hier ermoglicht eine durch Licht
gebildete Siure (photo-generated acid, PGA) die rasche
Produktion von Spots mit einem Durchmesser von 4 pm.
Nach dem Entwickeln des Epoxids aus unbelichteten Flichen
mit Cyclohexanon wurde das darunter liegende Polyimid mit
Anisol abgelost. Die 5'-DMTr-Schutzgruppen wurden mit
Dichloressigsdure in Cyclohexanon abgespalten, um ein Auf-
losen des Polyimids zu vermeiden. Nach dem Losen aller
Polymere in einem chlorierten Losungsmittel war die Ober-
fliche fiir die Phosphoramiditkupplung vorbereitet, die mit
90+5% Ausbeute pro Stufe verlief. So erhaltene Mikro-
arrays von Decanucleotiden mit einem Spotdurchmesser von
100 um hatten ein dhnliches Leistungsvermogen wie die mit
MeNPoc hergestellten.

Ein anderer Zugang zur lichtgesteuerten DNA-Synthese
verwendet konventionelle siureempfindliche Hydroxyschutz-
gruppen in Verbindung mit chemisch amplifizierten Poly-
merfilmen, die durch einen lichtempfindlichen Séurebildner
entstehen (Schema 9).°) Die anfangs gebildete p-Toluolsul-
fonsdure liefert zwei Aquivalente Pentafluorbenzoesiure,
deren Aciditédt ausreicht, um DMTr-Gruppen ohne Depuri-
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Schema 9. DNA-Synthese durch eine photochemisch erzeugte Sdure.
Ts = Toluol-4-sulfonyl, PMMA = Polymethylmethacrylat.

nierung der Nucleoside abzuspalten. Da die katalytische
Abspaltung der DMTr-Gruppen in einer diffusionsfihigen
Sdure ablduft, konnte man befiirchten, dass die photoche-
misch gebildete Séure zu einer wahllosen Deblockierung
fihrt, aber ein Polymethylmethacrylatfilm begrenzt die seit-
liche Diffusion und erméglicht die Bildung von Spots, die
kleiner als 10 um sind. Die mit diesem Verfahren bisher
erhaltenen Zyklusausbeuten von ca. 90% sind aber immer
noch erheblich niedriger als gewiinscht. Besonders reizvoll an
der Methode ist, dass die chemische Amplifizierung im
Saurebildungsschritt zu einer nichtlinearen Abhéngigkeit
der Deblockierung von der Lichtdosis fiihrt. Diese Nicht-
linearitdt der photochemischen Antwort ist der Schliissel zur
Produktion kleiner Spots bei konventionellen lithographi-
schen Verfahren.[*?

Die umgekehrte Syntheserichtung (siche Abschnitt 2.1),
die zu einer DNA mit freiem 3’-Ende fiihrt, ldsst sich durch
Austausch der Schutzgruppen und der Phosphoramiditgruppe
in den Monomereinheiten (Schema 10) und allgemein durch
Verliangern der Kupplungszyklen durchfiihren. Bei Affyme-
trix wurde kiirzlich die Herstellung der Monomereinheit 32
mit einer 5'-Phosphoramidit- und 3'-MeNPoc-Gruppe fiir

| I
DMTr 31 PRG 32

Schema 10. Amiditreagentien fiir die Synthese von DNA mit freiem 3'-
Ende. PRG =MeNPoc, NPPoc.

diesen Zweck entwickelt.’”) Die Methode wurde auch auf die
NPPoc-Gruppe iibertragen und lieferte Sequenzen hoher
Qualitit, die in enzymatischen Verfahren eingesetzt werden
koénnen.®l ITm Prinzip sollten die neueren Methoden der
Deblockierung durch photochemisch gebildete Sduren auch
DNA-Arrays mit freien 3'-Enden leichter zugénglich machen,
da die 3'-DMTr-5"-Phosphoramidite 31 kommerziell erhiltlich
sind. Das verdeutlicht auch den Vorteil einer Verwendung
konventioneller Monomereinheiten, die fiir viele Nucleotid-
analoga mit zahlreichen Basen- und Zuckervariationen er-
héltlich sind.

Angew. Chem. 2002, 114, 1326 -1341

Zwei Methoden wurden entwickelt, die die in der Affy-
metrix-Methode verwendeten starren Schablonen durch dy-
namisch programmierbare Vorrichtungen dhnlich den Com-
puter-Overhead-Projektions-Systemen ersetzen. An der Uni-
versity of Wisconsin nutzte man eine digitale Anordnung aus
Mikrospiegelnl® in einer Projektionsoptik der Firma Nim-
bleGen (Abbildung 5).

@ UV-Lichtquelle

Filter

digitaler Mikrospiegel-Array Kondensator

wvom Computer

Synthesizer [ ‘
e .
4

Projektionssystem

DMA-Chip wird
beschreben

Abbildung 5. Reflexionsoptik fiir die Photolithographie mit Mikrospiegel-
anordnung (Wiedergabe mit freundlicher Genehmigung aus Lit. [64]).

Eine dhnliche, an der University of Houston entwickelte
Technik(®! wird von Xeotron vermarktet. Die erste fiir diese
Methode eingesetzte Strukturierungsvorrichtung ist ein 1.5 x
1.5 cm? groBer quadratischer Glastriger mit Rillen aus
Fluorkohlenstoff, die bis zu 48 x 48 Syntheseregionen mit
nur 300 um kleinen Vertiefungen umgeben. Diese Substrate
werden nach der in Abschnitt 3.2 beschriebenen Methode von
der Firma Protogene hergestellt und anschlieend mit einem
Hydroxybutyramidsilan (HBPTES, 8) derivatisiert. Die Syn-
these beginnt mit der Kupplung von zwei T-Basen durch
konventionelle saure Deblockierungen. Durch Eintauchen
des Chips in eine Losung der Vorstufe fiir die lichtempfind-
liche Séure bleiben nach dem Ablaufen fliissige Tropfchen in
den Mikrovertiefungen zuriick. Die photochemische DMTr-
Abspaltung, die durch Festphasensynthese von DNA nach-
gewiesen wurde (Zyklusausbeuten > 92 % ),1! ist auf einzelne
Mikrovertiefungen gerichtet und projiziert das Licht iiber
eine Anordnung aus 480 x 640 quadratischen Mikrospiegeln
(16 x 16 um?). Die Effizienz der Deblockierung wurde an-
hand der Zahl der gebildeten 5'-Hydroxygruppen bestimmt
(als Fluoresceinderivat mit der Affymetrix-Methode gemes-
sen) und optimiert; als hervorragend geeignetes Gemisch fiir
die photochemische Saurebildung erwies sich dabei eine
Losung aus einem Diaryliodoniumsalz (mit kurzer Wellen-
lange A,,) und einem Thioxanthenon-Sensibilisator (der
die Strahlung absorbiert) in Methylenchlorid. Mit dieser
Methode wurden Oligonucleotide mit bis zu 30 Resten
hergestellt.
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3.2. Diisen

Als Alternative zu den Licht-gesteuerten Reaktionen an
mikroskopisch kleinen Stellen konnen Reagentien fiir die
konventionelle DNA-Synthese mit den gleichen Verfahren
gezielt abgegeben werden, die in Abschnitt 2.1.2 fiir die
Abgabe kompletter Oligonucleotide beschrieben sind. In den
ersten Arbeiten auf diesem Gebiet der Firma Combion
wurden coaxiale piezoelektrische Glaskapillardiisen verwen-
det (Abbildung 6).11 An den Tridger wird ein Polyethylen-
glycol-Linker mit einer DMTr-Schutzgruppe gebunden. Eine

piezoelektrisch
piezoelektrisch

piezoelektrisch

Reservoir
Silicium

Abbildung 6. Piezoelektrische Glasdiisen fiir die Reagentienabgabe.

Glas

m- 9

~100 pL

Diise verteilt das Deblockierungsreagens aufwirts zu den
vorgesehenen Syntheseorten an dem horizontal gehaltenen
Tréager. Dieser wird zum Spiilen in eine vertikale Position
gebracht und fiir die Kupplungsreaktionen in eine mit dem
DNA-Synthesizer verbundene Durchflusszelle gesetzt. Der
Gesamtzyklus dauert 10 min. Eine vorsichtige Schatzung der
Stufenausbeuten in diesem Prozess liegt bei 91 %. Da bei der
Verwendung fliichtiger Losungsmittel wie Acetonitril hdufig
Probleme in den Diisen auftreten, erwies es sich als vorteil-
haft, das weniger fliichtige, aber genauso wirksame Deblo-
ckierungsmittel ZnBr, in CH,Br,/Isopropanol einzusetzen.
Das Verfahren der Firma Protogene isoliert jede Syn-
theseregion von den anderen durch nichtbenetzende, Fluor-
alkan-haltige Regionen oder Rillen (Schema 11).1 Zur
Herstellung einer Mikroarray-Glasplatte wird zuerst die
Glasplatte mit (Perfluoroctyloxy)propyltriethoxysilan
(POPTS, 9) in der Gasphase beschichtet und dann mit einem
CO,-Laser durch eine Schablone bestrahlt, um das Silan zu
entfernen. AnschlieBend werden die gemusterten Regionen
fiir die Synthese durch Derivatisieren mit GPTS erzeugt und
das Epoxid mit Hexaethylenglycol (HEG) geoffnet. Piezo-
elektrische Impulsstrahlpumpen, die als mikroelektromecha-
nisches System (MEMS) hergestellt werden, sind ein weiterer
neuer Aspekt dieser Methode. Vorratsbehilter, Zulauf und
Diise sind als wichtige dreidimensionale Merkmale in eine
Keramik eingebaut (Abbildung 6). Um eine Kammer zu
bilden, ist die Keramik an eine bewegliche Deckplatte
gebunden, an der sich ein piezoelektrisches Element befindet.
Wenn die Piezoelektrik aktiviert wird, deformiert sie den
Vorratsbehélter wie ein Federbalg, sodass dieser Fliissigkeit
mit einer Geschwindigkeit von 1-10m s~ ausstoBt. Eine
DiisengroBe von 40 pm erzeugt Acetonitriltropfchen von ca.
33 pL (+5%), von denen drei einen Syntheseort von 50 um
Durchmesser fiillen. Diese Pumpen arbeiten bei bis zu 3 kHz,
konnen ein Ziel von 250 um GroBle aus 2 cm Abstand treffen
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Schema 11. Herstellung einer Oberfliche mit Syntheseregionen, die von
nicht benetzenden Bereichen umgeben sind.

und lassen sich in Druckkopfen zusammenfassen (bis zu 64
Diisen in 400-um-Abstinden), um so unabhéngig regulierbare
Diisen zu schaffen, die dasselbe Reagens aus einem gemein-
samen Reservoir abgeben. Die Druckkopfe sind aufeinander
gesetzt, sodass jede Base als Phosphoramidit oder H-Phos-
phonatmonomer mit dem zugehorigen Aktivator fiir die
Oligonucleotidsynthese bereitsteht. Die Position der Pumpen
wird wihrend der Synthese nicht verdndert, stattdessen wird
unter ihnen der Mikroarray auf einem X,Y-Tisch bewegt. Mit
einer Wiederholungsfrequenz von 1kHz kann die Pumpe
Monomereinheiten auf einem 512 x 512-Array (262000 Posi-
tionen) in nur 32 Sekunden absetzen! Die Oberflichenspan-
nung an den Syntheseorten von 47 dyncm™ passt eher zu der
von Acetonitril (29) als zu der von den Fluoralkanregionen
(18), wodurch ein Vermischen zwischen benachbarten Posi-
tionen verhindert wird. Gemeinsame Syntheseschritte, Wa-
schen, Blockieren, DMTr-Abspaltung und abschlieBende
Phosphitoxidation/Deblockierung konnen als Batch-Arbeits-
giange simultan fiir den ganzen Mikroarray durchgefiihrt
werden. Die Zykluszeiten betragen 6 min je Rest.

Eine dhnliche Technologie wird bei Rosetta fiir die Mikro-
fabrikation monolithischer Diisen aus Glas, Silicium (Diise
10-100 um) und piezoelektrischer Keramik verwendet, die
100-pL-Volumina abgeben.[®] Diese Methode verwendet
Propylencarbonat als Losungsmittel fiir die Synthese, das sich
wegen seiner hohen Oberflichenspannung (>30dyncm™),
geringen Fliichtigkeit und hohen Viskositdt besonders eig-
net.””! Mit dieser Technik lassen sich Mikroarrays aus mehr
als 25000 verschiedenen 60meren herstellen, die von Agilent
vertrieben werden.

3.3. Physikalische Maskierung

Diese Technik dhnelt der Verwendung von Schablonen und
ist in einer fritheren Ubersicht umfassend beschrieben.? Sie
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wird hauptsichlich an der University of Oxford und bei der
Firma Beckman verwendet, deren Arbeitsgruppen auch
kooperieren. Bei Beckman wurde die ungewohnliche Trager-
ankniipfung 11 (Schema 1) durch Behandeln einer Poly-
propylenfolie mit Ammoniak in einem Plasma entwickelt.[""
Dadurch entstehen tertidre Aminogruppen, die direkt mit
Nucleosidphosphoramidit-Monomeren umgesetzt und an-
schlieBend zu Phosphoramidaten oxidiert werden konnen.
Als Linker dient eine Sequenz aus zehn T-Resten. Die Folien
konnen in Streifen von 2 mm geschnitten werden, sodass man
»Messstabchen“-Arrays erhidlt. Methoden zur Herstellung
von Arrays an aminiertem Polypropylen (AP) oder Glas,
darunter das GPTS/HEG-derivatisierte Glas 10, von dem sich
das Oligonucleotid nicht ablosen kann, stammen von der
Arbeitsgruppe in Oxford.”? Das Polypropylen muss auf einen
Glastrdger aufgebracht werden, damit es starr genug ist, um
gegen die Schablone abzuschlieBen und eine zuverldssige
Translation relativ zu ihr moglich ist. Polypropylen-Arrays
wurden mit den 3'-DMTr-5"-phosphoramiditen 31 hergestellt,
die freie 3'-Enden fiir enzymatische Verfahren liefern.” Ein
Nachteil dieser Methode ist, dass die Hybridisierungsdaten
nicht so eindeutig und leicht zu interpretieren sind wie die
Daten konventioneller Mikroarrays.

4. Zusammenfassung und Ausblick

Da viele Methoden zur Herstellung von Mikroarrays
verfiigbar sind, ist es sinnvoll, ihre jeweiligen Stirken und
Schwiéchen in Betracht zu ziehen. Arrays aus cDNA und
solche aus synthetischen Oligonucleotiden (entweder zuvor
synthetisiert und anschlieBend aufgetragen oder in situ syn-
thetisiert) unterscheiden sich in ihrer Verwendung erheblich.
Um die zuerst genannten Arrays zu bilden, muss man im
eigenen Labor eine ¢cDNA zur Verfiigung haben. Diese
Herstellungsart ist in biologischen orientierten Arbeitsgrup-
pen, die an maf3geschneiderten Mikroarrays interessiert sind,
verbreitet. Sie bietet zudem ldngere Sonden, die von manchen
bevorzugt werden. Die Verwendung synthetischer Oligonu-
cleotide bedeutet, dass man Sonden entwickeln kann, die nur
auf einer in Gendatenbanken vorkommenden Sequenz be-
ruhen. Thre Linge ist derzeit allerdings durch die Effizienz der
Synthese bei jeder Methode auf etwa 60 Nucleotide begrenzt.
Die wichtige Frage, ob fiir die Herstellung und Analyse von
Mikroarrays eine Methode bevorzugt ist, ldsst sich ohne
Kenntnis der individuellen Anforderungen und Hilfsmittel
nicht beantworten. In ihrem Leistungsvermogen aber unter-
scheiden sich Arrays aus 50meren Oligonucleotiden und
solche aus cDNAs/PCR-Produkten mit mehr als 300 Basen-
paaren nicht.["3]

Ein Gebiet stetiger Forschung sind die Qualitdtskontrolle
und Uberwachungsmethoden fiir chemische Reaktionen an/
auf Mikroarraytrdagern. Es sind verschiedene Techniken fiir
chemische Untersuchungen an DNA-Mikroarrays eingesetzt
worden, meist waren sie aber nicht schnell genug, um von
Nichtspezialisten als Teil der Routineabldufe im Labor ein-
gesetzt zu werden, oder sie erfordern ziemlich komplizierte
Gerite, die in vielen Chemie- und Biologie-Laboratorien
nicht zur Verfiigung. Da SPR-Techniken bei der Untersu-
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chung von anderen Arten der biologischen Erkennung
erfolgreich eingesetzt wurden (z.B. in BiaCore-Geriten),
setzt man auch in die zukiinftige Verwendung der SPR-
Bildgebung bei Mikroarrays groe Hoffnung. Ebenso kénnte
die neue Technik der Reflektorinterferenzspektroskopie an-
gewendet werden.[’¥

Ein weiteres Gebiet, auf dem stetige Verbesserungen fiir
DNA-Arrays erforderlich sind, ist {iberraschenderweise die
Oligonucleotidsynthese, die allgemein als ein ,,perfektionier-
tes”“ Verfahren angesehen wird. Ob das Problem nun die
Effizienz eines photolithographischen Synthesezyklus oder
die Reinheit eines Oligonucleotids ist, das durch konventio-
nelle automatisierte Synthese mit einer neuen Verkniipfungs-
funktionalitdt hergestellt wurde, — viele, die auf diesem
Gebiet arbeiten, stellen fest, dass Fehler in der Synthese
auch noch bei der Produktion von Mikroarrays zu Problemen
fihren.

Sicher gibt es die Tendenz, aus den in Abschnitt?2
angefiihrten Griinden, kleinere Sondenorte zu produzieren.
Inzwischen konnen sogar Femtoliter abgesetzt werden, um
Arrays mit 20-um-Spots herzustellen.™ Allerdings gibt es
eine Grenze, bis zu der die Bildung kleinerer Testorte zur
Analyse der Mikroarrays positiv beitrdgt, denn die Nach-
weismethoden fiir die Produkte sind der Optik und der
Beugung wegen begrenzt. Selbst wenn Sondenorte mit einer
Grofe von 1000 nm hergestellt werden konnten, wire eine
statistisch stichhaltige Zahl von Datenpunkten durch Ab-
fragen eines derartigen Ortes mit 650-nm-Strahlung nur sehr
schwer zu erhalten. Dichteverbesserungen bei der Herstel-
lung erfordern in gleichem Mal3 Verbesserungen der raum-
lichen Auflosung beim Nachweis.
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