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Die Entdeckung kleiner nichtcodierender RNA-Molekiile (Mikro-
RNAs; miRNAs), die in der Lage sind, die Genexpression zu steuern,
hat eine neue Komplexititsebene bei der Regulation der Zellfunktio-
nen aufgezeigt. Seit einigen Jahren wird nun versucht, die regulatori-
sche Funktion von hunderten bis tausenden von miRNAs zu verste-
hen, die in pflanzlichen und tierischen Zellen exprimiert werden. Um
hier entscheidend weiterzukommen, ist die Entwicklung quantitativer
bioanalytischer Verfahren erforderlich, mit denen ein schneller, par-
alleler Nachweis aller miRNAs in einer bestimmten Zelle oder Ge-

webeprobe moglich ist. In diesem Kurzaufsatz beschreiben wir einige
der neuesten Verfahren zur Hochdurchsatzprofilierung von miRNAs
und schildern die besonderen technischen Herausforderungen, die

dabei gemeistert werden miissen.

1. Einleitung

MikroRNAs (miRNAs) sind eine Klasse kleiner, nicht-
codierender RNA-Molekiile (etwa 19-23 Nucleotide lang),
die in zahlreichen Pflanzen, Viren und Sdugern nachgewiesen
wurden. Sie werden zunichst im Zellkern als langkettige
Vorstufen (pri-miRNA) transkribiert, die dann enzymatisch
zu etwa 70 Nucleotide langen Ketten mit Haarnadelstruktur
(pre-miRNA) abgebaut und in das Cytoplasma der Zelle
exportiert werden. Dort erzeugt eine zweite enzymatische
Prozessierung die etwa 22 Nucleotide langen, reifen miRNAs.
Diese konnen nach Einbau in einen aktiven RNA-induzierten
Stummschaltungskomplex (RISC) die Genexpression regu-
lieren, indem sie mit komplementédren Sequenzen von Boten-
RNAs (mRNAs) hybridisieren und dadurch die Translation
hemmen und den Abbau der mRNA einleiten. Ein wichtiges
Forschungsziel ist die Identifizierung der charakteristischen
Haarnadelstruktur der pre-miRNA,Y dariiber hinaus inter-
essiert man sich aber vor allem fiir die Expressionshche der
reifen miRNAs. Es gibt eine Reihe guter Ubersichten iiber
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den Mechanismus der Genregulation
und  Genstummschaltung  durch
miRNAs.>

Obwohl die erste Beschreibung
einer miRNA vor mehr als zehn Jahren
erschien,l’’ beginnt man erst jetzt zu
verstehen, welche Bedeutung miRNAs
fiir die Genregulation und die Zell-
funktion haben. Untersuchungen in Modellorganismen er-
gaben, dass miRNAs an der Regulation vieler zentraler bio-
logischer Vorginge wie Zellentwicklung, Zelldifferenzierung,
Stoffwechsel und Immunantwort beteiligt sind.*'! Vor kur-
zem haben mehrere Forschergruppen eine Verbindung zwi-
schen der Expressionshohe von miRNAs und der Tumor-
entstehung und -entwicklung beim Menschen aufgezeigt."-'?
Vergleichende Analysen zwischen bosartigen und normalen
Gewebeproben ergaben charakteristische Muster, denen zu-
folge einige miRNAs in Abhéngigkeit von Krebsart, Krank-
heitsstadium und Reaktion auf eine Behandlung iiberexpri-
miert und andere stark reprimiert sind.'? Es lieB sich auch
zeigen, dass der Grad der miRNA-Expression die Tumor-
wachstumsgeschwindigkeit beeinflusst, woraus sich neue
Therapiekonzepte ergeben konnten.!™ Um die zellulire
Funktion von miRNAs im Detail untersuchen zu konnen,
bendtigt man eine Methode, um die Expressionsprofile reifer
miRNAs in spezifischen Gewebetypen in unterschiedlichen
Entwicklungs- oder Krankheitsstadien zu erfassen.

Aus diesem Grund wurden betrichtliche Anstrengungen
zur Entwicklung von Hochdurchsatzmethoden zur Multi-
plexanalyse der miRNA-Genexpression unternommen. Ge-
genwirtig sind iiber 4500 miRNA-Sequenzen in der miRNA-
Datenbank erfasst,'*'”) darunter 475 humane miRNAs. Die
Gesamtzahl der miRNAs im menschlichen Genom ist noch
nicht bekannt; Schitzungen anhand von Computeranalysen
belaufen sich auf bis zu 1000.%1*! Vor kurzem veroffentlichten
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Tuschl und Mitarbeiter eine der bislang umfassendsten Un-
tersuchungen hierzu, wobei mithilfe experimenteller und
bioinformatischer Verfahren miRNA-Expressionsprofile in
26 Organsystemen und Zelltypen von Menschen und Nagern
analysiert wurden.'"”! Eine Ubersicht iiber die bisherigen
Fortschritte bei der Entdeckung und dem Nachweis von
miRNAs ist in Abbildung 1 dargestellt. Die frithesten An-
sdtze einer systematischen Profilierung der miRNA-Expres-
sion beruhten auf der Anwendung von miRNA-Einzelnach-
weisen, z.B. durch Northern-Blotting.”gl Paralleles Northern-
Blotting ist eine arbeits- und materialaufwendige Technik,
wird aber noch immer als Standardverfahren genutzt, um
Daten, die mit neueren und empfindlicheren Techniken ge-
wonnen wurden, zu validieren. Andere Multiplexverfahren
fir die miRNA-Einzelanalyse, darunter ein modifizierter
Invader-Assay™ und die quantitative RT-PCR (Polymera-
sekettenreaktion nach Einwirkung reverser Transkriptase)
von pri-miRNAs? oder reifen miRNAs?? sind sehr
nachweisempfindlich und erfordern nur wenig Ausgangsma-
terial. Voraussetzung fiir den erfolgreichen Einsatz der RT-
PCR war der gezielte Entwurf von RT-Primern mit hoher
Spezifitit fiir einzelne reife miRNAs.?? Prinzipiell wire auch
die Verwendung mehrerer Primer in einem Pool moglich,
wodurch eine Hochdurchsatzprofilierung gelingen konnte,
die den derzeitigen Einzelanalyseverfahren deutlich iiberle-
gen wére.

Die Multiplexmethoden zum Einzelnachweis von mi-
RNAs wurden in den letzten Jahren durch Oligonucleotid-
Mikroarrays verdréngt, die gegenwirtig die effizienteste
Strategie zur Hochdurchsatzprofilierung von miRNA dar-
stellen.”2 cDNA-Mikroarrays fiir den Multiplexnachweis
von mRNAs haben sich als ausgesprochen wertvoll bei der
Untersuchung der Genexpression in biologischen Proben er-
wiesen,™ und auf dhnliche Weise sollte es auch moglich sein,
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Abbildung 1. Ubersicht iiber Entdeckung und Nachweis von miRNAs.
Zu Beginn der Studien wurde die Northern-Blotting-Technik zur Ex-
pressionsanalyse eingesetzt, spiter wurden mithilfe von Klonierungs-
und Sequenzierungsverfahren hunderte von miRNAs entdeckt. Ein zu-
nehmend besseres Verstindnis der Eigenschaften der miRNAs ermég-
lichte die Entwicklung von Computeralgorithmen, um nach potenziel-
len miRNA-Genen und miRNA-Targets zu suchen. Die Empfindlichkeit
und Genauigkeit der experimentellen Verfahren wurde tiber mehrere
Generationen von Mikroarray-Strategien verbessert und optimiert.
cDNA =komplementire DNA.

Angew. Chem. 2008, 120, 654—663

© 2008 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

Alastair W. Wark, geboren 1974 in Schott-
land, promovierte im Jahr 2000 in Chemie
an der Universitdt Strathclyde bei Dr. Len
Berlouis und Dr. Frank Cruikshank. Nach ei-
nem Postdoc-Aufenthalt an der Eidgengssi-
schen Technischen Hochschule in Lausanne
ging er als Lindemann-Stipendiat an die
Universitit von Wisconsin in Madison, wo
er mit Forschungen tiber oberflichenemp-
findliche spektroskopische Techniken begann.
2004 wechselte er mit der Arbeitsgruppe
von Prof. Corn an die Universitit von Kali-
fornien in Irvine.

Hye Jin Lee ist Forscherin am Fachbereich
Chemie der Universitdt von Kalifornien in
Ivine. Sie promovierte 1999 an der Eidge-
nossischen Technischen Hochschule in Lau-
sanne bei Prof. Hubert H. Girault iiber die
Entwicklung von mikrostrukturierten Fliissig-
fliissig-Grenzflichen und ihre Anwendung in
der lonensensorik. lhre aktuellen Forschun-
gen betreffen die Entwicklung oberflichen-
basierter enzymatischer
Amplifizierungsmethoden.

| Robert M. Corn ist seit 2004 Professor in
den Fachbereichen Chemie und Biomedizi-
nische Technologie an der Universitit von
Kalifornien in Irvine. Er promovierte in phy-
sikalischer Chemie in Berkeley und schloss
sich 1985 dem Fachbereich Chemie der
Universitit von Wisconsin an, wo er bis
2004 als Professor arbeitete. Seine For-
schungen betreffen die Entwicklung und An-
wendung oberflichenempfindlicher
spektroskopischer Techniken wie Oberfld-
chenplasmonenresonanz-Bildgebung, opti-
sche Frequenzverdopplung und Oberflichen-
Schwingungsspektroskopie.

Populationen von miRNAs mithilfe von DNA-Mikroarrays,
die hunderte bis tausende komplementidrer Sequenzen auf
einer einzigen Chip-Oberfliche présentieren, nachzuweisen
und zu charakterisieren. Wegen der kurzen Sequenzldngen
der miRNAs (19-23 Nucleotide) ist es allerdings nicht mog-
lich, die zum Nachweis der mRNAs eingesetzten Oligonu-
cleotid-Mikroarrays direkt zu nutzen. Auch die direkte PCR-
Amplifikation reifer miRNAs gelingt nicht, was den ultra-
empfindlichen Nachweis von miRNAs in femtomolaren
Konzentrationen zu einer besonderen Herausforderung
macht. Im Folgenden stellen wir aktuelle Entwicklungen vor,
um die derzeitigen Probleme beim Einsatz von Mikroarray-
systemen zur Profilierung der miRNA-Expression in biolo-
gischen Proben zu iiberwinden.

2. Herausforderungen bei der miRNA-Profilierung
Mikroarraytechniken ermoglichen die simultane Analyse

einer grof3en Zahl von miRNAs und sind deshalb besonders

attraktiv fiir die Bestimmung der Expressionshohen. Aller-

dings sind miRNAs deutlich schwieriger zu analysieren als
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z.B. genomische DNA oder mRNA, da nur eine kurze Se-
quenz fiir die komplementéire Mikroarraysonde zur Verfi-
gung steht. Die Schmelztemperaturen (7,,) der Doppel-
stringe sdmtlicher bekannter miRNAs mit ihren komple-
mentdren DNA-Stréngen variieren in einem weiten Bereich,
und es ist nicht moéglich, die Hybridisierungsausbeuten der
Mikroarrayelemente zu normieren, indem man einfach die
Léange einiger Sondensequenzen verringert. Die kurze Se-
quenz der miRNAs macht es auch schwierig, jedes Molekiil
verldsslich zu amplifizieren oder zu markieren, ohne das Sig-
nal zu beeinflussen. Hinzu kommt, dass miRNAs nur einen
kleinen Anteil (ca. 0.01%) der Masse einer RNA-Probe
ausmachen und die relativen Expressionshohen von miRNAs
um etwa vier GroBenordnungen schwanken (zwischen eini-
gen wenigen Kopien und iiber 50000 Kopien pro Zelle).”!
AufBlerdem muss sichergestellt werden, dass die inaktiven pri-
und pre-miRNAs nicht zum Detektorsignal des Arrays bei-
tragen.

Um die Genauigkeit der miRNA-Messungen zu verbes-
sern, wurden hauptsidchlich zwei Richtungen verfolgt:
1) Entwicklung neuer Strategien zum Entwurf der komple-
mentidren Sonden und 2) Entwicklung neuer Strategien zur
Markierung der miRNAs. In den meisten miRNA-Studien
wurden DNA-Féngersonden verwendet, wobei Bedingungen
entstehen, die eher fiir einen Vergleich der Expressionshéhen
gleicher miRNAs in unterschiedlichen Geweben geeignet
sind, weniger aber fiir einen Vergleich der relativen Expres-
sionshohen unterschiedlicher miRNAs in der gleichen Probe.
Um gleiche Hybridisierungsbedingungen zu erhalten, ohne
dabei die Spezifitit zu beeintrdchtigen, wurden mehrere
Ansitze vorgeschlagen, z.B. der Einbau modifizierter Nuc-
leotide in die Sondensequenzen®*? oder die Verldngerung
des Doppelstrangs aus der Sondensequenz und der miRNA
(gleichbedeutend mit einer Verstirkung der Wechselwir-
kung), indem mit der miRNA-Markierung zusitzliche Ba-
senpaare eingefiihrt werden.® Castoldi et al.’!! beschrieben
vor kurzem die Verwendung , fixierter Nucleinsduren (lock-
ed nucleic acids; LNAs) anstelle von konventionellen DNA-
Sonden. LNAs sind kommerziell erhéltliche Nucleinsdure-
analoga, die ein oder mehrere modifizierte Nucleotidmono-
mere enthalten, in denen der Riboserest durch eine zusitzli-
che Briicke zwischen dem 2'-O und dem 4'-C modifiziert ist.
Uber die Anzahl und Position der modifizierten Nucleotide
kann die Thermostabilitit der einzelnen miRNA-LNA-
Doppelstriange gezielt eingestellt werden, sodass ein voll-
stindiger Satz von T,-normalisierten Sonden erhaltlich ist,
der ein genaueres Expressionsprofil ermoglicht. Die hohere
Bindungsaffinitit der LNA-Sonden fiihrt nicht nur zu einer
zehnfach besseren Nachweisempfindlichkeit als mit den un-
modifizierten DNA-Sonden, sondern auch zu einer besseren
Differenzierung zwischen eng verwandten miRNAs.[!]

Eine andere Herausforderung in der Expressionsanalyse
von miRNAs liegt darin, dass die iiblichen Methoden zur
Amplifizierung und Markierung lingerer RNA- und DNA-
Zielstrukturen nicht direkt angewendet werden konnen. Um
ein exaktes miRNA-Profil zu erhalten, ist es duflerst wichtig,
dass die Markierungsmethode die Mengenverhéltnisse der
miRNAs in der Probe unverindert lidsst, und dass dabei die
biologische Integritdt und die Hybridisierungsausbeute der
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Ziel-miRNA erhalten bleiben. Die Spezifitit des Markie-
rungsverfahrens fiir reife miRNA kann mithilfe kommerziell
erhiltlicher miRNA-Anreicherungskits (z.B. von Ambion
oder Qiagen) verbessert werden, die die pri-miRNAs und
andere groBere RNA-Molekiile entfernen. In den folgenden
Abschnitten stellen wir einige chemische und enzymatische
Methoden vor, die zur direkten Anbringung von Markern
entwickelt wurden und empfindliche Nachweise ermoglichen.
Eine Zusammenfassung findet sich in Tabelle 1. Zum Ver-
gleich mit anderen Markierungsverfahren sind auch Beispiele
fiir Nachweismethoden aufgefiihrt, bei denen die miRNA vor
der Hybridisierung nicht modifiziert wird.

3. Direkter Nachweis von miRNAs

Trotz der beschriebenen Schwierigkeiten existieren einige
direkte Multiplexmethoden zur miRNA-Analyse, die hin-
sichtlich der Nachweisempfindlichkeit der Northern-Blot-
Technik nahekommen oder diese sogar iibertreffen. ,,Direkt*
heilt, dass die miRNA ohne vorherige chemische oder en-
zymatische Modifikation des Zielmolekiils nachgewiesen
wird. Ein ebenfalls intensiv bearbeitetes, nichtparalleles di-
rektes Nachweisverfahren, das hier aber nicht behandelt wird,
ist die In-situ-Hybridisierung mit fluoreszenzmarkierten
komplementdren LNA-Sonden, die eingesetzt werden kann,
um die spezifische Lokalisation und Evolution einer reifen
miRNA in verschiedenen Organismen und Geweberegionen
sichtbar zu machen.*>*

Eine Reihe direkter Nachweismethoden fiir die Profilie-
rung von miRNAs wurde entwickelt (Tabelle 1). Im Folgen-
den beschreiben wir zwei Beispiele fiir einen direkten paral-
lelen miRNA-Nachweis: 1)ein Sandwichassay-Format in
Losung, bei dem die Ziel-miRNA gleichzeitig mit einem Paar
spektral unterscheidbarer fluoreszenzmarkierter Oligonucle-
otidsonden hybridisiert wird, die jeweils zu einer Halfte der
Ziel-miRNA komplementir sind, und 2) ein Festphasenassay,
der direkt die sequenzspezifische Adsorption (als ,,Hybridi-
sierungsadsorption“ bezeichnet) an komplementire Ele-
mente eines Sondenarrays auf einem diinnen Goldfilm er-
fasst.

3.1 Direkte Multiplexdetektion von miRNAs in fliissiger Phase

Ein Zweisonden-Hybridisierungsverfahren, mit dem sich
einzelne miRNA-Molekiile direkt in Losung nachweisen
lassen, wurde kiirzlich von Neely et al. vorgestellt.”” Die
beiden Sonden sind mit unterschiedlichen Fluoreszenzgrup-
pen markiert und binden spezifisch je an eine Hélfte der Ziel-
miRNA (Abbildung 2). Die Messung ist nur moglich, weil die
LNA-Sonden die miRNA mit hoherer Affinitédt als konven-
tionelle DNA binden und man so mit einer Sondenldnge von
zehn Nucleotiden auskommt. Nach der Hybridisierung wird
die Probenlosung durch eine Mikrofluidikkapillare gepumpt,
in der mehrere Laser die fluoreszierenden Sonden, die durch
ein sehr kleines Volumen passieren, bei unterschiedlichen
Wellenldngen anregen. Einzelne miRNA-Molekiile lassen
sich leicht an der gleichzeitigen starken Emission von Pho-
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Tabelle 1: Zusammenstellung von Methoden zur Profilierung der miRNA-Expression.

Angewandte
Chemie

Methode Anmerkungen Lit.
Direkter Nachweis Northern-Blotting Hybridisierung komplementirer *2P- oder Digoxigenin-markierter Oligonucle-  [18,35,52]
otidsonden nach gelelektrophoretischer Trennung.
Einzelmolekiilfluoreszenz  Doppelte Hybridisierung von zwei fluoreszenzmarkierten LNA-Sonden in ei-  [39]
nem Sandwich-Format.
Signalverstirkende Hybridisierung von miRNA an ein Ribozym oder einen molekularen ,Kéder*  [53]
Ribozyme induziert die Trennung von Fluorophor und Fluoreszenzléscher und verstérkt
so das Signal.
In-situ-Hybridisierung In-situ-Analyse von Geweben und Zellen: Hybridisierung von fluoreszenzmar- [36-38]
kierten komplementiren Sonden, die chemisch modifizierte Nucleotide (z.B.
LNAs) enthalten.
Chemische Modifikati-  Fluoreszenz-Bildgebung  Koordination des Pt-Fluorophor-Komplexes an Guaninreste (Alexa Fluor); [23]
on in fliissiger Phase Alkylierung von N-Heteroatomen an beliebigen Nucleotidbasen (Label IT); [43]
3'-Markierung: 1) NalO, und 2) Bildung eines Aminderivats, das dann mit [32]
NHS-Cy5 reagiert;
3'-Markierung: 1) NalQ,, 2) Biotin-Hydrazid und 3) Bindung von Streptavidin- [45]
Quantenpunkt-Konjugaten an hybridisierte miRNA.
Elektrochemische Metho-  3'-Markierung: 1) NalO, und 2) Isoniazid-konjugierte OsO,-Nanopartikel. [46]
den
Enzymatische Modifika- Klonierung cDNA-Klonierung und -Sequenzierung in grofem Mafistab. [54]

tion in flissiger Phase

Oberflichengekoppelte
enzymatische Modifika-
tion

Fluoreszenz-Bildgebung

Invader-Assay

Quantitative RT-PCR

Rolling-Circle-Amplifi-

kation

Cytometrie mit fluores-
zenzmarkierten Kiigel-
chen

SPR-Imaging

RAKE-Assay
(Fluoreszenz-Bildgebung)

T4-RNA-Ligasereaktion, die markierte Nucleotide direkt kovalent an das 3'-Ende
der miRNA anheftet;

1) Poly(A)-Polymerasereaktion, die einen 3'-Schwanz synthetisiert, der amino-
modifizierte Nucleotide enthilt; dieser reagiert 2) mit der NHS-Estergruppe
eines Farbstoffs (Markierungskit mirVana);

1) Verlangerung durch Poly(A)-Polymerase, 2) T4-DNA-Ligation der Marker-
DNA und 3) Hybridisierung eines markierten DNA-Dendrimers (Markie-
rungskit Ncode);

1) T4-RNA-Ligation von 3'- und 5'-Adapteroligonucleotiden und 2) RT-PCR mit
Einbau von Markierungen.

Bindung von zwei iiberlappenden Haarnadelsonden an miRNA, dadurch Bil-
dung einer Stelle, die fiir eine Spaltung und anschlieRende fluorimetrische
Analyse erkannt wird.

Diverse Strategien zur Erzeugung von Primern, die individuelle pri-miRNAs
oder reife miRNAs erkennen.

miRNA-Nachweis mit blockierenden Sonden und enzymatischer Amplifikation.

1) Ligation von 3'- und 5'-Adapteroligonucleotiden an miRNA, 2) RT-PCR mit
biotinmarkiertem Primer und 3) Detektion der Kiigelchen.

1) Durch Poly(A)-Polymerase katalysierte 3'-Verlangerung hybridisierter/ad-
sorbierter miRNA und 2) komplementire Hybridisierung von Poly(T)-be-
schichteten Goldnanopartikeln.

1) Durch das Klenow-Enzym katalysierte Verlangerung hybridisierter/adsor-
bierter miRNA mit biotinkonjugierten Nucleotiden und 2) Nachweis durch
Bindung von Streptavidin-Farbstoff-Konjugaten.

[24,31,34,55]

[47]

[29,48]

[27,28,30]

[19]

[20-22]

[56]

[27,57]

[49]

[50,51]

tonen unterschiedlicher Wellenldingen von den beiden an-
hybridisierten Fluorophorgruppen der Sonden erkennen. Die
Zahl der miRNA-Molekiile, die innerhalb eines bestimmten
Zeitraums detektiert werden, dient als Ma8 fiir die Konzen-
tration in der Probe. Veranschaulicht wurde dies anhand der
Expressionshohe von 45 humanen miRNAs in 16 verschie-
denen Geweben mit einer Nachweisgrenze von 500 fm. Dabei
wurde durch die LNA-Sonden auch eine hohe Spezifitit ge-
wihrleistet, die miRNAs, die sich nur durch ein einziges
Nucleotid unterscheiden, eindeutig voneinander abgrenzte.
In jedem Probevolumen wird zwar nur eine einzelne miRNA-
Sorte nachgewiesen, doch gentigen bereits 50 bis 100 ng Ge-
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samt-RNA, um einen Messpunkt zu bestimmen. Dies liegt um
eine Zehnerpotenz niedriger als bei Standard-Mikroarray-
methoden, bei denen meist noch zusitzliche priparative
Markierungs- und Amplifikationsschritte erforderlich sind.

3.2. Direkte Multiplexdetektion von miRNA im Festphasen-Assay

Kurze, unmarkierte RNA- und DNA-Oligonucleotide
lassen sich in einem Mikroarrayformat mithilfe der Oberfla-
chenplasmonenresonanz-Bildgebung (SPRI) nachweisen und

identifizieren. Diese oberfldchensensitive optische Technik
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Abbildung 2. Direkter Nachweis von miRNA-Einzelmolekiilen:

Schritt 1: Zwei spektral unterschiedlich fluoreszierende LNA-Sonden
(F1-LNA und F2-LNA) werden in Lésung an jede Ziel-miRNA in einem
Sandwichassay-Format hybridisiert, sodass markierte F1-LNA- und F2-
LNA-miRNA-Doppelstringe entstehen. Schritt 2: Komplementire, mit
einem Fluoreszenzl3scher modifizierte DNA-Sonden (Q-DNAT und Q-
DNA2) werden zugegeben. Diese hybridisieren mit den verbliebenen
freien“ LNA-Sonden und bilden zwei unterschiedliche Doppelstringe
(Q-DNAT1-F1-LNA und Q-DNA2-F2-LNA). Schritt 3: Die Probenlésung
wird durch eine Mikrofluidikkapillare gepumpt und mit Laserlicht ent-
sprechend der Anregungswellenlidnge von F1 und F2 bestrahlt. Ein Si-
gnal, das die Ziel-miRNA anzeigt, wird in Form von zwei gleichzeitig
auftretenden Peaks beobachtet, wenn die beiden Sonden F1 und F2
gleichzeitig angeregt werden. Wiedergabe in verinderter Form nach
Lit. [39].

wurde schon vielfach fiir die Echtzeitverfolgung biologischer
Affinitatswechselwirkungen (z.B. DNA-DNA, RNA-DNA
oder Peptid-Protein) an Biopolymerschichten auf einem
diinnen Goldfilm eingesetzt.*") Die Nachweisgrenze der SPRI
fir DNA und RNA liegt im niedrigen nanomolaren Be-
reich**l und ist damit hoher als bei Fluoreszenz-Mikroar-
raymessungen; sie liefert allerdings wertvolle Einblicke in die
kinetischen und thermodynamischen Randbedingungen der
miRNA-Hybridisierungsadsorption an Oberfldchen.

Ein Beispiel fiir den Nachweis von RNA durch Hybridi-
sierungsadsorption auf DNA-Mikroarrays mit SPRI ist in
Abbildung 3 gezeigt. Ein Zweikomponenten-Mikroarray mit
einzelstrangiger DNA (ssDNA) wird so mit der Ziel- RNA
inkubiert, dass nur exakt passende Array-Elemente Doppel-
stringe mit der RNA durch Hybridisierung bilden (sieche
Einschub in Abbildung 3b). Als Folge der selektiven Hybri-
disierungsadsorption wird eine Zunahme der Reflektivitit,
gemessen in Prozent (A% R), beobachtet. Liegt der Anstieg
des SPRI-Signals unter 10%, ist er direkt proportional zur
relativen Oberflichenbedeckung (6) durch die komplemen-
tire RNA. Die Bindungsaffinitit zwischen RNA und der
oberflichengebundenen DNA-Sonde kann errechnet wer-
den, indem man die Langmuir-Isotherme auftrigt (Abbil-
dung 3b). Die GroBe 6 ist mit der Konzentration der Gesamt-
RNA (Cgna) gemidB der Langmuir-Adsorptionsisotherme
nach Gleichung (1) verkniipft (K, ist der Langmuir-Ad-
sorptionskoeffizient).

0 = Ko Crna /(1 + Kags Crya) 1)
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Abbildung 3. a) Prinzip der Hybridisierungsadsorption eines einzel-
stringigen RNA-Zielmolekiils (T) an eine einzelstringige DNA-Sonde
(P) auf einem Mikroarray. b) Beispiel fiir die relative Oberflichenbede-
ckung als Funktion der Konzentration der Ziel-RNA. Die durchgezoge-
ne Linie ist eine an die Daten angepasste Langmuir-Isotherme, aus der
ein Wert von K,4,;=2x 10’ M~ bestimmt wurde. Der Einschub zeigt ein
SPRI-Differenzbild, das durch die Subtraktion der Aufnahmen vor und
nach der sequenzspezifischen RNA-Hybridisierungsadsorption an ei-
nen Zweikomponenten-DNA-Mikroarray gewonnen wurde.

Bei einer RNA-Hybridisierungsadsorption auf einem
DNA-Mikroarray liegt K, bei etwa 10'm~'. Dieser Wert
kann etwa um den Faktor zehn vergroflert werden, wenn man
die ssDNA-Sonden durch LNAs ersetzt, die die RNA mit
hoherer Affinitdt binden. Dies verbessert Nachweisemp-
findlichkeit und Spezifitdt der Oberflichenhybridisierungs-
messung.[*!)

Aus den SPRI-Daten in Abbildung 3 sieht man, dass bei
biologisch relevanten Konzentrationen (pM und niedriger)
der Anteil der Oberflichenbedeckung durch miRNA im
Gleichgewicht auf jedem Mikroarrayelement extrem niedrig
ist. Nimmt man beispielsweise ein K, von etwa 10°mM ' und
eine gesamte miRNA-Konzentration von 10 fM an, liegt die
Gleichgewichtsoberflichenbedeckung durch miRNA bei nur
107°. Eine gute Schitzung der Oberflichendichte von LNA-
Sonden auf einem Mikroarrayelement liegt bei etwa 1x
10'2 Molekiilen cm 2, sodass die Oberflichendichte von LNA-
miRNA-Doppelstringen bei 10 fm 10° Molekiilecm ™ be-
trigt. Bei einem 500-um-Arrayelement, wie es fiir SPRI iib-
lich ist, entspricht dies 2500 miRNA-Molekiilen; auf einem
50-um-Arrayelement, wie es typischerweise in der Fluores-
zenz-Bildgebung eingesetzt wird, finden sich auf dieser
Oberfliche gerade einmal 25 miRNA-Molekiile! Dies zeigt
eindrucksvoll, wie schwierig es ist, sehr niedrige RNA-Kon-
zentrationen nachzuweisen und wie wichtig Sondensequen-
zen sind, die eine hohe Bindungsaffinitidt zu ihren Ziel-mi-
RNAs haben.

Angew. Chem. 2008, 120, 654—663


http://www.angewandte.de

MikroRNA

Ein zweiter Grund, weshalb die Bestimmung niedriger
miRNA-Konzentrationen mit Mikroarrays schwierig ist,
hingt mit der Kinetik der Hybridisierungsadsorption zusam-
men. Die Geschwindigkeitskonstante k, fiir die Adsorption
von miRNA betriigt etwa 10*m's™!, und die Geschwindigkeit
der Adsorptionsreaktion lédsst sich mit k, Crya beschreiben.
Demnach wird deutlich mehr Zeit benétigt, bis eine Gleich-
gewichtsoberflachenbedeckung erreicht ist, wenn die Kon-
zentration sinkt. AuBlerdem spielt die Diffusion eine Rolle,
denn bei niedrigen Konzentrationen nimmt die Zeit zu, die
die miRNA-Molekiile benotigen, um die Oberflache der
Arrayelemente zu erreichen. Bei 10 fmM benétigt man eine
Reaktionszeit von mindestens 4 Stunden, um die Gleichge-
wichtsbeladung zu erreichen, und dies auch nur dann, wenn in
einer Durchflusszelle gearbeitet wird, um die Diffusionsef-
fekte zu minimieren. Bei noch niedrigeren Konzentrationen
und ohne Durchflusszelle werden noch ldngere Reaktions-
zeiten erforderlich.

Sowohl die Lage des Langmuir-Adsorptionsgleich-
gewichts als auch die Adsorptionskinetik zeigen deutlich, dass
bei Anwendung von Mikroarraytechniken zur Profilierung
von miRNAs Amplifikationsverfahren notwendig sind.
Mehrere chemische und enzymatische Verfahren zur Ver-
besserung der Nachweisempfindlichkeit von Fluoreszenz-
und SPRI-Mikroarraymessungen werden in den folgenden
Abschnitten vorgestellt.

4. Strategien fiir eine chemische Modifikation zum
Multiplex-miRNA-Nachweis

Um in einem miRNA-Assay hohere Nachweisempfind-
lichkeiten zu erreichen, miissen die Zielmolekiile vor der
Nachweisreaktion chemisch oder enzymatisch modifiziert
werden. Die bislang verfolgten Strategien zur chemischen
Modifizierung sind in Tabelle 1 zusammengestellt. Die ein-
fachste Moglichkeit ist, eine fluoreszierende Gruppe direkt
an den miRNA-Molekiilen anzubringen. In Abbildung 4 sind
beispielhaft drei Strategien dargestellt, die in letzter Zeit fiir
den fluoreszenzgestiitzten Nachweis von miRNAs durch
chemische Markierung genutzt wurden.

Babak et al. beschrieben einen Platin-Farbstoff-Komplex,
der ein stabiles Addukt an der N’-Position einer beliebigen
Guaninbase der miRNA bilden kann (Abbildung 4a).”*! Das
Cisplatin-Derivat (Ulysis Alexa Fluor, Molecular Probes) ist
kovalent an einen Fluorophor gebunden, der nur eine reak-
tive Koordinationsstelle verfiigbar hat. Inkubiert man die
Verbindung in Losung bei erhohter Temperatur mit miRNAs,
findet eine Ligandenaustauschreaktion statt, in deren Verlauf
ein labiles Nitrat an der reaktiven Stelle durch eine koordi-
native Bindung ersetzt wird, die den Fluorophor fest an die
miRNA kuppelt. Dieser Ansatz setzt voraus, dass die ver-
wendeten miRNAs zumindest einen G-Rest aufweisen.

Ein zweiter Ansatz, der ebenfalls auf einzelne Basen in
der miRNA-Sequenz abzielt, ist in Abbildung 4b dargestellt.
In diesem Fall alkyliert eine aromatische Chlorethylamino-
gruppe, die an einen Fluorophor gekuppelt ist (Label IT,
Mirus Bio) direkt jedes reaktive N-Heteroatom in der mi-
RNA mit einer gewissen Priiferenz fiir N’ von Guanin, N° von
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Abbildung 4. Strategien zur chemischen Markierung von miRNAs:

a) Bildung einer koordinativen Bindung zu einem Platin-Fluorophor-
Komplex (Reagens: Ulysis Alexa Fluor) durch Reaktion mit der N’-Po-
sition einer beliebigen Guaninbase (G). b) Eine Alkylierungsreaktion
(Reagens: Label IT), die jedes reaktive N-Heteroatom der miRNA mo-
difizieren kann; eine gewissen Priferenz besteht fiir die Basen Guanin
(G), Cytosin (C) und Adenin (A). c) Eine zweistufige Endmarkierungs-
reaktion, in der das 2',3"-Diol des Riboserings am 3'-Ende der miRNA
zunéchst mit Natriumperiodat zum Dialdehyd oxidiert und anschlie-
Rend mit einem Hydrazid, das an eine Markierungsgruppe gebunden
ist, kondensiert wird.

Adenin und N° von Cytosin.*¥! Weil diese Markierungsreak-
tion auf der Modifikation von Nucleotidbasen beruht, muss
iiberschiissiges Reagens sehr sorgfiltig entfernt werden, um
die Markierung der Oligonucleotidsonden auf der Mikro-
array-Oberfldche zu vermeiden; dies wiirde zu falsch-positi-
ven Messergebnissen fithren. Der grof3te Nachteil beider
Strategien der Nucleotidmodifizierung besteht in der man-
gelnden Spezifitat fiir miRNA gegeniiber anderer RNA oder
DNA in der Probe. Eine gewisse Spezifitit fiir kleine RNA-
Molekiile kann durch eine GroBenfraktionierung vor der
Markierung erreicht werden, sodass man eine Probe erhilt, in
der miRNA angereichert ist. Auerdem besteht die Gefahr,
dass die Bindungsaffinitidt zwischen modifizierter miRNA
und den Oligonucleotidsonden beeintrichtigt wird.

Ein dritter Ansatz, der eine bessere Kontrolle iiber die
Anzahl der Markierungen pro miRNA-Molekiil ermoglicht
und der urspriinglich von Weiler et al.’>* fiir die Markierung
von mRNA entwickelt wurde, ist in Abbildung 4 c dargestellt.
Bei dieser Methode wird zunéchst das 2',3’-Diol am Ribose-
ring am 3'-Terminus der miRNA mit Natriumperiodat zum
Dialdehyd oxidiert. Durch Kondensation mit einem Hydrazin
lasst sich dann eine einzelne Markierungsgruppe kovalent an
das 3’'-Ende jeder miRNA kuppeln. Da diese Reaktion ein
intaktes 2',3-Diol benétigt, wird mogliches Untergrund-
rauschen durch 3'-Phosphatgruppen tragende RNA-Verun-
reinigungen oder durch DNA minimiert. Auer zur Markie-
rung mit Farbstoffen®™ wurde diese Reaktion auch zur Bio-
tinylierung von miRNA-Proben fiir die Mikroarrayanalyse
verwendet.*™! Die hybridisierte miRNA wurde dann fluori-
metrisch mit Streptavidin-Quantenpunkt-Konjugaten, die
iiber Biotin an die miRNA gebunden waren, nachgewiesen.
Die aufgefiihrte Nachweisgrenze von etwa 40 pm (0.4 fmol)
war dhnlich wie bei einer vergleichbaren Methode derselben
Autoren, die auf einer colorimetrischen Messung mit Strep-
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tavidin-modifizierten Gold-Nanopartikeln beruhte.*! Ein
weiteres Beispiel fiir diese Methode der chemischen Mar-
kierung ist die direkte Kupplung von OsO,-Nanopartikeln an
miRNAs, die an eine modifizierte Elektrodenoberfldche hy-
bridisiert wurden.”! Obgleich die Messungen auf eine ein-
zelne miRNA pro Elektrode beschrénkt sind, erméglicht die
amperometrische Bestimmung mittels elektrokatalytischer
Os0,-Oxidation von Hydrazin den Nachweis von nur 80 fm
der miRNA.

5. Strategien zur enzymatischen Modifikation in
Lésung

Die erfolgreichsten Strategien zur miRNA-Modifizierung
fiir den Multiplex-miRNA-Nachweis beruhen auf enzymati-
schen Reaktionen entweder in Losung oder direkt auf der
Mikroarrayoberfliche. Nucleinsduremodifizierende Enzyme
werden oft in biotechnologischen Anwendungen als hoch
effiziente Werkzeuge zur Amplifikation und ortsspezifischen
Manipulation von genomischer DNA und RNA eingesetzt.
Eine der hiufigsten Enzymreaktionen zur miRNA-Modifi-
kation ist die Verlangerung der Ziel-miRNA durch katalyti-
sche Kupplung von Nucleotiden an das 3'- oder das 5'-Ende.
Diese Verldngerungsreaktionen ermdglichen es, konventio-
nelle Methoden wie Klonieren und PCR-Amplifikation zur
Entdeckung und zum Nachweis von miRNAs einzusetzen.

Es gibt mehrere enzymatische Methoden in Losung, die
fiir die Hochdurchsatzprofilierung von miRNAs mit Mikro-
arrays vorgeschlagen wurden. Ein schon mehrmals beschrie-
bener Ansatz beruht auf der Ligation von Oligonucleotid-
sequenzen an die 3'- und 5'-Enden der miRNA und dem an-
schlieBenden Aufbau einer cDNA-Bibliothek durch Einwir-
kung von reverser Transkriptase. Die Bibliothek wird dann
mit PCR amplifiziert, wobei fluoreszierende Markierungen
eingebaut werden, und per Mikroarray analysiert.[?”-23
Dieser indirekte Ansatz zur miRNA-Profilierung ist zwar
sehr empfindlich, erfordert aber eine langwierige Proben-
vorbereitung. Wir beschreiben hier drei bequemere enzyma-
tische Reaktionen, mit denen eine oder mehrere Markie-
rungen in Losung direkt an jeder Ziel-miRNA angebracht
werden konnen.

Eine der effizientesten enzymatischen Modifikationen fiir
die miRNA-Analyse beruht auf dem FEinsatz der T4-RNA-
Ligase, mit der das 5’-Ende einer Polynucleotidsequenz jeder
gewiinschten Lénge an das 3'-OH-Ende der miRNA gekup-
pelt werden kann. Diese Reaktion wurde erstmals von
Thomson et al. genutzt,” um einen miRNA-Pool mit einem
fluorophorkonjugierten Dinucleotid zu modifizieren (Abbil-
dung 5a). Das Dinucleotid blockiert das 3’-Ende, sodass si-
chergestellt wird, dass nur eine Markierungsgruppe an jedes
miRNA-Molekiil gebunden wird. Die Reaktionsbedingungen
wurden von Wang et al. weiter optimiert,”” um die Storungen
durch variierende miRNA-Sequenzen und Sekundirstruktu-
ren, die sich nachteilig auf die Ligationsausbeute auswirken,
zu minimieren. Zudem wurde postuliert, dass durch eine
verbesserte Strategie zur Synthese der DNA-Sonden eine
Nachweisgrenze von etwa 5 fmM (0.2 amol in 45pL) erreicht
werden konnte.
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Abbildung 5. Enzymatische Strategien zur miRNA-Markierung. a) Liga-
tion eines fluorophorkonjugierten Dinucleotids an das 3'-OH-Ende ei-
ner miRNA mithilfe der T4-RNA-Ligase. b) Verwendung von Poly(A)-
Polymerase aus E. coli als Katalysator zur Nucleotidaddition, wobei am
3'-Ende jeder miRNA eine Poly(U)-Sequenz entsteht. Einige der zuge-
gebenen Nucleotide sind aminomodifiziert und werden anschlief}end
kovalent mit einem Fluorophor gekuppelt, das als reaktive Gruppe ei-
nen N-Hydroxysuccinimidester triagt. c) Enzymkatalysierte Bildung ei-
ner 3'-Poly(A)-Kette mit anschlieBender enzymatischer Ligation einer
DNA-Markierungssequenz an das 3’-Ende des Poly(U). Die so markier-
te miRNA wird an einen Mikroarray hybridisiert und dann mit einem
DNA-modifizierten Dendrimer nachgewiesen, das komplementiar zur
Markierungssequenz ist und mehrere hundert Fluorophore fiir eine
empfindlichere Detektion trigt.

Eine weitere Verbesserung der Nachweisempfindlichkeit
wurde mit kombinierten Verldngerungs-/Markierungsver-
fahren erzielt, die die Anbindung mehrerer Markierungs-
gruppen ermoglichen (siche Abbildungen 5b und c). Das
Markierungkit mirVana von Ambion (Abbildung 5b) er-
moglicht die Anbindung eines 20- bis 50-gliedrigen Polynuc-
leotids an jede miRNA unter Verwendung von Poly(A)-Po-
lymerase. Diese erzeugt am 3'-Ende eine gemischte Sequenz
aus Standard- und aminomodifizierten Basen.”! Die amino-
modifizierten miRNAs werden dann kovalent mit einem
Farbstoff versehen. So entsteht eine mehrfach markierte
miRNA-Probe, die auf den Mikroarray iiberfithrt und mit
Fluoreszenz-Bildgebung nachgewiesen wird. Das enzymati-
sche NCode-Verfahren von Invitrogen (Abbildung 5c) ver-
lauft ebenfalls {iber die Bildung eines 3'-Poly(A)-Endes. Mit
einer zweiten enzymatischen Reaktion mit T4-DNA-Ligase
wird dann eine eindeutige Oligonucleotid-Tag-Sequenz ko-
valent mit dem 3’-Ende der Poly(A)-Kette verkniipft. Nach
einem Reinigungsschritt wird die RNA-Probe auf den Mik-
roarray aufgebracht, wo jede markierte miRNA durch Hy-
bridisierung an ein fiir eine einzelne Sequenz spezifisches
Dendrimer nachgewiesen wird. Das Dendrimer enthélt etwa
900 Fluorophore und verstéarkt das Nachweissignal drastisch.
Kiirzlich wurde dieses Verfahren noch weiter verfeinert:
Durch die Kombination von reverser Transkriptase mit einem
Poly(dT)-Primer und T7-Polymerase werden alle miRNA-
Molekiile etwa gleich amplifiziert, bevor die Markierung mit
dem Dendrimer erfolgt. Dadurch wird eine weitere Steige-
rung der Empfindlichkeit erreicht."
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6. Strategien zur festphasenbasierten enzymati-
schen Modifikation

Es ist vorteilhaft, wenn die zur spezifischen miRNA-
Markierung benotigten Modifikationen direkt auf der Mik-
roarrayoberfliche anstatt in Losung durchgefiihrt werden
konnen, z. B. entfillt die Behandlung der Probe vor der Hy-
bridisierung am Mikroarray. Dies vermeidet mogliche syste-
matische Fehler, die durch eine abweichende Markierung
unterschiedlicher miRNAs oder durch Verluste wéhrend der
Markierungsreaktion und der nachfolgenden Reinigung ent-
stehen konnen. AuBlerdem ist es einfacher, mehrstufige Re-
aktionen sequenziell auf einer Oberfldche durchzufiihren als
in Losung. Zudem werden bei einer Festphasenmethode nur
miRNAs modifiziert, die an die Oberfldche hybridisiert sind,
wihrend in Losung alle RNA-Molekiile potenziell markier-
bar sind.

Die in den Abbildungen 4a und 4b (siche Abschnitt 4)
gezeigten Reaktionen sind fiir eine oberflichenbasierte
Markierung ungeeignet, da sie nicht spezifisch fiir RNA sind
und daher auch die Oligonucleotidsonden auf der Mikroar-
rayoberflaiche modifizieren wiirden. Im Prinzip sollte die
Natriumperiodat-Oxidation, die in Abbildung 4c dargestellt
ist, fiir die spezifische Markierung oberflichengebundener
miRNAs verwendbar sein, allerdings wurde dies im Mikro-
arrayformat noch nie nachgewiesen. In diesem Abschnitt
stellen wir zwei kiirzlich beschriebene Beispiele fiir miRNA-
Nachweisverfahren auf der Grundlage von Oberfldchenen-
zymreaktionen vor.

Wir selbst haben vor kurzem einen neuen Ansatz entwi-
ckelt, der eine oberflichenbasierte Poly(A)-Polymerase-
reaktion und die Signalverstdrkung durch DNA-modifizierte
Nanopartikel kombiniert und damit einen hochst empfindli-
chen miRNA-Nachweis durch SPR-Bildgebung auf Mikro-
arrays erzielt.”) Wie in Abbildung 6 dargestellt ist, wird die
Ziel-miRNA zunichst aus der Losung heraus auf einen
Mikroarray mit einstrangiger LNA hybridisiert (Schritt 1).
Anschlieend wird die oberflichengebundene miRNA durch
die Poly(A)-Polymerase polyadenyliert (Schritt2). Das
SPRI-Signal wird dann weiter verstdrkt durch die Hybridi-
sierungsadsorption von Poly(T)-beschichteten Nanopartikeln
an die Poly(A)-Enden (Schritt 3).

Die Methode der kombinierten oberflichenbasierten
Polyadenylierung/Nanopartikelamplifikation wurde durch
den parallelen Nachweis dreier miRNAs verifiziert, die in
einer RNA-Probe aus Maéuseleber enthalten waren. Dazu
wurde ein Vierkomponenten-Mikroarray konstruiert, der
drei zu den bekannten miRNA-Sequenzen (miR-16, miR-
122b und miR-23b) komplementire LNA-Sonden sowie eine
DNA-Sonde als Negativkontrolle trug.*! Eine RNA-Probe
(250 ng) in 500 uL Puffer (0.3 M NaCl/10 mm Phosphat) wurde
wihrend 4 h iiber die Mikroarrayoberfldche gespiilt, worauf
sich eine oberfldchenbasierte Amplifikation anschloss. Eine
Analyse des daraus entstandenen SPRI-Differenzbildes
(Abbildung 7a und des entsprechenden Querschnittsprofils
(Abbildung 7c) belegt, dass die Sequenz miR-122b am hiu-
figsten vorkommt. Nach Kalibrieren des SPRI-Signals mit
synthetischen Analoga der Zielsequenzen konnten wir die
ungefihren miRNA-Konzentrationen zu 20 fM miR-16, 50 fm
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Abbildung 6. miRNA-Nachweis durch oberflichenbasierte Polyadeny-
lierung und nanopartikelverstirkte SPRI. Schritt 1: Hybridisierungs-
adsorption von miRNA auf ein komplementdres LNA-Array. Schritt 2:
Anfligen einer Poly(A)-Kette an das 3’-Ende der oberflichengebunde-
nen miRNAs mithilfe einer Poly(A)-Polymerase. Schritt 3: Hybridisie-
rungsadsorption von Poly(T) (=Ts)-beschichteten Gold-Nanopartikeln
(NPs) an die Poly(A)-Sequenzen. Wiedergabe mit freundlicher Geneh-
migung aus Lit. [49].

miR-23b und 2 pM miR-122b ermitteln. Die Konzentration
der in geringsten Mengen vorliegenden miRNA (miR-16)
konnte durch Wiederholung der Messung unter Zusatz von
100 fm synthetischer miR-16 bestitigt werden. In den Abbil-
dungen 7b und c sieht man, dass das SPRI-Signal nur bei den
Arrayelementen mit der fiir miR-16 spezifischen Sonde auf
das Fiinffache zunahm. Die Nachweisgrenze dieser SPRI-
Methode mit integriertem Verstarkungsschritt lag bei 5 atto-
mol (10 fm in 500 pL). Sie ist damit mindestens 50-mal emp-
findlicher als die fluorimetrischen losungbasierten enzymati-
schen Verldangerungs-/Markierungsverfahren, die im vorhe-
rigen Kapitel diskutiert wurden.

) o +100fu

a) 250 ng RNA (gesamt)
4 4 miR-16

50fm

<20 fm 1.0 A%R

Abstand/mm

b) 250 ng RNA (gesamt)  d)
+ 100 fm miR-16

‘BEEm— W miRk-16
EEEE [ mR-122b
OCJCME | mir-23b
LI JE [[] Negativkontrolle

Abbildung 7. Quantitative Analyse von miRNAs aus der Gesamt-RNA
von Miuseleber (250 ng) durch Polyadenylierung/nanopartikelamplifi-
zierte SPRI. a) SPRI-Differenzaufnahme, die durch Subtraktion der Bil-
der vor und nach dem Nanopartikelamplifikationsschritt erhalten wur-
de. b) SPRI-Differenzbild eines anderen Chips mit der gleichen RNA-
Konzentration wie unter (a) zuziiglich 100 fm synthetischer miR-16.
c) Vergleich der Querschnittsprofile beider SPRI-Differenzbilder; die
durchgezogene Linie stammt vom oberen, die gepunktete Linie vom
unteren Bild. d) Schema des Vierkomponenten-Mikroarrays; schwarze
Linie: Querschnittsprofil. Wiedergabe mit freundlicher Genehmigung
aus Lit. [49].
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Ein anderes Beispiel einer oberflichenbasierten enzy-
matischen Amplifizierungsreaktion fiir den Nachweis von
miRNA ist der RAKE-Ansatz (RNA-primed array based
Klenow enzyme).>>*>! Dieser Test beruht auf der Fihigkeit
von miRNA-Molekiilen, als Primer fiir die Klenow-Polyme-
rasereaktion zu fungieren, wenn die miRNA vollstindig mit
einer ssDNA-Sonde gepaart ist. Unter der Voraussetzung,
dass keine Fehlpaarung vorliegt, wird das 3’-Ende der mi-
RNA mit biotinkonjugierten Nucleotiden verldngert. Die
Anzahl hidngt von der als Matrize wirkenden DNA-Sonde ab.
Die Mikroarrayelemente, die hybridisierte und Klenow-ver-
langerte miRNAs tragen, werden mit streptavidinkonjugier-
ten Fluorophoren sichtbar gemacht und quantifiziert. Die
Nachweisempfindlichkeit des RAKE-Ansatzes ist &dhnlich
wie bei anderen fluoreszenzbasierten Mikroarrays, die eben-
falls auf der Anbindung einer einzelnen Markierung beru-
hen.” Allerdings lassen sich mit RAKE die Schritte zur
Probenvorbereitung (Markierung oder Amplifikation vor der
Hybridisierung) vermeiden; auerdem ist der Ansatz hoch-
spezifisch mit einer exzellenten Differenzierung zwischen
miRNAs, die sich in der Modifikation ihrer 3’'-Enden unter-
scheiden.

7. Zusammenfassung und Ausblick

Es besteht kein Zweifel, dass Verfahren zur schnellen,
hochempfindlichen miRNA-Profilierung zunehmend gefragt
sein werden, je tiefer die biochemische Forschung in die
komplexen Funktionen der miRNAs in regulatorischen
Netzwerken eindringt. Die ideale Methode zur miRNA-
Profilierung hat folgende Merkmale: 1) einfache Anwendung
im Multiplexmodus; 2) systematische Messfehler durch er-
hohtes Ansprechverhalten auf bestimmte miRNA-Sequenzen
sind vernachléssigbar; 3) einfache experimentelle Schritte mit
einem Minimum an Probenmanipulation vor der Hybridi-
sierung; 4) groBer dynamischer Messbereich von subfemto-
bis nanomolaren Konzentrationen. Diese ultimative Technik
existiert zwar noch nicht, doch kommen aktuelle Entwick-
lungen mit Mikroarraysystemen in Kombination mit chemi-
schen und enzymatischen miRNA-Markierungsstrategien
diesem Idealziel sehr nahe. Bislang werden die meisten
miRNA-Markierungsreaktionen in Losung durchgefiihrt und
bendtigen einen oder mehrere Reaktionsschritte. Neuere
Verfahren beruhen auf oberflachenbasierten Enzymreaktio-
nen, die eine einfache Entfernung der Reagentien erlauben,
da die selektive Markierung der miRNAs nach der Hybridi-
sierungsadsorption an die Sonde auf der Mikroarrayoberfli-
che stattfindet. Ein weiterer Vorzug dieser neuen oberfld-
chenbasierten Markierungsstrategien besteht darin, dass
mehrere Fluorophore oder mehrere Nanopartikel an eine
einzelne miRNA konjugiert werden kénnen. Es muss aber
beachtet werden, dass die Signalh6hen dieser Nachweisme-
thoden weniger exakt kontrollierbar und quantifizierbar sind.
Fiir die nicht allzu ferne Zukunft erwarten wir eine Reihe
neuer, quantitativer und hochempfindlicher Ansétze fiir die
Profilierung der miRNA-Expression mit Mikroarrays, die
eine detaillierte Untersuchung der Rolle von miRNAs in
biologischen Systemen ermdoglichen.
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