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Einleitung

Einleitung

DNA-Microarrays entsprangen durch den allgegenwartigen anhaltenden Trend der technologischen
Miniaturisierung. Die Technologie der Biochips entstanden in den 1990er Jahren. Wie bereits aus
anderen industriellen Beispielen bekannt, sind auch die Microarrays ihrer entsprechenden
Vorgangertechnologie aufgrund der hohen Automatisierbarkeit in allen Belangen der
wirtschaftlichen Anwendung klar Uberlegen, weiter lassen sich mit dieser Technologie enorme
Mengen an Informationen mit geringen Probenmengen erzeugen. Deshalb setzten DNA-Microarrays
sich innerhalb kirzester Zeit in den Bereichen Pharmazie, Medizin, Biochemie, Genetik und
Mikrobiologie durch. Die Bedeutung, die dieser jungen Technologie heute bereits zukommt und das
noch vorhandene Potetial erfordert eine besondere Betrachtung.

In dieser Fallstudie wird als erstes ein allgemeiner Uberblick gegeben, dabei die Begrifflichkeiten
unterschieden und die Grundfunktionen aufgezeigt. Weiterfihrend wird auf die géngigen
Herstellungsverfahren und schliesslich auf Anwendungsgebiete eingegangen. Abrundend erfolgt ein
Ausblick Gber die zukiinftige Bedeutung von DNA-Microarrays.

Definition

Als Microarray wird ein Tragermaterial bezeichnet, auf dem sich durch gezielte Anordnung eine
grofRe Zahl biologischer oder biochemischer Nachweise auf engstem Raum durchfiihren lassen. Es ist
ein Sammelbegriff flr eine Vielzahl unterschiedlichster Testmethoden und technischer Verfahren.
Haufig werden die Arrays nach den Substanzen unterteilt, die darauf untersucht werden. So lassen
sich auf einem DNA-Microarray die Fragmente von DNA und RNA nachgewiesen. [1]

Zur Herstellung der DNA-Microarrays werden Verfahren aus der Mikrosystemtechnik genutzt, um
bekannte Gene auf einem fingernagelgrofRen Plastik- oder Glasplattchen zu identifizieren und deren
Aktivitat zu messen, dies flihrte zu der synonymen Begriffsflihrung Gen-.bzw. DNA- oder auch Bio-
Chip.

Funktion und Unterscheidung

DNA-Microarrays finden zunehmend Anwendung in der Genotypisierung (Genomanalyse, der
Diagnostik) und bei Untersuchungen in der differenziellen Genexpression. DNA-Microarrays dienen
dazu, die mRNA-Menge bestimmter Gene oder rRNA bestimmter Organismen nachzuweisen. [3]

Es gibt hauptsachlich zwei verschiedene Arten von DNA-Microarrays,
einerseits solche, bei denen cDNA, Oligonukleotide oder Fragmente von PCR-Produkten die der
MRNA entsprechen auf das Tragermaterial gedruckt werden ("Spotted Microarrays") und solche, die
auf synthetisch hergestellten Oligonukleotiden beruhen ("InSitu synthetisierte Microarrays").
Letztere werden in der Literatur haufig auch als ,,Oligonucleotide Microarrays” bezeichnet, obwohl
auch ,Spotted Arrays” mit Oligonukleotiden bestlickt werden kdnnen. Diese Sequenzen dienen als
Sonden, die an definierte Positionen eines Rasters auf den Trdger aufgebracht werden.
Unabhangig von der Art der verwendeten Arrays wird RNA zunachst aus dem zu untersuchenden
Objekt extrahiert und diese nach eventuellen Aufreinigungs- und/oder Vermehrungsschritten in
cDNA oder cRNA umgeschrieben und beispielsweise mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Bei der
Hybridisierung binden markierte einzelstrangige DNA/cDNA/cRNA Stiicke an ihren komplementéiren
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Herstellung

Gegenpart auf dem Array. Nach Abwaschen der nicht gebundenen DNA/cDNA/cRNA Stlcke wird das
Fluoreszenzsignal jeder Position Uber Intensitat und Wellenldnge der entstehenden Mischfarbe
mittels einer hochauflésenden Laserkamera detektiert und liefert Informationen lber Unterschiede
in der Expression der Gene zwischen den beiden Proben.
Diese reine Intensitdt wird Ublicherweise noch normalisiert um Abbaueffekten, verschieden guten
Extraktionen und anderen Effekten Rechnung zu tragen. [2,3]

Herstellung

Grundsatzlich wird bei Fabrikationsprozessen von DNA-Microarrays unterschieden, ob bereits kom-
plette DNA-Sequenzen (,presynthesized DNA-Sequences”) angebracht oder ob ,,in situ”, also direkt
auf dem zugrunde liegenden Wafer, die gewlinschten Nucleotidsequenzen synthetisiert werden([4].
In beiden Fallen kommt in der Regel als Substrat (Tragermatrix) flir den Array ein Quarzwafer zum
Einsatz. Diese zeigen von Natur aus bereits eine hohe Hydroxylierung an der Oberflache, welche zur
Immobilisation der Nucleotide genutzt werden[5]. Dabei haben sich diverse Verfahren entwickelt,
welche von mechanischem Microspotting bis hin zu photolithographisch-,gesteuerten” Synthesepro-
zessen gehen. Im folgenden Abschnitt wird ein Uberblick (iber diese Fertigungsprozesse vermittelt.
Da die verschiedenen Unternehmen je nach Anwendung individuell optimierte Prozesse einsetzen,
wird nicht auf Details eingegangen. Fir detailliertere Informationen konsultiere man die aufgefiihrte
Literatur.
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Abbildung 1, (oben) Mechanisches Microarrayspotting; (unten) Inkjetting; Beschreibung siehe Abschnitt
»Spotting” [6, modifiziert]

Spotting

Verfahren, welche praparierte DNA-Sequenzen anbringen, basieren hauptsachlich auf mechanischem
Microspotting- oder einem Inkjetting-Verfahren. Zur Ubersicht sind die beiden Vorgehensweisen in
Abbildung 1 dargestellt. Beim mechanischen Microspotting (engl. pen tip) wird mit einem Spot-
tingroboter, welcher die Lésung mit den gewiinschten Sequenzen direkt auf dem Trager anbringt,
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gearbeitet. Eine verbreitete Variante setzt auf eine Art Fillfeder, welche die gelésten Sequenzen via
Kapillarkraft auftragt. Vorteil des Microspotting, auch Kontaktdruck genannt, ist die hohe Flexibilitat
und die Moglichkeit, kostenglinstig kleine Mengen von Microarrays herzustellen, weshalb es oftmals
auch in Labors zum Einsatz kommt [6]. Allerdings entstehen durch das mechanische Auftragen der
Losung auch Probleme, wie uneinheitliche Featuregréssen und -formen sowie Variationen in der
platzierten Menge[4]. Diese Probleme konnen durch den Einsatz des Inkjetverfahrens grosstenteils
behoben werden. Wie aus Abbildung 1 ersichtlich, basiert es prinzipiell auf dem gleichen Vorgang wie
das mechanische Microspotting, die DNA-Sequenzen werden jedoch per Tintenstrahltechnologie,
analog zu herkdmmlichen Druckern, aufgetragen, so dass kein physikalischer Kontakt zwischen Tra-
ger und Druckkopf auftritt. Die Inkjet-Technologie wird deshalb auch als kontaktloses Spotting be-
zeichnet. Der Einsatz des Inkjetting resultiert in signifikant erhéhter Qualitat des Microarrays sowie
einer vielfachen Featuredichte gegeniiber dem mechanischen Microspotting, wobei die Flexibilitat im
Arraydesign erhalten bleibt [4].

»In situ” - Synthese

Bei der ,,in situ” Synthese werden die gewiinschten Sequenzen von Nucleotiden direkt auf dem Tra-
ger hergestellt. Eine zunehmende Lange der Sequenz bedeutet daher aufwandigere Herstellung,
weshalb viele Firmen hier lediglich Oligonucleotide anbringen. Affymetrix setzt beispielsweise bei
ihrem ,,GeneChip“ lediglich Nucleotidsequenzen von 25 Basen ein. Da jedoch ORF's (Open Reading
Frames) als Oligonucleotide verwendet werden kdonnen, ergeben sich trotzdem mannigfaltige Mog-
lichkeiten[5]. Desweiteren gilt der Vorteil, dass die verlangten Sequenzen quasi direkt aus einer Da-
tenbank geladen werden kénnen und nicht aus einer Zelle o0.3. extrahiert und per PCR vervielfaltigt
werden missen.
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Abbildung 2, Prozess der "in situ"-Synthese [4]
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Die ,in situ“-Synthese kann ihrerseits in einigen Varianten durchgefiihrt werden, welche sich in der
Regel jedoch nur in der Art unterscheiden, welche Schutzgruppen verwendet werden und wie sie
diese Schutzgruppen (in Abbildung 2[4] rot bzw. als X dargestellt) selektiv entfernen.

Das Verfahren, wie ihn die Firma Affymetrix bei ihrem ,,GeneChip” einsetzt, bedient sich photolabi-
len Schutzgruppen (Silane), welche anschliessend durch Photolithographie mit hoher Prazision ent-
fernt werden. Gefolgt wird dieser Schritt von der Deposition des gewiinschten Nucleotids, welches
an den freien Hydroxylgruppen bindet. Dabei spielt es natlrlich keine Rolle, ob es sich, wie anfangs,
um eine Hydroxylgruppe des Substrates handelt oder ein offenes 5' — Ende eines immobilisierten
Nucleotids. Diese drei Schritte werden nun so lange wiederholt, bis die Sequenzen die erforderliche
Lange besitzen[5,6]. Da an jeder Stelle der Sequenz vier mogliche Nucleotide sein kdnnen (Adenin,
Thymin, Guanin, Cytosin), ergibt dies bei 25 Nucleotiden 25x4 Photolithographiemasken. Durch klu-
ges Design des Arrays, optimierbar durch entsprechende Algorithmen, kann die Zahl verschiedener
Masken deutlich reduziert und die Herstellung dadurch vergiinstigt werden[5]. Aufgrund der hohen
Produktionskosten der hochauflosenden Photolithographiemasken wird fiir kleine Stlickzahlen des-
halb eher zu einem maskenlosem-Prozess, wie das Inkjetting, geraten[4].

Alternativ zu dem Maskierungsprozess ist beispielsweise der Einsatz von Micromirrors zur Fokussie-
rung des UV-Lichts, wobei wieder photolabile Schutzgruppen benutzt werden. Ebenfalls kann man
sich der lokale Anwendung selektiver Chemikalien zur Deprotektion bedienen[4]. Eine weitere Mdg-
lichkeit ist eine elektrochemisch-gesteuerte Variante, bei der ein Microelektrodenarray tGber dem
Substrat positioniert wird. Diese Microelektroden, wahlweise als Kathode oder Anode schaltbar, be-
einflussen entsprechend ihrer Ladung nun den pH einer speziellen Losung, die zwischen Substrat des
kiinftigen DNA-Microarrays und der Elektroden eingeleitet wurde. Durch einen lokalen, stark sauren
pH werden schliesslich die Schutzgruppen (Dymethoxytrityl) auf dem direkt gegenlberliegenden
Spot entfernt und somit Hydroxylgruppen fiir die Reaktion mit Nucleotiden bereitgestellt. Der ge-
naue Prozess ist in der Quelle [7] ausfuhrlich beschrieben.

Anwendungen

Microarray-Anwendungen, insbesondere DNA-Microarrays gehdren heute zu den wichtigsten In-
strumenten in der biomedizinischen Forschung. Sie sind unerlasslich zur effizienten Analyse von bio-
logischen Prozessen. Die Einsatzgebiete von DNA-Microarrays sind sehr vielfiltig. In der medizini-
schen Diagnostik werden sie zur Bluttypisierung oder fiir den Nachweis von Erbkrankheiten verwen-
det. Im Bereich der Lebensmittel- und Umweltanalytik dienen sie beispielsweise der Identifikation
bestimmter Organismen oder von gentechnisch veranderten Nahrungsmitteln. In der Onkologie wer-
den DNA-Microarrays intensiv genutzt, um Genexpressionsprofile zur Charakterisierung eines Tumors
zu erstellen. Diese Profile geben wichtige Hinweise, um eine akkurate Diagnose und Prognose zu
ermoglichen. In der Brustkrebsforschung fiihrte der Einsatz von DNA-Microarrays zu einer Klassifizie-
rung des Mammakarzinoms in finf verschiedene Hauptgruppen[8] und gab Aufschluss Uber Ge-
nexpressions-Signaturen, welchen eine Beziehung zu verschiedenen therapierelevanten Parametern
wie z.B. die Rezidiv-Wahrscheinlichkeit im Frithstadium einer Brustkrebserkrankung zugeschrieben
werden[9,10]. Im folgenden Abschnitt wird nun die Anwendung von DNA-Microarrays in der Ge-
nexpressionsanalyse naher besprochen.
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Abbildung 3, Fluoreszierende Spots. Rot reprasentiert die Kontrol-mRNA und Griin die mRNA der Probe [17]

Der erste Schritt einer Genexpressionsanalyse bildet die Probeentnahme. Die mRNA wird aus dem
Zielgewebe, z.B. einer Tumorzelle, entfernt und aufgereinigt. Die Zielmolekile werden nun in einem
nachsten Schritt in cDNA transkribiert und mit Nukleotiden ausgestattet, welche mit einem Fluores-
zenzfarbstoff (Fluorochrome z.B. Cyanin3 und Cyanin5) gekoppelt sind. Nun erfolgt ein Hybridisie-
rungsprozess, bei welchem sich die Zielmolekiile an die komplementdren Strange auf dem Bio-Chip
anlagern. Um eine héchstmogliche Endqualitit des Ergebnisses zu erreichen, ist es bei der Hybridisie-
rung von grosser Bedeutung, dass die Prozessparameter, wie z.B. der pH-Wert, die Salzkonzentration
oder Temperatur korrekt eingestellt sind. In einem nachsten Schritt werden die ungebundenen Mo-
lekiile weggewaschen. Mit einem Scanner wird nun die Intensitat der Fluoreszenz erfasst. Die Starke
der Fluoreszenz in einem Spot ist nun proportional zur absoluten Menge an hybridisierter DNA. Es
gibt im Grunde genommen zwei unterschiedliche Arten von Scannern. Gewisse Scanner verwenden
das Prinzip der konfokalen Laserscanningmikroskopie. Hierbei werden die fluoreszenzmarkierten
Molekiile mittels des Lasers Punkt fiir Punkt oder linienweise angeregt. Das durch die Laseranregung
erzeugte Signal wird mittels spezieller Detektoren eingefangen [11,12]. Andere Scanner verwenden
Weisslicht zur Anregung, welches durch einen Filterblock geschickt wird, als Detektoren kommen
CCD-Kameras zum Einsatz (CCD = ,charge-coupled device”). Die Normalisierung, Repradsentation und
Analyse der nun gewonnenen Daten ist Aufgabe der Bioinformatik. Zuerst wird das aus den Intensi-
tatswerten erzeugte Bild gerastert und nach Storfaktoren (z. B. Verunreinigungen oder die Eigenfluo-
reszenz des Glases) durchsucht. Als Resultat erhalt man fiir jeden Spot einen Intensitatswert, welcher
mit der Stdrke der Genexpression korreliert. In einem nachsten Schritt erfolgt eine Normalisierung
dieser Daten. Damit sollen Variationen zwischen verschiedenen Experimenten eliminiert und somit
eine Vergleichbarkeit flr die Analyse erméglicht werden. In einem letzten Schritt werden die Daten
einem Clustering unterzogen, mit dem Ziel eine optimale visuelle Darstellung der Daten zu erzeugen.
Es werden hierbei Clustering-Algorithmen eingesetzt, um Gene, welche ein dhnliches Verhalten (iber
mehrere Experimente hinweg gezeigt haben, in Gruppen zusammenzufassen. Haufig werden Ge-
nexpressionsprofile als Vektoren angesehen. Sie werden dann in sogenannten Genexpressionsmatri-
zen organisiert, in welchen die Zeilen die Expressionsvektoren der Gene (im n-dimensionalen Raum,
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wobei n der Anzahl Experimente entspricht) und die Spalten die Vektoren der einzelnen Experimente
(im m-dimensionalen Raum, wobei m der Anzahl Gene entspricht) reprasentieren.

Ty T2 .. T

Ty raz .. Ty

Lini LTimz oo Ln

Ein Spaltenvektor der Matrix stellt das sogenannte Referenz-Experiment dar und besitzt Intensitats-
werte von 1. Eine Méglichkeit, um nun die Ahnlichkeit zweier Expressionsvektoren zu ermitteln, stellt
z.B. die Berechnung der euklidischen Metrik dar:

T

DX, Y) = | (& —y)?

i=1

Die Variablen x;, y; reprasentieren die Expressionswerte von Gen X rsp. Y im i-ten Experiment.

Das Resultat eines solchen hierarchischen Clusterings ist dann ein Bindarbaum, auch Dendrogram ge-
nannt, in welchem jedes Blatt ein Gen darstellt. Gene, welche nun Intensitatswerte (iber (rot) oder
unter (grin) dem Referenzwert besitzen werden entsprechend farblich hervorgehoben, Werte nahe
der Referenz bleiben schwarz[13,14].
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Abbildung 4, Beispiel eines Dendrograms [18]

Anhand der obigen Grafik ist das enorme Ausmass der Datenmenge solcher Experimente gut nach-
vollziehbar!

Die Genexpressionsanalyse spielt aber nicht nur in der Onkologie sondern beispielsweise auch bei
der Erforschung neuer Antibiotika eine wichtige Rolle. Mittels der oben vorgestellten Expressionspro-
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filen Idsst sich sehr schon der Einfluss dusserer Faktoren, wie z.B. der Temperatur, der Chemotaxis
oder ein Wechsel des Mediums auf die Genregulation eines Bakteriums abbilden. Im Hinblick auf die
antibakterielle Forschung lassen sich damit nun z.B. Aussagen Uber den Verbreitungsmechanismus
eines Erregers oder den Wirkmechanismus eines Inhibitors machen[15].

Ausblick

Die Vorteile von DNA-Microarrays gegeniber altgedienter Techniken der DNA-Analytik, wie z.B. das
sogenannte ,,Blotting” sind deutlich erkennbar. Microarrays ermoglichen parallele Analysen und da-
mit verbunden eine immense Zeitersparnis, weiter sind sie sehr sensitiv und vielfaltig einsetzbar[10].
Kombiniert man DNA-Microarrays mit bereits bekannten molekularbiologischen Verfahren, wie z.B.
PCR, so steht eine leistungsfahige Plattform fir die biologische Forschung der Zukunft zur Verflgung.
In grossen Pharmakonzernen gehdren DNA-Microarrays bereits heute zum Standartequipment.

In den letzten Jahren forschte man an markerlosen Detektionsvarianten. Die Problematik der bisheri-
gen Detektionsverfahren besteht darin, dass sie durch das Einbringen des Farbstoffes die chemische
Struktur der zu untersuchenden Molekiile verdndern. Dieses Problem versucht man zu umgehen, in
dem man die Eigenfluoreszenz der Aminosaure Tryptophan im UV-Bereich nutzt oder direkt elektri-
sche Signale misst, welche bei der Bindung der Probenmolekiile mit den Molekilen im jeweiligen
Spot des Biochips entstehen. Neue Technologien, welche ganz auf den Nachweis mittels Fluoreszenz
verzichten sind das Reflektions-Interferenz-Verfahren und das Terahertz-Spektroskopie-Verfahren.
Bei letzterem Verfahren werden sehr grosse und schwere Molekilgruppen mittels langwelliger Tera-
hertz-Wellen im Bereich von 100 um in kollektive Schwingung versetzt. Die Zukunftsaussichten fir
DNA-Microarrays sind also vielversprechend[16].
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Abbildung 5, Ein Microarray mit RNA-Spots, abgebildet mit Terahertz-Licht [16]
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Zusammenfassung

DNA-Microarrays sind eine leistungsfahige Technologie zur Durchfiihrung paralleler Analysen, welche
vor allem fir Biologen, Mediziner, Pharmakologen und Umweltanalytiker bereits heute eine hohe
Wichtigkeit erlangt haben. Die zwei vorgestellten Verfahren, das ,Spotting” sowie die ,in situ“-
Synthese, bilden das Fundament der DNA-Microarray-Herstellung und damit der gesamten Techno-
logie. Durch interdisziplindre Wissenschaftler werden diese Prozesse jeweils individuell an die ent-
sprechenden Anwendungsanforderungen angepasst, wodurch eine hohe Flexibilitat erreicht wird.
Die Einsatzgebiete von DNA-Microarrays sind breit gefachert, v.a. die Genexpressionsanalyse stellt
eine zentrale Anwendung dieser Technologie sowohl in der medizinischen Forschung bei der Unter-
suchung von Tumorgewebe, als auch in der Pharmaindustrie zur Erforschung neuer Antibiotika, dar.
Durch Fortschritt im Bereich der Datenauswertung mittels Methoden der Bioinformatik entstehen
fortlaufend neue Anwendungsmoglichkeiten. Abschliessend gilt es zu erwdhnen, dass DNA-
Microarrays ein schones Beispiel fiir das Zusammenspiel von Ingenieur-Disziplinen, wie der Mikrosys-
temtechnik oder Informatik mit klassischen Naturwissenschaften wie der Biologie sind.
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