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Die erste Wahl beim zweiten |

Die gangigen Microarray-Techno-
logien basieren auf der Fluores-
zenz-Detektion amplifizierter
und fluorophormarkierter Tar-
get-Sequenzen. Noch sind die

Anwendungsmaglichkeiten ein-
geschrankt, da die geringe Ver-
lasslichkeit, komplizierte Hand-
habung und hohe Kosten Routi-
ne-Anwendungen bei Genexpres-
sions- und SNP-Analysen verhin-

dern. Die TIFI-Technologie von Friz
Biochem ist eine auf Fluoreszenz
basierende Detektionsmethode bei
DNA-Chips, die ohne das Markieren der
Targetmolekile auskommt.
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ce Increase™)-Technologie ist sensi-
tiver und zugleich weniger arbeits-
intensiv und fehleranfallig als die meisten
dem derzeitigen Stand der Technik ent-
sprechenden Fluoreszenz-Detektionstech-

Die Tifi (“Target Induced Fluorescen-
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2. oben: Gekapselte Tifi-Chips im Vergleich
zur GroRe von Ublichen Cover-Slides
unten: schematischer Aufbau der Tifi-Chips
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1 Durch die Hybridisierung
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erfahren die DNA-Molekiile
eine geometrische Anderung

deutlich an.

nologien. Da bei der Tifi-Technologie
keine Markierung der Targets notwendig
ist, lassen sich Fehler vermeiden, die aus
einer unspezifischen Fluoreszenz-Adsorp-
tion resultieren.

Tifi-Technologie

Friz Biochems Tifi-Technologie verwen-
det fluorophormarkierte, auf einer Metall-
oberflache immobilisierte Sonden. Die
Technologie beruht darauf, dass sich die
Sonden in Einzelstrangform sehr nahe an
der Metalloberflache befinden und die Flu-
oreszenz durch das Metall geléscht wird
(Quenching).

Durch die Hybridisierung mit unmar-
kierten Targets andert sich die geometri-
sche Anordnung und der Fluorophor wird
von der Metalloberflache entfernt, wobei
die Fluoreszenz eines Features im Fall
einer Hybridisierung deutlich ansteigt
(Abb. 1). Die Tifi-Chips kdnnen mit han-
delslblichen Fluoreszenz-Readern ohne
Umristen auf die Tifi-Technologie ausge-
lesen werden.

Microarray-Substrat und Spotting

Bei Friz Biochem werden zur Zeit Arrays
mit 100 bis 2500 Spots pro cm? verwendet.
Die Tifi-Chips bestehen aus einem Plastik-
substrat, das mit einer 200 nm starken und
mit einem C-18 Alkanthiol-Monolayer pas-
sivierten Goldschicht tberzogen ist. Ob-
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und l6sen sich von der
Metalloberfléche. Damit wird
die Fluoreszenz nicht mehr
unterdriickt. Sie steigt des-
halb innerhalb der Testsites

wohl die Tifi-Chips nur die Dimension
eines Mikroskopie-Deckglases besitzen,
handelt es sich um ein spulbares, gekap-
seltes System mit 30 pl aktivem Reak-
tionsvolumen, dessen Deckfolie eine — wie
fir Fluoreszenz-Messungen gefordert —
sehr geringe Eigenfluoreszenz aufweist
(Abb. 2).

Die Testsites der Chips werden im Ab-
stand von 150 mm via Laserablation in
den Alkanthiol-Monolayer eingebrannt, so
dass hoch reine Goldspots fir die Sonden-
immobilisierung entstehen. Die Anbin-
dung der Sonden erfolgt Uber einen pro-
prietéaren Polythiolanker, der in der auto-
matisierten Festphasensynthese an die
Sonden-Oligonukleotide gekoppelt wird
und eine hohe Stabilitat der Sondenan-
bindung gegenuber harschen Reaktions-
bedingungen gewahrleistet. Eine qualita-
tiv und quantitativ reproduzierbare Im-
mobilisierung der Sonden ist durch Friz
Biochems Pseudo-Kontakt-Spotten ge-
wabhrleistet, das eine hohe Spot-Homoge-
nitat erzeugt.

Durch die Optimierung der Anbin-
dungsparameter wird eine gute Bele-
gungsdichte fiir maximale Hybridisie-
rungseffizienz erreicht. Da der Zustand
der immobilisierten Sonden-Oligonukleo-
tide Uber die Messbedingungen so einge-
stellt werden kann, dass auch vor der
Hybridisierung eine Restfluoreszenz zu
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Samonella in vitro Trans-
kript (Ausgangsmaterial:
0,1 ug IVT in 100 pl Puf-

fer), dargestellt als Fluo-

reszenzerh6hung nach der
Hybridisierung
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detektieren ist (vgl. Abb. 1), kénnen di-
rekte Referenzmessungen zur Qualitats-
kontrolle der Microarrays durchgefiihrt
werden.

Vorteil: Hohe Sensitivitat

Wie in den Abbildungen 3 und 4 illus-
triert, lassen sich mit der Tifi-Technologie
bei 130 mm Spots positive Signale im dy-
namischen Bereich von zwei bis drei Logs
nachweisen. Das
Fluoreszenz-Signal

Damit erlaubt die Tifi-Technologie sowohl
die Detektion einer bestimmten Sequenz
unter 106 verschiedenen Targets, als auch
die Differenzierung von SNPs (Abb. 3, 4).

Vielzahl von Anwendungen

Die Tifi-Technologie ist nicht nur sen-
sitiver als andere Fluoreszenz-Detektions-
systeme, sondern auch weniger arbeitsin-
tensiv und fehleranféllig, da die Targets
nicht markiert und
fir viele Anwendun-

eines einfachen Mis- Woeltero Informationen ibor: gen nicht amplifi-
matches wird im www.laborpraxis.de ziert werden miissen.

Vergleich zum voll-
standig hybridisier-
ten Target um etwa
eine  GroRenord-

Das Detektions-
limit liegt zur Zeit @ Kennziffer:

« Darstellung der
Tifi-Technologie
= Produkte & Service
nung unterdriickt. = Die Oligosynthese bgi Friz Bio-
chem mit Kontaktmdglichkeit sind Tifi-Chips daher

Bei Genexpressions-
Analysen auf Me-
dium-Density-Chips
fur *“second scree-
ning” Anwendungen

000 | eine sinnvolle Alter-

bei 107 Targets in ei-
nem Volumen von
100 pl, kann aber bei geringerer Spotgré-
3e auf 105 Targets reduziert werden. Es
konnte nachgewiesen werden, dass die
Sensitivitat der Tifi-Chips nicht beein-
flusst wird, wenn das passende Target in
einem Probengemisch von 106 nicht-spe-
zifischen Targetsequenzen vorliegt (nicht-
spezifisch: Sequenzen mit mindestens
einem Mismatch in mindestens gleicher
Konzentration wie das passende Target).
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native zu DNA-Chips
anderer  Hersteller.
Komplette Chips mit kundenspezifischen
Sonden kénnen bei Friz Biochem ab einem
Auftragsvolumen von 100 Chips geordert
werden. FUr den Fall, dass der Kunde
keinen Fluoreszenz-Reader besitzt, bietet
Friz Biochem die Tifi-Technologie auch
als Service an, bei dem der Kunde den
Content der Chips definiert und die Pro-
ben Friz Biochem zur Analyse zur Verfi-
gung stellt.
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