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und SNP-Analyse
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Die EDDA®-Technologie der FRIZ Biochem ist eine rein elektrische Version von DNA-Microar-
rays, die eine parallele Detektion von SNPs ohne vorangeschaltete Primer Extension-Reak-
tionen erlaubt. Damit ist der Grundstein fiir einen routinemaBigen Einsatz von Microarrays in

der medizinischen Diagnostik gelegt.

Die meisten Microarray-Technologien basie-
ren auf der Fluoreszenz-Detektion amplifi-
zierter und fluorophormarkierter Target-Se-
quenzen. Seltener sind massenspektrometri-
sche oder elektrische Detektionsverfahren.
DNA-Microarrays haben sich innerhalb ei-
nes kurzen Zeitraums zu einem wichtigen
Werkzeug in der Molekularbiologie entwik-
kelt. Die Anwendungsmdglichkeiten sind
jedoch noch eingeschrinkt, denn geringe
VerlidBlichkeit, komplizierte Handhabung
und hohe Kosten verhindern Routine-An-
wendungen bei Genexpressions- und SNP-
Analysen. Die Herausforderung besteht dar-
in, die Technologie soweit zu verbessern,
daB DNA-Microarrays auch in der medizi-
nischen Diagnostik angewendet und zuge-
lassen werden konnen.

SNP-Analyse

Anomalien humaner Nukleinsduren, wie
Punktmutationen (SNPs, Single Nucleotide
Polymorphisms), Deletionen, Expressionsun-
terschiede oder Abweichungen im Methylie-
rungsmuster genomischer DNA, spielen bei
der Entstehung und Entwicklung von Krank-
heiten eine wichtige Rolle. Sie werden in der
medizinischen Diagnostik oft tiber standar-
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disierte PCR-Assays ermittelt. Da bei man-
chen Krankheiten Hunderte von Sequenzab-
schnitten auf Anomalien hin tiberpriift wer-
den miissen und die standardisierte PCR-
Analytik nur seriell funktioniert, ist der finan-
zielle, personelle und zeitliche Aufwand
enorm. Abhilfe kénnen Microarrays schaffen,
die alle relevanten Sequenzen parallelisiert in
einer Analyse tiberpriifen. Allerdings miis-
sen solche Microarrays der Anforderung ge-
recht werden, auch SNPs zuverléssig zu de-
tektieren.

Ein géngiges Verfahren zur SNP-Detekti-
on basiert auf einer PCR, bei der der SNP-
beinhaltende DNA-Abschnitt vervielfaltigt
und anschlieSend einer Post-PCR-Analytik
fiir die eigentliche SNP-Identifizierung un-
terzogen wird. Bei der klassischen RFLP-Me-
thode (RFLP = Restriktionsfragment-Langen-
polymorphismus) muf8 die Mutation im Be-
reich der Schnittstelle eines ausgewihlten Re-
striktionsenzyms liegen. Im Mutationsfall
wird diese Position von bestimmten Restrik-
tionsenzymen nicht mehr erkannt und ge-
schnitten, wohl aber im nicht-mutierten Fall.
Dabei entstehen verschieden lange DNA-
Stiicke, die iiber Gelelektrophorese aufge-
trennt und anschliefend detektiert werden
konnen.

Abb. 1: Prinzip der EDDA®-Technologie. (A) Bei
Abwesenheit einer passenden Target-Sequenz
binden die Signal-Oligonukleotide an die Sonde.
Es wird ein starkes Signal gemessen. (B) Enthalt
die Untersuchungslésung das passende Target,
hybridisiert dieses wegen der héheren Bin-
dungskonstante mit der Sonde. Es wird kein
Signal gemessen.
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Eine Alternative dazu ist die SNuPE-Me-
thode (Single nucleotide primer extension).
Hier wird in einer weiteren Polymerase-Re-
aktion ein Primer an die Target-Sequenz in
unmittelbarer 3'-Nachbarschaft zum mogli-
chen SNP gebunden und einer , Ein-Basen-
Erweiterung” unterzogen. Der so verlanger-
te Primer wird dann massenspektrometrisch
auf die neu eingebaute Base hin tiberpriift.
Damit bietet SNuPE die Méglichkeit zur De-
tektion einer gréBeren Anzahl von SNPs,
wobei arbeitsintensive Primer-Extension-Re-
aktionen nach wie vor notwendig sind. Bei
einer routineméBigen Uberpriifung von ge-
gebenfalls Hunderten von Sequenzabschnit-
ten steigen zudem die Kosten, da fiir die De-
tektion eines SNPs mindestens 1 € kalkuliert
werden mufs.

EDDA® - Electrically
Detected Displacement Assay

Die von dem Unternehmen FRIZ Biochem
entwickelte EDDA®-Microarray-Technologie
basiert auf einer elektrischen Detektion. Das
dafiir erforderliche Auslesegerét kostet etwa
ein Zehntel heutiger Fluoreszenz-oder Mas-
senspektrometrie-Systeme und ist damit we-
sentlich kostengiinstiger. Abbildung 1 illu-
striert das EDDA®-Prinzip. Die unmarkierten
Sonden-Oligonukleotide zur Identifizierung
einer bestimmten Target-Sequenz sind auf
einer Elektrode eines Mikroelektroden-Ar-
rays immobilisiert. Ist in der Untersuchungs-
16sung das zur Sonde passende Target vor-
handen, werden die Sonden je nach Konzen-
tration der Targets in der Untersuchungslo-
sung besetzt. Nichtbesetzte Sonden werden
durch Zugabe markierter (+) Signal-Oligonu-
kleotide, die locker an die unbesetzten Son-
den assoziieren, elektrisch abgefragt. Die
Methode erlaubt die parallele quantitative
Bestimmung von Target-Sequenzen. Sie weist
bei Verwendung von 50 pm x 50pm Mikro-
elektroden ein Detektionslimit von 10° Kopi-
en der Target-Molekiile auf.

Microarray-Substrat und Auslesegerat

Zur Zeit verwendet FRIZ Biochem Arrays mit
bis zu 96 Einzelelektroden auf zwei mm?
(50um x 50pm Elektroden im 200 pm Ab-
stand). Die Mikroelektroden-Arrays werden
extern iiber Standard-Platinen-Technologie
hergestellt. Eine weitere Erhthung der Test-
site-Zahl ist auf Platinen (passiv angesteuer-
te Arrays) wenig sinnvoll. Deshalb arbeitet
FRIZ Biochem in Kooperation an einem Sili-
zium-CMOS-Chip mit Gold-Einzelelektro-
den, die aktiv angesteuert werden konnen.
Mit diesem Chip kann in einer ersten Aus-
baustufe sowohl die Elektroden-Anzahl um
den Faktor 20 erhoht als auch die Dichte
durch Verringerung des Elektroden-Abstan-
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des auf 100 pm deutlich erhoht werden. Dar-
iiber hinaus erlaubt die CMOS-Technologie
eine Integration der elektrischen Mewert-Si-
gnalerfassung direkt auf dem Array. Dadurch
wird die Sensitivitit der Detektion erhsht,
und das Auslesegerit ist direkt auf dem Chip
integriert, so daf fiir die MeSwerterfassung
nur noch ein adaptierter Laptop bendtigt
wird, der die digitalisierten Mefidaten des
Chips auf dem Bildschirm darstellt. Gegen-
wirtig erfolgt die Datenerfassung des mit Un-
tersuchungslosung inkubierten Microarrays
in einem einfachen und kostengiinstigen
elektrischen Reader (Abb. 2), der auch das
notwendige Liquid handling (Inkubation mit
Signal-Oligonukleotiden) automatisch durch-
fiihrt.
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Abb. 3: SNP-Detektion mit der EDDA®-Technolo-
gie. (A) An Testsite 1 befindet sich die Sonde, die
eine Target-Sequenz perfekt erkennt (WT) und an
Testsite 2 die Sonde, die einen Mismatch mit der
Target-Sequenz ausbildet (SNP). In Gegenwart
von Signal-Oligonukleotiden (SNP-IDs) wird das
Target, welches einen SNP ausbildet, deutlich
schneller verdréngt als das perfekt hybridisierte
Wildtyp-Addukt (B).
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F ‘ Abb. 2: Microarray-Sub-

Spotting

Die Sondenimmobilisierung erfolgt tiber ei-
nen Spotting-ProzeB. Dies ermdglicht die
Verwendung qualitdtskontrollierter Son-
den, die off-chip synthetisiert, aufgereinigt
und tiber Massenspektrometrie charakteri-
siert werden. Der Anbindungsprozefs er-
folgt tiber einen proprietdren Polythiolan-
ker, der in der automatisierten Festphasen-
synthese an die Sonden-Oligonukleotide
gebunden wird und die Stabilitdt der Son-
denanbindung gegeniiber harschen Reak-
tionsbedingungen erhoht. Eine qualitativ
und quantitativ reproduzierbare Immobi-
lisierung der Sonden ist durch FRIZ Bio-
chems , Pseudo-Kontakt-Spotten” gewihr-
leistet. Dabei wird die urspriinglich versie-
gelte Gold-Sensorfliche unmittelbar vor
dem Spotten tiber Laserablation freigelegt.
Im anschliefenden konventionellen Spot-
ting-Verfahren mittels Dosier-Nadeln setzt
der relativ groe Nadelkopf (100 pm Durch-
messer) auf der umgebenden Versiege-
lungsschicht auf, und die Fliissigkeit wird
auf die kleinere freie Gold-Sensorfldche
tibertragen. Hierdurch wird eine ideale Be-
legungsdichte (etwa 5 x 10’ Sonden /Sensor-
flache; weniger als 5% Streuung) bei maxi-
maler Hybridisierungseffizienz (90-95%)
erreicht. Die Lidnge der Sonden kann tiber
weite Bereiche variiert werden. Im Gegen-
satz zu anderen Technologien muf8 die Lan-
ge der Sonden bei FRIZ Biochem nicht auf
einheitliche Hybridisierungs-Stringenzbe-
dingungen optimiert werden, was in der
Regel gleiche Schmelztemperaturen zwi-
schen Sonde und Target bei allen Testsites
erfordert. Dies wirkt sich nicht nur positiv
auf den Content-Optimierungsprozef aus,
sondern vereinfacht auch die Hybridisie-
rung, die nicht unter einheitlichen und da-
durch schlechten Stringenzbedingungen
fiir das gesamte Array durchgefiihrt wer-
den muB. Die Technologie von FRIZ Bio-
chem erlaubt individualisierte Stringenzbe-
dingungen fiir jede Testsite, die tiber die
geeignete Wahl der Signal-Oligonukleotide

eingestellt wird. Beides, die grofere Wahl-
freiheit bei der bioinformatischen Content-
Optimierung und die individualisierte
Stringenz, erhhen die Selektivitit der bio-
logischen Datenerfassung deutlich und er-
lauben eine homogene Assay-Fiihrung.

Detektion von SNPs mit EDDA®

Bei Anwendung geeigneter Signal-Oligonu-
kleotide kann die EDDA®-Technologie ein-
deutig zwischen Perfect Match und Mis-
match diskriminieren und fiir SNP-Messun-
gen herangezogen werden (Abb. 3). An Test-
site 1 befindet sich die Sonde, die eine Tar-
get-Sequenz perfekt erkennt (WT, Wildtyp-
Erkenner-Sequenz) und an Testsite 2 die
Sonde, die in der Mitte einen Ein-Basen-Mis-
match mit der Target-Sequenz ausbildet
(SNP). Nach 30miniitiger Inkubation der
Testsites mit der Target-Sequenz werden ge-
eignete Signalsonden (SNP-IDs) zugegeben
und die elektrische Antwort zeitabhingig
aufgezeichnet. Da die beiden SNP-IDs den
sequenzgetreuen Gegenstrang der Sonden
beider Testsites darstellen, wird das Target
von Testsite 2 (SNP) deutlich schneller ver-
dringt als das perfekt hybridisierte Addukt
der Testsite 1 (WT). In einer standardisier-
ten Messung reicht es aus, die ersten drei
MeSBpunkte (3 - 6 Min.) aufzunehmen und
anhand der damit ermittelbaren Steigung
zwischen Perfect Match und Mismatch zu
unterscheiden.

Anwendungspotential:
Medizinische Diagnostik

Die Herausforderung der Microarray-Tech-
nologie besteht in der Entwicklung von Dia-
gnostik-Chips zur Detektion von Risiko- und
Prognosefaktoren von Krankheiten, wie bei-
spielsweise Tumoren, und ihrer Zulassung.
Multiparameter-Tests, wie sie mit Microar-
rays moglich sind, kénnen wertvolle Infor-
mationen iiber Herkunft, metastatisches Po-
tential und Therapierbarkeit liefern. Solche
Diagnostik-Chips kénnten nicht nur eine
Fritherkennung erméglichen, sondern auch
den Weg fiir individualisierte Therapien eb-
nen. Wihrend sich FRIZ Biochem auf die Ent-
wicklung der Technologie konzentriert, wer-
den Anwendungen in Kooperation mit Part-
nern entwickelt.
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