Industrie-Applikationen

Multiplex Microarrays: neues Format

fiir reproduzierbare und kostengiinstige Assays

Irene Schwarz, Schott Nexterion, Mainz

» Microarrays werden haupt-
sichlich zur Charakterisierung
ganzer Genome herangezogen,
denn fiir die angewandte For-
schung und klinischer Diagnos-
tik sind sie bislang wegen hoher
Kosten, fehlender Standardisie-
rung und mangelnder Reprodu-
zierbarkeit noch ungeeignet. In
dem MaBe aber, wie der Uber-
gang von der Gen-ldentifizie-
rung (high-density Microarrays)
zur Untersuchung der Genfunk-
tion (low-density Microarrays)
stattfindet, sind neue Microar-
ray-Konzepte erforderlich, die
diese Limitierungen beseitigen
und damit die routinemilige
Anwendung erlauben. Ein viel
versprechendes Konzept ist das
Multiplexing, bei dem mehrere
Microarrays auf einem einzigen
Glastriger parallel durchgefiihrt
werden kénnen.

Nexterion Slide MPX: Ein
Multiplex-Chip

Multiplex Microarrays kénnen
mit dem MPX Format (Schott
Nexterion) durchgefiihrt wer-
den. Nexterion Slide MPX be-
steht aus einem beschichteten
Glassubstrat, das mit Hilfe einer
hydrophoben Schicht in ver-
schiedene  Hybridisierungs-
Wells unterteilt ist (Abb.7). In
diese Wells kénnen identische
oder unterschiedliche Arrays ge-
printet und anschlieBend mit
dem Probenmaterial parallel
untersucht werden Die hydro-
phobe Schicht verhindert zu-
sammen mit einer Superstruktur
die Kontaminierung der be-
nachbarten Wells mit den unter-
schiedlichen Target-Losungen.
Ein Sealing Film verhindert die
Verdunstung der Proben. Slide
MPX ist mit verschiedenen Be-
schichtungen (Amino-, Epoxy-
und Aldehydgruppen) erhiltlich
und ldsst sich mit giingigen Ge-
riiten fiir Microarraying prozes-
sieren. Beta-"Tests einer Hydro-
gel-Variante sind kiirzlich be-
gonnen worden
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Abb. 1: Nexterion Slide MPX-16 wird mit einer Superstruktur geliefert und
ist kompatibel zu gdngigen Microarray-Ausriistungen.

Kostengiinstige Assays mit
verbesserter
Reproduzierbarkeit

Mit Slide MPX-16 kénnen bis zu
16 verschiedene Assays auf ei-
nem Chip realisiert werden. Da-
durch sind weniger Slides und
Reagenzien fiir Labeling, Hy-
bridisierung und Waschen not-
wendig. Die Kostenersparnis be-
trdgt bis zu 80%, vergleicht man
MPX-16 Slides mit normalen
Slides (Abb. 2). Slide MPX-16 er-
laubt das Printen von 10 bis 3000
Sonden pro Well. Die relativ ge-
ringe Sondendichte eignet sich
damit fiir ein zweites Screening,
wenn nach der Identifizierung
eines Gens mit high-density Ar-
rays Wissenschaftler an der
Untersuchung der Genfunktion
forschen. Alle Sub-Arrays wer-
den in einem einzigen Durch-
gang geprintet und alle Target-
Losungen werden gleichzeitig
hybridisiert. Dadurch unterlie-
gen sidmtliche Assays auf einem
Multiplex-Chip identischen Re-
aktionsbedingungen wodurch
die Reproduzierbarkeit bei Slide
MPX im Vergleich zu herk6mm-
lichen Slides erheblich erhéht

wird.

Weniger Target-Losung

Die Gesamtfliche eines Nexte-
rion Slide MPX-16 Wells ist et-
wa 40-mal geringer als die Ge-
samtfliche eines Wells auf ei-
nem 25x75 mm? Slide. Dadurch

ist weniger Hybridisierungs-Vo-
lumen erforderlich, so dass ho-
here Target-Konzentrationen
verwendet werden konnen. Wie
Abbildung 3 zeigt, verstirken ho-
here Target-Konzentrationen die
Signalintensititen. Das vorhan-
dene Target-Material kann fiir
mehrere Experimente verwen-
det werden, ein Vorteil, der be-
sonders bei limitiertem Target-
Material wichtig sein kann.

Anwendung

Nexterion Slide MPX ist fiir To-
xikologie-Studien  geeignet,
wenn die Genexpression in Ab-
hingigkeit von Dosierung und
Zeit untersucht wird oder wenn
genetische Variationen von ver-
schiedenen Organen untersucht
werden sollen Eine andere An-
wendung sind differentielle Ex-
pressions-Assays, die bei Slide
MPX mit nur einer Farbmarkie-
rung durchgefiihrt werden kon-
nen. In einem Standard-Expe-
riment miissen die Targets mit
zwei Farbstoffen (Cy3, Cy5)
markiert werden, die sich u.a. in
der Markierungseffizienz unter-
scheiden und verschiedene
Hintergrund-Intensititen auf-
weisen. Da beim MPX Format
mehrere One-Color-Assays auf
einem einzigen Slide durchge-
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Abb. 2: Mit Nexterion MPX-16 werden die Kosten fiir Reagenzien um bis zu

80% reduziert.
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Abb. 3: Die Sensitivitit von Microarray Assays wird durch héhere Target-

Konzentrationen erhéht.

fithrt werden konnen, erhoht
sich die Genauigkeit und Re-
produzierbarkeit der Experi-
mente.

Nexterion Slide MPX kann
auch fiir Enzyme-Linked
Immunosorbant Assays (ELISAs)

herangezogen werden, da die
Antikorper hervorragend auf den
Epoxy- und Aldehydbeschich-
tungen von Slide MPX immo-
bilisiert werden kénnen und die
meisten diagnostischen Protein-
assays eine geringe Probendich-
te erfordern.

Slides MPX kénnen sogar fiir
H'T'S-Screening Assays in der
bakteriellen Diagnostik und zur
Detektion von Pathogenen iiber
pathogenspezifische DNA-Se-
quenzen herangezogen werden.
Das MPX-16 Format ist fiir das
Hochdurchsatz-Screening sehr
gut geeignet, da es sich mittels
eines speziellen Trays mit gidn-
gigen Liquid Handling Instru-
menten im Mikrotiterplatten-
Format 96 und 384 prozessieren
ldsst.

Schlussfolgerung
Nexterion Slide MPX-16 ist ein

erster Schritt in Richtung Multi-
plexing, der es Wissenschaftlern

und Biotechnologie-Firmen er-
laubt, mit den bereits vorhande-
nen Geriten fiir Printing, Liquid
Handling und Scanning von ein-
fachen Microarray Assays zu
multiplex Assays zu wechseln.
Weitere Verbesserungen bei der
Automatisierung werden erfor-
derlich sein, um auf einen gro-
Beren Durchsatz, wie beispiels-
weise bei Mikrotiterplatten, zu
kommen, die fiir die angewand-
te Wissenschaft und klinische
Diagnostik gebraucht werden.
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Wir haben auf Schott MPX-Slides Hybridisierungen von Oligo-
mikroarrays mit der Hybridisierungsstation SlideBooster durch-
gefiihrt. Als Modellsystem diente ein Chip mit 50 Genen der Rat-
te, auf dem jedes Gen durch 50 Nukleotide lange Oligos repri-
sentiert wurde. Alle Oligonukleotide wurden in Duplikaten ge-
spottet. Durch Mischen der Hybridisierungslésung im Slide-
Booster withrend der Inkubation konnte das Signal-Rausch-Ver-
hiltnis um etwa einen Faktor zwei gegeniiber der Mischung in
einem Schiittler erhoht werden. Die Variationen zwischen den
Duplikaten in einem Well und zwischen den einzelnen Wells
konnten im Vergleich zu einem Schiittler verringert werden. Mit
dem SlideBooster war es moglich, die MPX-Slides ohne ,,Super-
structure“ und ,,Sealstrips zu hybridisieren, was die Handha-
bung deutlich vereinfacht.

Roland Kirchner, Advalytix AG, Brunnthal b. Miinchen, Kontakt:
kirchner@advalytix.de

»Das Schliisselproblem der heutigen Protein-Microarraytechno-
logie ist eine viel zu niedrige Empfindlichkeit, die deren breite-
re Anwendung momentan noch stark eingrenzt. Wichtig ist ins-
besondere eine effiziente, gegen Proteinadsorption resistente
Oberflichenchemie. Nach unserer mehrjihrigen Erfahrung in
der Analyse von eigenen und kommerziellen chemischen Be-
schichtungen ist die Epoxy-Silanisierung der Glasslide-Ober-
flichen eine der sensitivsten, zuverlidssigsten und auch kosten-
giinstigsten Verfahren fiir die Herstellung von Protein Microar-
rays. Nach unseren Einschitzungen erlaubt diese Glasslide Be-
schichtung weit mehr als 10° Antikorper-Molekiile pro pm? zu
immobilisieren. Es ist hier zu betonen, dass unsere Tests auf we-
sentlich lingere Inkubationszeiten als die iiblichen 1-2 Stunden
ausgerichtet sind. Der Grund dafiir ist eine sehr langsame, stark
diffusionsabhingige Kinetik der Protein-Protein Interaktion auf
Microarray, die unter subotpimalen Inkubationsbedingungen,
wie z.B. bei Verwendung von Coverslips, besonders problema-
tisch ist. Demzufolge bieten die Epoxysilane- MPX Slides von
Schott-Nexterion, die zusidtzlich mit quadratischen Inkuba-
tionskammern versehen sind, eine optimale LLosung fiir eine
unbehinderte Signalentwicklung auf einer der heutzutage sen-
sitivsten Oberflichen. Eine Inkubation dieses Systems auf dem
SlideBooster von Advalytix ermdglichte uns auf einem Antikor-
perarray, Antigene bis zu einer Konzentration von einem fM zu
detektieren. Diese Zahl spricht fiir sich selbst®.

Wilad Kusnezow und Christoph Schréder, Functional Genome Analysis,

DKFZ Heidelberg
Kontakt: w.kusnezow @dkfz.de
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