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Der Weg vom Southern Blot, dem
ersten ¹Arrayª,[1] über das Screening
von immobilisierten Klon-Bibliothe-
ken auf Nylonfiltern bis zu den neu-
artigen Mikroarrays,[2, 3] die bereits
mehrere Millionen[2e] verschiedener
DNA-Fragmente enthalten können,
ist im wesentlichen durch zwei Mei-
lensteine gekennzeichnet.[2a] Der erste
war die Verwendung nichtporöser
Trägermaterialien, insbesondere
Glasoberfächen, und die daraus re-
sultierenden Möglichkeiten der Fluo-
reszenz-Detektion und der Miniatu-
risierung (Schema 1). Bis zu 10 000
durch enzymatische oder chemische
Synthesen hergestellte DNA-Frag-
mente lassen sich mit automatisier-
ten Dispenser- oder Plotter-Syste-
men[2d,f,m, 4] auf chemisch aktivierten
Glasträgern kovalent immobilisieren.
Der zweite Meilenstein sind die Ar-
beiten der Firma Affymetrix.[2e] Mit
einem ursprünglich für Peptidsynthe-
sen konzipierten, kombinatorischen
Photolithographie-Prozeû gelingt es,
lateral hochgradig strukturierte Oli-
gonucleotid-Bibliotheken direkt auf
Glasoberflächen zu synthetisieren.[5]

Die Festphase wird zunächst mit An-
kergruppen modifiziert, die photola-
bile Schutzgruppen enthalten.[6] Die
Belichtung durch eine mikrostruktu-
rierte Photomaske führt zur Entschüt-
zung ausgewählter Bereiche, an die
der erste Phosphoramidit-Baustein
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Schema 1. Vergleich der verschiedenen Chip-Formate. Durch die photolithographische ¹on-chipª-
Oligonucleotid-Synthese nach Affymetrix (a, b) sind deutlich feiner strukturierte DNA-Mikroarrays
zugänglich (d) als durch das Aufbringen von zuvor synthetisierten DNA-Fragmenten mit Plotter-
Systemen oder Nanoliter-Dispensern (c, e), das es jedoch ermöglicht, auch längere, beispielsweise
durch PCR hergestellte DNA auf Chips zu immobilisieren. Nach erfolgter Hybridisierung von
Fluorophor-markierten cRNA- oder cDNA-Proben (f, g) wird das erhaltene Hybridisierungsmuster (h)
mit einem Fluoreszenz-Scanner ausgelesen.
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gebunden wird. Da auch die neu eingeführten Nucleotide
photolabile Schutzgruppen enthalten, lassen sich durch itera-
tive Wiederholung des Prozesses neue Muster und somit
zweidimensional strukturierte Oligonucleotid-Arrays herstel-
len. Beispielsweise wurde eine Anordnung aus 256 Octanu-
cleotiden auf einer Fläche von 1.3� 1.3 cm in 16 Reaktions-
cyclen innerhalb von vier Stunden synthetisiert.[7] Gegenwär-
tiger Stand der Fertigungsroutine sind Arrays, die mehr als
300 000 verschiedene DNA-Oligomere mit einer Länge von
bis zu 25 Nucleotiden enthalten. Die Verwendung dieser
GeneChip-Mikroarrays erfordert ein Mikrofluidsystem, einen
Fluoreszenz-Scanner sowie Steuer- und Auswertungssoftwa-
re, deren Gesamtkosten bei etwa 175 000 US-Dollar liegen.[2e]

Eine naûchemische In-situ-Synthese von Oligonucleotiden
auf Glasoberflächen wurde von der Arbeitsgruppe von
Southern entwickelt.[8] Mit einer schrittweise versetzbaren
Vorrichtung zum Aufbringen der Synthesereagentien auf
wenige Mikrometer groûe Flächen lassen sich Oligonucleo-
tid-Arrays herstellen, die ca. 2000 verschiedene Oligomere
aus 17 Nucleotiden (17mere) enthalten.[8h]

Eine Motivation zur Enwicklung von DNA-Mikroarrays
ergab sich aus den Bestrebungen innerhalb des Human-
Genom-Projektes, leistungsfähigere Varianten der Nuclein-
säure-Sequenzierung zu entwickeln. Als vielversprechender
Ansatz galt das ¹sequencing by hybridizationª[9] (SBH), das
die De-novo-Sequenzierung einer unbekannten Nucleinsäu-
resequenz durch Hybridisierungsanalyse ermöglichen sollte.
Dabei wird ein DNA-Array verwendet, das alle möglichen
65 536 (�48) Octanucleotide enthält. Im Laufe der Erprobung
zeichnete sich ab, daû die SBH mit unerwarteten Problemen
verknüpft ist, DNA-Arrays aber unmittelbar für die Analyse
der Genexpression[2c,e,f,m, 3] sowie für die Resequenzierung und
die Mutationsanalyse[2h] verwendbar sind. Die besondere
Stärke der Array-Analytik ergibt sich aus der hochredundan-
ten Messung vieler paralleler Hybridisierungsereignisse. Die-
se Redundanz, die ein hohes Maû an Nachweissicherheit
gewährleistet, bedeutet nicht die mehrfache Plazierung iden-
tischer Oligomersonden auf dem Chip, sondern daû viele
Sonden mit unterschiedlicher Sequenz für eine Ziel-Nuclein-
säure vorhanden sind.

Zur Analyse der Genexpression wird beispielsweise aus
verschiedenen Geweben die Gesamt-mRNA oder zur Ver-
besserung der Nachweisgrenze polyadenylierte RNA (poly-
(A)�-RNA) isoliert, die enzymatisch in cDNA überführt und
mit der Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reac-
tion, PCR) oder durch isotherme Amplifikation vervielfältigt
und z. B. mit Fluorophoren markiert wird. Das Probenmate-
rial wird am Mikroarray hybridisiert, das Oligomer-Sonden in
Form kurzer Oligonucleotide oder auch längerer cDNA-
Fragmente, z. B. PCR-Produkte, enthält, die zu den zu unter-
suchenden Genabschnitten komplementär sind. Eine experi-
mentelle Variante mit verbesserter Leistungsfähigkeit ist die
differentielle Expressionsanalyse (Schema 2). Hier werden
zwei zu vergleichende mRNA-Populationen mit verschiede-
nen Fluorophoren markiert, so daû deren Kompetition um die
festphasengebundenen Sonden über die Farbe direkt ab-
gelesen und als Aussage über die relative Stärke der Expres-
sion gewertet werden kann. Durch einen derartigen Vergleich
der Transkriptionsaktivität individueller Gene lassen sich

Schema 2. Differentielle Expressionsanalyse am Beispiel von Wirkstoff-
Effekten. Zellen werden ohne Wirkstoff (a) und in dessen Gegenwart
kultiviert (b). Die isolierte mRNA (c) wird amplifiziert und mit verschie-
denen Fluorophoren markiert (d). Eine Mischung der Nucleinsäureproben
wird am Mikroarray hybridisiert (e). Die Konkurrenz um die Chip-
gebundenen, komplementären Sondenmoleküle führt zur Bildung von
Mischfarben (f), symbolisiert durch unterschiedliche Häufigkeit der beiden
Markierungen, die mit einem Fluoreszenz-Scanner ausgelesen und quanti-
fiziert werden (g).

nicht nur Rückschlüsse ziehen, ob und wie externe Parameter
auf die zelluläre Genexpression wirken, auch fundamentale
Differenzierungs- und Wachstumsprozesse wie Mitose und
Meiose lassen sich untersuchen.[2k] Wegen des kleinen
Genoms wird gegenwärtig vor allem Hefe als eukaryotischer
Modellorganismus untersucht. Die baldige Verfügbarkeit
von Mikroarrays mit Sonden für alle ca. 100 000 mensch-
lichen Gene zeichnet sich jedoch ab.[2a] Sie werden die
Bedeutung des Expressions-Monitoring für die Pharma-
forschung noch weiter verstärken, da sowohl krankheits-
relevante Genprodukte als Angriffsorte von Wirkstoffen
aber auch die Wirkstoffeffekte selbst durch Hochdurchsatz-
Screening (high throughput screening, HTS) analysierbar
sind.[2i]
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Neben der mehr forschungsorientierten Expressionsanaly-
se gewinnt inzwischen auch die zweite Hauptanwendung von
Mikroarrays zunehmend an Bedeutung, die Analyse bereits
bekannter Nucleinsäuresequenzen, beispielsweise im Rah-
men eines Mutations-Screenings.[2h] Hierzu sind die Arrays so
aufgebaut, daû neben dem zur Zielsequenz vollständig
komplementären Oligomer auch entsprechende Homologe
vorliegen, in denen einzelne Basen ausgetauscht sind. Dies
führt zur Bildung charakteristischer Hybridisierungsmuster,
die sich einerseits zur Detektion mutierter Basen und an-
dererseits zur Erkennung unspezifischer Fehlhybridisierun-
gen eignen.[2h] Um eine möglichst effiziente Genotypisierung
vornehmen zu können, werden Mikroarrays entwickelt, die
das simultane Lesen von mehreren zehn- bis hunderttausend
Basen ermöglichen. Eine solche Hochdurchsatz-Analyse von
Punktmutationen (single nucleotide polymorphisms, SNPs)
ist neben Anwendungen in der Populationsgenetik[2l] und der
Identifizierung von Organismen auch in der klinischen
Diagnostik von Krebs[2g] und viralen Erkrankungen, z. B.
von AIDS,[2e] von gröûter Bedeutung, insbesondere für das
Konzept der ¹Pharmacogenomicsª.[2i] Das Lesen einzelner
Basenpositionen wird auch zur Resequenzierung hochvariab-
ler Genbereiche genutzt, wie sie beispielsweise im für Brust-
krebs verantwortlichen brca1-Gen vorkommen, von dem
mehr als 400 spezifische Mutationen bekannt sind.[2h]

So imponierend der technische Fortschritt bei der Array-
Herstellung auch ist, so ungeklärt sind noch diverse grund-
legende Fragen in diesem jungen Forschungsgebiet, beispiels-
weise die der Topologie DNA-funktionalisierter Oberflächen
und die nach den Details der an der Phasengrenze ablaufen-
den molekularen Wechselwirkungen. So wurde kürzlich eine
Reihe von Arbeiten zur Charakterisierung von DNA-Mono-
schichten publiziert, die durch Selbstorganisation aus end-
ständig Thiol-modifizierten Oligomeren auf Goldsubstraten
hergestellt wurden.[10] Neben klassischen Hybridisierungsex-
perimenten mit radioaktiv markierten Oligomeren wurden
hierzu auch Röntgen-Photoelektronenspektroskopie (x-ray
photoelectron spectroscopy, XPS),[10a] Neutronenrefle-
xion,[10b] Rasterkraftmikroskopie[10e, 10g] und elekrochemische
Methoden wie Cyclovoltammetrie[10c±f] eingesetzt. Dabei
wurden sowohl Informationen über die Beladungsdichte der
Oberflächen als auch Hinweise auf die Ausrichtung der DNA-
Stränge erhalten. Monoschichten aus einzelsträngigen Oligo-
meren liegen beipsielsweise horizontal auf der Oberfläche,
wodurch Mehrpunktkontakte gebildet werden,[10a,b] während
doppelhelicale Fragmente nahezu vertikal zur Festphase
orientiert sind.[10b,f] Interessanterweise lassen sich auch Einzel-
stränge aufrichten, indem die DNA-funktionalisierte Ober-
fläche mit kurzkettigen Thioalkanolen behandelt wird.[10a,b]

Grundlagenforschung mit Oligonucleotid-Arrays wird auch
von der Arbeitsgruppe von Southern ausgeführt,[2b, 8] bei-
spielsweise um die Auswirkung von Faktoren wie Gestalt,
Länge und Basenzusammensetzung der sich bildenden Dop-
pelhelices auf die Effizienz der Hybridisierung zu unter-
suchen.[8c±f] Auch sterische Effekte als Folge der Festphasen-
Belegungsdichte oder der Länge von Oligonucleotid- und
Spacer-Gruppen werden experimentell untersucht.[8g] Proble-
matisch ist, daû Schmelztemperatur und Sekundärstruktur
einer Nucleinsäure die Effizienz der Duplexbildung beein-

flussen,[8e] da es für die Mikroarray-Analytik sehr wichtig ist,
sequenzunabhängig einheitliche Signalintensitäten zu erhal-
ten. Lösungsansätze reichen von der Zugabe quartärer
Ammoniumsalz-Additive zum Hybridisierungspuffer,[11] dem
Einbau von Nucleotidanaloga in die Festphasen-gebundenen
Oligomere[12] bis hin zur semiempirischen Auswahl geeigneter
Sequenzabschnitte.[13] Diese Arbeiten sind für die experi-
mentelle Mikroarray-Technologie, aber auch darüber hinaus
relevant, beispielsweise für die Antisense-Technik. So wurde
mit Mikroarrays die sequenz- und längenabhängige Hybridi-
sierungseffizienz von annähernd 2000 Oberflächen-gebunde-
nen Oligomeren parallel untersucht, um Antisense-Oligonu-
cleotide für die effektive Bindung an mRNA auszuwählen[8h]

und um die Faltung von mRNA-Molekülen zu untersuchen.[8k]

In der Mikroarray-Analytik besteht ein groûes Interesse an
der technischen Weiterentwicklung sicherer und hochsensiti-
ver Detektionsmethoden, um beispielsweise auch geringste
Mengen von mRNA ohne die Notwendigkeit einer vorheri-
gen separaten Amplifikation noch analysieren zu können. In
der Array-Technik haben Fluorophore die bisher gebräuch-
lichen, hochempfindlich zu quantifizierenden Radionuclid-
Markierungen weitgehend abgelöst.[2d,e] Gegenwärtig verfüg-
bare Fluoreszenz-Scanner ermöglichen die Quantifizierung
von Sub-Attomol-Mengen eines Fluorophors bei einem
dynamischen Meûbereich von drei und mehr Dekaden.[2d]

Generell ist der Hybridisierungsnachweis auf Basis markier-
ter Nucleinsäuren jedoch mit Nachteilen verbunden, da nicht
nur sichergestellt sein muû, daû hochgradig homogen mar-
kierte Proben verwendet werden, sondern auch stringente
Waschschritte zur Abtrennung des nichtgebundenen Proben-
materials nach erfolgter Hybridisierung erforderlich sind.
Anstelle dieser Endpunktbestimmung wäre eine Echtzeit-
Hybridisierungsanalyse wünschenswert, um aus der sequenz-
und temperaturabhängigen Bindungskinetik einzelner Oligo-
mer-Sonden zusätzliche, für die Analytik nützliche Informa-
tionen zu erhalten. Als geeignete, markierungsfreie Detekti-
onsprinzipien werden beispielsweise optische[14] oder massen-
sensitive Methoden,[15] häufig in Kombination mit metalli-
schen Transducerschichten, untersucht. Wenngleich bislang
noch nicht ausreichend sensitiv, ist die Impedanzspektrosko-
pie[16] sehr attraktiv, da mit ihr die Vision des DNA-Chips mit
integrierter Auswertungselektronik realisierbar wäre. In die-
sem Zusammenhang sind die Arbeiten zur elektronisch
gesteuerten Hybridisierung[17] zu nennen, die jüngst erfolg-
reich zur SNP-Detektion eingesetzt wurde.[17d] Eine besonders
leistungsfähige Variante des markierungsfreien Auslesens
(read out) von Mikroarrays ist die Massenspektrometrie.[18]

Die Firma Sequenom entwickelte eine SNP-Analysemetho-
de,[18b] bei der Festphasen-gebundene Oligonucleotide nach
Hybridisierung mit Proben-DNA enzymatisch um eine Base
verlängert und die Reaktionsprodukte mit Matrix-assistierter-
Laserdesorptions/Ionisations-Flugzeit(MALDI-TOF)-MS
analysiert werden (Schema 3). Durch vollständige Automati-
sierung werden Tagesdurchsätze von ca 10 000 Proben
erreicht. Da mit MALDI-MS-Detektion das Molekularge-
wicht von DNA-Oligomeren auf wenige Einheiten genau
bestimmbar ist, läût sie sich auch für Sequenzierungen nach
der Sanger-Methode im Massenbereich bis ca. 20 kDa, was ca.
60 Nucleotiden entspricht, vorteilhaft einsetzen.[18c,d]
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Schema 3. Massenspektrometrische SNP-Analyse. Genomische DNA (a)
eines heterozygoten Probanden mit einer Punktmutation (G!A) wird
durch PCR amplifiziert, wobei eine Biotin-Markierung in das DNA-
Fragment eingeführt wird (b). Die DNA wird denaturiert und an einer
Streptavidin-beschichteten Festphase immobilisiert (c). Anschlieûend
erfolgt die Hybridisierung mit einer Oligonucleotidsonde (P), die un-
mittelbar vor der Stelle der Punktmutation bindet (d) und enzymatisch in
Gegenwart von Didesoxynucleotiden, die zum Kettenabbruch führen (ddC
und ddT), verlängert wird (e). Die durch MALDI-TOF-MS-Analyse der
Produkte erhaltenen, schematisch dargestellten Massenspektren zeigen
das Ergebnis eines gesunden Probanden (f) und eines kranken homozy-
goten Probanden (g) sowie das eines heterozygoten Probanden (h).

Die geradezu euphorische Aufbruchstimmung im Gebiet
der DNA-Mikroarrays ist wohl gleichermaûen auf die faszi-
nierenden biologisch-analytischen Möglichkeiten der For-
schung und auf die wirtschaftlichen Erwartungen im Bereich
der biomedizinischen Diagnostik und bei diversen industriel-
len Anwendungen zurückzuführen. Zwischen Wunsch und
Wirklichkeit liegen allerdings noch ernstzunehmende tech-
nische Hürden, die von der reproduzierbaren Chip-Herstel-

lung bis hin zur Nowendigkeit reichen, alle Tausende Hybri-
disierungen eines Chips unter identischen Bedingungen
durchführen zu müssen. Ihre gegenwärtige Grenzen findet
die Mikroarray-Analytik noch bei der Bestimmung von
Längenpolymorphismen repetitiver Elemente von Mikro-
und Minisatelliten-DNA, die in der Forensik und für Ver-
wandschaftsanalysen genutzt werden. Als Lösungsansatz
zeichnet sich massenspektrometrisches HTS ab.[18e] Zur
weiteren Sensitivitätsverbesserung der Array-Analytik könn-
ten die aktuellen Entwicklungen im Bereich der Einzel-
molekül-Nachweisverfahren oder auch Chip-basierte Ampli-
fikationsmethoden beitragen.[19] Um die volle Leistungsfähig-
keit dieser neuen Technologie zu nutzen, ist es allerdings
notwendig, die Rolle der Bioinformatik stärker als bisher zu
berücksichtigen. Wegen der gigantischen Datenmengen, die
bei den Array-Hybridisierungen anfallen, werden umfassende
Hard- und Software-Lösungen benötigt, mit denen sowohl
das Vorab-Design von Experiment und Chip als auch die
Analyse und Standardisierung der Ergebnisdaten bewerk-
stelligt werden kann, um sie beispielsweise im Rahmen der
industriellen Genomforschung[2k] nutzbar zu machen. Dies ist
besonders wichtig, wenn die nächsten Array-Generationen
tatsächlich mehrere Hundertmillionen Oligomersonden ent-
halten sollen.[2e] Als zusätzlicher Parameter erlangt die
gegenwärtig kaum berücksichtigte Rolle der Translation, also
der Abgleich von mRNA-Expressionsdaten mit der tatsäch-
lich vorliegenden Proteinausstattung einer Zelle, dem Pro-
teom, zunehmend an Bedeutung. Es bleibt daher abzuwarten,
ob die zukünftige Entwicklung von Protein-, Antikörper-[20]

oder Zell-Arrays[2a] helfen wird, Genom- und Proteom-
Forschung[21] zu korrellieren und zum Verständnis der ge-
samtzellulären Vorgänge beizutragen, damit die mehrdimen-
sionalen Zusammenhänge zwischen Genotyp und Phänotyp
aufgeklärt und vereinheitlicht werden können.
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