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Codierte Mikropartikel

N ach der Entschliisselung des Genoms wdchst nun der Wunsch,

Angewandte

Aus dem Inhalt

mehr molekulare Information aus immer kleineren Proben zu ge-

winnen. Derzeit vertraut man auf planare Testanordnungen, doch
die Qualitit der Ergebnisse variiert von Versuchssystem zu Ver-

suchssystem. Suspensionen codierter Mikrokiigelchen ergeben ho-

herwertige Daten, allerdings ist die auf diese Weise erhdltliche mo-

lekulare Information durch die Zahl unterscheidbarer Codes in ei-

ner Probe beschrinkt. Neue Synthesemethoden fiir codierte Partikel
konnten hier Abhilfe schaffen, aber bei der wachsenden Vielfalt an

neuen Technologien fillt die Auswahl nicht leicht. Dieser Aufsatz

widgt kritisch ab, ob die neuartigen codierten Partikel gut in Mehr-

fachanalysen abschneiden werden.

1. Einleitung

Die 2001 verkiindete vollstindige Sequenzierung des
menschlichen Genoms durch das Humangenomprojekt ver-
groBerte drastisch die Menge der fiir klinische Zielsetzungen
verfiigbaren biomolekularen Information. Planare Testan-
ordnungen sind derzeit wohl das populédrste Verfahren, um
Tausende von Analyten einzeln zu quantifizieren. Zu diesem
Zweck werden zweidimensionale Gitter von Sondenmole-
kiilen (Antikorper, Oligonucleotide, Wirkstoff-Kandidaten
usw.) auf Trigern abgeschieden, und jede Gitterposition zeigt
als Sonde das Vorliegen eines bestimmten Molekiils an. Zwar
eignet sich diese Methode gut fiir das Screening von Pro-
benanordnungen mit hoher Dichte, die Qualitit der Ergeb-
nisse und die Analysegeschwindigkeit werden aber stark von
den Eigenschaften der planaren Oberfldche eingeschréankt.
Dagegen gelingt mit automatisierten Immunassays schon
heute die schnelle Detektion kleiner wie gro3er Molekiile in
verschiedenen Konzentrationsbereichen, wobei kompetitive
und nichtkompetitive Varianten eingesetzt werden. Diese
Systeme nutzen moderne Stofftrennungsmethoden, um zwi-
schen gebundenen und freien Antigenen zu unterscheiden. In
vielen Systemen kommen dabei Latexmikrokiigelchen zum
Einsatz, mit denen Bindung und Abspaltung schnell verlau-
fen und die Trennschritte einfach sind.' In diesem Aufsatz
wigen wir ab, ob der Einsatz mikrometergrof3er Partikel auch
in Genomik, Proteomik und Wirkstoffentwicklung von
Nutzen ist.

Mikrokiigelchen bringen sowohl bei der Herstellung als
auch im Einsatz klare Vorteile gegeniiber planaren Testan-
ordnungen mit sich. Gleich ob man planare Gitter photoli-
thographisch oder automatisiert erzeugt — es konnen immer
nur vergleichsweise wenige Anordnungen gleichzeitig aufge-
baut werden, da jedes Sondenmolekiil einzeln an seiner Po-
sition in der Anordnung befestigt werden muss. Dagegen sind
Millionen von Mikrokiigelchen-Molekiil-Konjugaten auf
einmal erhéltlich — und das mit einer Reproduzierbarkeit, die
bei der Produktion von Mikroanordnungen undenkbar ist.
Viele Probleme planarer Testanordnungen ergeben sich
daraus, dass alle Sondenmolekiile unter denselben Bedin-
gungen aufgebracht werden miissen, obwohl die verwendeten
oberflichenchemischen Methoden nicht fiir alle gleicherma-

Angew. Chem. 2006, 118, 6250 — 6263

© 2006 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

1. Einleitung 6251
2. Die Aufgabe 6252
3. Optisches Codieren 6252
4. Chemisches Codieren 6256
5. Graphisches Codieren 6257
6. Elektronisches Codieren 6258
7. Physikalisches Codieren 6259
8. Lesen des Codes 6259
9. Zweidimensionale Anordnungen

optisch codierter Mikrokiigelchen 6260

10. Perspektiven von
Suspensionssystemen 6261

Ben geeignet sind. Dagegen konnen unterschiedliche Son-
denmolekiile an verschiedene Chargen von Mikrokiigelchen
gebunden werden, sodass die Bedingungen fiir jede Sonde
individuell optimierbar sind.

Eine bestimmte planare Testanordnung gibt oft die Art
der damit durchfiithrbaren Analysen bereits vor. Mikrokii-
gelchen sind flexibler: Das Testspektrum wird problemlos
variiert, indem man Mikrokiigelchen entfernt oder solche mit
anderen Sonden zusetzt. Die Geschwindigkeiten von Hy-
bridisierung und Bindung an planare Testanordnungen sind
durch die Diffusion zur Oberfliche begrenzt, die Bindung an
Mikrokiigelchen kann dagegen durch effizientes Mischen
beschleunigt werden. Die Empfindlichkeit planarer Testan-
ordnungen ist durch Variationen in den Eigenschaften ver-
schiedener Anordnungen oder sogar innerhalb ein und der-
selben Anordnung eingeschrinkt;? dieses Problem kann
durch den Einsatz von Mikrokiigelchen minimiert werden.
Mikrokiigelchen erleichtern die Trenn- und Waschschritte
oder machen diese gar iiberfliissig. Sie sind billig in grof3er
Zahl erhiltlich und eignen sich zur Untersuchung kleinster
Probenvolumina. Durch Einsatz vieler Mikrokiigelchen fiir
jedes Zielmolekiil eines Testsystems gelingt eine genaue sta-
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tistische Datenerhebung, die zu prizisen Ergebnissen fiihrt.
Der Hauptvorteil planarer Testanordnungen liegt darin, dass
Tausende einzelner Tests parallel ablaufen, doch seit einigen
Jahren bieten Suspensionen codierter Mikropartikel eine
Alternative.*”

In unserem Aufsatz teilen wir die codierten Mikropartikel
zunichst nach dem Codierungsmodus in Gruppen ein. Wo es
angebracht erscheint, gehen wir auf das Herstellungsverfah-
ren ein, denn dieses entscheidet dariiber, ob die Partikel fiir
Hochdurchsatzanwendungen infrage kommen. AnschlieBend
beschreiben wir die verschiedenen Verfahren zur Entschliis-
selung codierter Mikropartikel. Im letzten Abschnitt fassen
wir zusammen, welche Eigenschaften zum Erfolg herkdmm-
licher Mikrokiigelchen beigetragen haben, und geben einen
Ausblick auf zukiinftige Entwicklungen bei codierten Mi-
kropartikeln. Der englische Ausdruck ,,multiplex* wurde in
jingster Zeit schwammig verwendet; hier bezeichnet er
mehrfache Analysen im selben, ungeteilten Probenvolumen
zur selben Zeit.

2. Die Aufgabe

Werden zweidimensionale Testanordnungen (Abbil-
dung 1 A) bei Mehrfachanalysen (multiplexed assays) einge-
setzt, so sind die einzelnen Sondenmolekiile anhand ihrer
Position auf dem Gitter gekennzeichnet. Diese Identifizie-
rungsmethode wird als Positionscodierung bezeichnet. Mi-

Abbildung 1. A) Eine herkémmliche Mikroanordnung aus einem zwei-
dimensionalen Gitter von Erkennungsmolekiilen (Antikérper, Peptide,
Oligonucleotide etc.). Die Identitit der Molekiile ist durch ihre jeweili-
ge Position im Gitter bestimmt. B) In einem Suspensionssystem sind
die Erkennungsmolekiile an codierte Partikel gebunden (im Bild farb-
lich unterschieden). Die Identitit eines Erkennungsmolekiils wird
durch Lesen des Codes auf dem Partikel ermittelt.

krokiigelchen in Suspension kénnen sich dagegen frei bewe-
gen, sodass eine Positionscodierung ausgeschlossen ist.
Stattdessen muss jedes Mikrokiigelchen einen Code tragen,
der zeigt, welches Sondenmolekiil gebunden ist (Abbil-
dung 1B). Sind die Sonden eindeutig identifizierbar, so
konnen gebundene Zielmolekille in der gleichen Weise
identifiziert werden, als wiren sie an zweidimensionale An-
ordnungen gebunden. Codierte Mikropartikel konnen auch
als Festphase zum Aufbau kombinatorischer Bibliotheken
eingesetzt werden, bei dem vielféltige Produkte durch Ver-
kniipfung einzelner Bausteine in vergleichsweise kurzen Re-
aktionssequenzen erzeugt werden. In einer Mehrfachanalyse
ist der Codetyp festgeschrieben, doch fiir kombinatorisch-
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chemische Anwendungen ist gelegentlich eine aktive Codie-
rungsmethode vorzuziehen. Bei einer Split-and-mix-Synthese
folgen einzelne Partikel unabhingigen Wegen durch eine
Serie von Reaktionsbehéltern. Am Ende der Synthese ist an
jeden Partikel ein Produkt gebunden, dessen Identifizierung
aber zeitaufwéndig und technisch schwierig sein kann. Durch
aktives Codieren der Partikel in jedem Syntheseschritt wird
ihr Reaktionsweg erfasst, und so werden die gebundenen
Produkte ohne weitere Analyse identifiziert. Beispiele fiir
festes und aktives Codieren sind im Folgenden beschrieben.

3. Optisches Codieren
3.1. Optisches Codieren mit organischen Farbstoffen

Die meisten bekannten Suspensionssysteme bestehen aus
Polymermikrokiigelchen, die mit einem oder mehreren
Fluoreszenzfarbstoffen dotiert sind. Polystyrolmikrokiigel-
chen quellen in organischen Losungsmitteln, sodass die
Farbstoffmolekiile eindiffundieren konnen. Transferiert man
die Mikrokiigelchen anschlie3end in eine wissrige Losung, so
schrumpfen sie, und die Farbstoffmolekiile bleiben einge-
schlossen. Durch Einschluss von Farbstoffen mit unter-
schiedlichen Emissionsspektren und in unterschiedlichen
Konzentrationen (und damit Intensitdten) erhélt man Mi-
krokiigelchen mit eindeutigen spektralen Codes. Wie viele
Codes erzeugt werden konnen, ergibt sich aus der Zahl an
Farbstoffen und Intensititen nach der Formel C=N"" (C=
Anzahl der Codes, N = Anzahl der Intensitidtsniveaus und
m = Farbanzahl), aber in der Praxis begrenzen weitere Fak-
toren die Zahl an unterscheidbaren spektralen Codes. So
miissen die Farbstoffe mit dem Quellsolvens vertriglich sein,
und der Dotierungsprozess muss reproduzierbar gelingen;
dies wird umso schwieriger, je mehr Farbstoffe und Konzen-
trationen beteiligt sind. Auch kleine Unterschiede in Durch-
messer und Zusammensetzung der Mikrokiigelchen wirken
sich auf den Dotierungsprozess aus. Unterscheiden sich die
Anregungswellenldngen der Farbstoffe, so werden mehrere
Laser zur Anregung benotigt. Dadurch wird das Decodie-
rungsgeridt teurer, und Energietibertragungsphédnomene
(durch Strahlung oder auf anderen Wegen) kénnen das De-
codieren erschweren, falls die Spektren iiberlappen. Fiir eine
Mehrfachdetektion benotigt man einen Reporterfarbstoff,
dessen Emissionsprofil einen Teil des Spektrums iiberdeckt,
der dadurch nicht fiir das Codieren zur Verfiigung steht.

Mit organischen Farbstoffen codierte Mikrokiigelchen
sind Teil des xMAP-Fliissiganalysesystems von Luminex
Corp. (Austin, USA).B* Die 5.5-um-Kiigelchen sind mit zwei
Farbstoffen in zehn Konzentrationen codiert, sodass maximal
100 wunterschiedliche Mikrokiigelchenvarianten erhiltlich
sind (Abbildung 2A). Jeder Satz ist mit einem speziellen
Sondenmolekiil verkniipft, das die Spezifitdt der Mikrokii-
gelchen bei Mehrfachanalysen bedingt (Abbildung2B).
Zwar konnte dieses System den vollmundigen Versprechun-
gen zu Suspensionssystemen nicht anndhernd gerecht
werden, doch es war in vielfédltigen Mehrfachanalysen er-
folgreich, z.B. fiir humane Cytokine,'” HIV- und Hepatitis-
B-Serokonversion,!! Einzelnucleotidpolymorphismen
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Abbildung 2. A) Ein Suspensionssystem aus 100 Sitzen optisch co-
dierter Mikrokiigelchen. Im Bild sind die einzelnen Mikrokigelchensit-
ze in Form eines zweidimensionalen Gitters dargestellt, um Ahnlich-
keiten und Unterschiede zwischen Suspensionssystemen und planaren
Testanordnungen zu verdeutlichen. Jeder Mikrokiigelchensatz des Sus-
pensionssystems entspricht einem Sondenmolekiil in einer planaren
Testanordnung. Wihrend im zweiten Fall die Position ermittelt wird,
bestimmt man die Identit4t des Sondenmolekiils im ersten Fall durch
Lesen des Codes seines Mikrokiigelchens. B) Jeder Mikrokiigelchen-
satz eines Suspensionssystems trégt ein anderes Sondenmolekiil. Die
Momentaufnahme aus einem Immunassay zeigt die Oberfliche eines
einzigen Mikrokiigelchens: Detektor-Antikérper mit einer orange fluo-
reszierenden Markierung binden an Zielmolekiile (griin), die wiederum
von Sondenmolekiilen (Abfang-Antikérpern) auf der Mikrokiigelchen-
oberfliche festgehalten werden. (Mit freundlicher Genehmigung von
Luminex Corp.)

(single nucleotide polymorphisms, SNPs),"” Thyroidkonzen-
trationen,™ Kinasetests,'¥ Priifung auf zystische Fibrose,™
Allergietests,'® Infektionsdiagnose!'”! und die Detektion von
biologischen Kampfstoffen."®! Ein #hnliches System von
Becton Dickinson Biosciences (San Diego, USA) beruht auf
7.5-um-Kiigelchen, die mit unterschiedlichen Konzentratio-
nen eines Fluoreszenzfarbstoffs dotiert sind.'**! Ihr BD
Cytometric Array wurde fiir FACScan- und FACalibur-
Flusscytometer ausgelegt, es lésst sich aber auch mit jedem
anderen Cytometer kombinieren, das mit einem 488-nm-
Laser arbeitet und Emissionen bei 576 und 670 nm unter-
scheidet. Die Firma bietet viele Mehrfach-Immunassays an,
die aber samtlich auf weniger als zehn gleichzeitige Analysen
beschrénkt sind.

3.2. Mehrfachdetektion mit codierten Suspensionssystemen

Die Funktionsweise von Mehrfachanalysen in Suspension
sei anhand eines Beispiels aufgezeigt (Abbildung 3). Zwar
unterscheiden sich einige der im Folgenden vorgestellten
codierten Partikel deutlich von den hier verwendeten fluo-
reszierenden Polymermikrokiigelchen, in Hinblick auf prak-
tische Anwendungen miissen sie aber fiir einen &hnlichen
Versuchsaufbau geeignet sein. Kellar und Douglass"' nutzten
das Luminex-System bei Immunassays fiir acht unterschied-
liche Cytokine im Serum (8fach-Analyse). A) Unterschied-
liche Sitze von Mikrokiigelchen mit verschiedenen Abfang-
Antikorpern und Codes wurden in den Vertiefungen einer
Filterplatte zusammen mit der Probe suspendiert, sodass jede
Vertiefung etwa 2000 Mikrokiigelchen jedes Satzes enthielt.
Nach Inkubieren von Mikrokiigelchen und Probe auf einem
Schiittelapparat wurden die Vertiefungen durch Anlegen
eines Vakuums gewaschen, um nicht gebundene Cytokine zu
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Abbildung 3. Praktische Ausfithrung von Mehrfachanalysen mit einem
Suspensionssystem. Als Beispiel dient ein Immunassay von Kellar und
Douglas fiir acht Cytokine mit Luminex-Mikrokiigelchen."” A) Codierte
Mikrokiigelchen, die mit Abfang-Antikérpern konjugiert sind, werden
mit einer Probe gemischt, die unterschiedliche Cytokine enthilt. B) Die
Cytokine werden zwischen Abfang-Antikérpern und entsprechenden
biotinylierten Detektor-Antikérpern gebunden. C) Gebundene Detektor-
Antikérper werden mit Fluoreszenzreporter-Molekiilen verknupft.

D) Die einzelnen Mikroktigelchen passieren nacheinander die Senso-
ren eines Cytometers. E-G) Ein codiertes Mikrokiigelchen mit Repor-
termolekiilen passiert E) einen griinen Laser, der die Reportermolekiile
anregt, und G) einen roten Laser, der den Code anregt. (Mit freundli-
cher Genehmigung von Luminex Corp.)

entfernen. AnschlieBend wurde B) mit biotinylierten Repor-
ter-Antikorpern und C) mit fluoreszierenden Streptavidin-
Konjugaten inkubiert. Nach erneutem Waschen und Fixieren
wurde die Inhalt der Vertiefungen in ein Luminex-100-Cy-
tometer tberfiihrt, das die einzelnen Mikrokiigelchen nach-
einander mithilfe von zwei Lasern analysierte (Abbil-
dung 3D). Dabei wurden wenigstens 100 Exemplare aus
jedem Mikrokiigelchensatz untersucht. Bei &dhnlicher Re-
produzierbarkeit und Spezifitit war diese Mehrfachanalyse
schneller als ein ELISA-Test fiir eine einzige Substanz; dar-
iiber hinaus konnte eine groere Spanne von Cytokin-Kon-
zentrationen erfasst werden. Die Vorteile beziiglich Emp-
findlichkeit und/oder Konzentrationsbandbreite gegeniiber
ELISA wurden von anderen Arbeitsgruppen bestitigt.*2!]

Vor dem routineméBigen FEinsatz muss die Mehrfach-
analyse allerdings noch weiter entwickelt werden. Typische
Probleme ergeben sich aus Kreuzreaktivitdt und unspezifi-
scher Bindung; sie fallen umso schwerer ins Gewicht, je mehr
Analysen parallel ausgefiihrt werden. Mogliche Anwender
sollten sich daher bewusst sein, dass Mehrfachanalysen nicht
nur einer hinreichenden Codierungsfahigkeit bediirfen, son-
dern dass es auch darauf ankommt, mehrere Sondenmolekiile
in ein und demselben System aufzunehmen.
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3.3. Optisches Codieren mit photolumineszierenden
Nanopartikeln

Halbleiter-Quantenpunkte (quantum dots, QDs)** sind
photolumineszierende Nanopartikel, deren Abmessungen
den Bohrschen Radius des Excitons im entsprechenden
Mengenmaterial unterschreiten. Fiir sphirische CdS-Nano-
partikel liegt diese Grenze bei einem Durchmesser von we-
niger als 10 nm. Die Quanteneinschrinkung (quantum con-
finement) fiihrt zu einzigartigen optischen und elektronischen
Eigenschaften, durch die sich QDs von den entsprechenden
Atomen und Mengenmaterialien abheben, z. B. enge, tiber die
QD-Gr6Be abstimmbare Emissionsspektren  (20-30 nm
Halbwertsbreite) und die Moglichkeit, alle Farben mit einer
Wellenldnge anzuregen. Dank der schmalen Emissionsban-
den sind im sichtbaren Bereich (400-800 nm) 10-12 unter-
schiedliche Farben mit akzeptabler Uberlappung auflésbar.
Uberdies sind QDs leuchtkriftiger als Fluoreszenzfarbstoffe
und bestidndiger gegen Photozerstorung — und dadurch ideal
fiir das Codieren geeignet. Sie konnen wihrend der Synthese
in die Mikrokiigelchen eingebracht werden®?! oder wie
Fluoreszenzfarbstoffe beim Quellen in Losungsmitteln ein-
diffundieren.’*> Theoretisch wiren mit sechs Farben in
sechs Intensititen ungefihr 40000 unterscheidbare Codes
moglich, aber die Uberlappung bei den unterschiedlichen
Intensititen mindert diese Zahl erheblich. Auch diese
Mehrfachanalysen bendtigen einen Reporter, dessen Spek-
tralbereich beim Codieren ausgespart bleiben muss.

Kiirzlich erhohten Gao und Nie die Porositét kéduflicher
Mikrokiigelchen in einem organischen Solvens und lagerten
dann hydrophobe QDs in die Poren ein. Diese Methode lie-
ferte codierte Mikrokiigelchen mit zwei QDs unterschiedli-
cher Farbe in variierbaren Verhiltnissen. Insgesamt wurden
elf unterscheidbare Codes erhalten, die schnell in einem
Flusscytometer detektiert werden konnten.*!

Bei Quantum Dot Corp. wurde eine einfache Codie-
rungsmethode fiir Suspensionssysteme entwickelt (Abbil-
dung 4). Hydrophobe Trioctylphosphan(TOP)/Trioctylphos-
phanoxid(TOPO)-QDs wurden direkt auf der Oberfliche
von oligonucleotidfunktionalisierten Mikrokiigelchen adsor-
biert.” Zwei Farben in drei Intensitiiten lieferten neun ver-

Abbildung 4. Mit Halbleiter-QDs verschiedener Farbe in unterschiedli-
chem Verhiltnis codierte Mikrokuigelchen. QDs sind photolumineszie-
rende Nanopartikel, die gegeniiber Fluoreszenzfarbstoffen einige Vor-
teile haben: Alle Farben kénnen mit derselben Wellenliange angeregt
werden, die Emissionsspektren kénnen beeinflusst werden, und da die
Emissionsbanden schmal sind, werden mehr Farben im gleichen Spek-
tralbereich aufgelést. Zudem sind QDs leuchtkriftiger als die meisten
Fluoreszenzfarbstoffe und weniger empfindlich gegen Photozersts-
rung. (Mit freundlicher Genehmigung von Quantum Dot Corp.)

www.angewandte.de

© 2006 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

R. Wilson et al.

schiedene Spektralcodes, mit deren Hilfe bis zu zehn unter-
schiedliche SNPs identifiziert werden konnten. Entschliisse-
lung und Detektion erfolgten noch in einem Flusscytometer,
aber Quantum Dot Corp. setzt fiir zukiinftige quantitative
Hochdurchsatz-Mehrfachanalysen auf Bildgebungssysteme
wie Mosaic Q1000, das in Zusammenarbeit mit Matsushita/
Panasonic entwickelt wurde (siche Abschnitt 8.2).

3.4. Mikrokiigelchen mit Geddchtnis

Mikrokiigelchen konnen auch durch Abscheiden von
Fluoreszenzfarbstoffen oder fluoreszierenden Nanopartikeln
auf ihrer Oberfldche codiert werden. Codierungsmethoden
fiir Split-and-mix-Bibliotheken beruhen oft auf dem kova-
lenten Ankniipfen einer detektierbaren Gruppe an die Mi-
krokiigelchen in jedem Syntheseschritt (chemisches Codie-
ren). Beispiele fiir chemische Markierungen sind Fluores-
zenzfarbstoffe,*” Nucleinsauren,® sekundire Aminogrup-
pent® und Halogenarene. Leider wirken sich viele codie-
rende Gruppen auf die Synthese der Verbindungen aus, und
die Entschliisselungsverfahren sind oft teuer, aufwandig und
kaum automatisierbar. Gallop und Mitarbeiter’™! erzeugten
eine Bibliothek aus ungefihr einer Million Heptapeptidse-
quenzen auf 10-um-Kiigelchen, die sie mit Oligonucleotiden
codierten. Fiir jede zusitzliche Aminosédure in der Peptidse-
quenz wurden zwei weitere Basen an die codierenden Oli-
gonucleotide angefiigt. Die Bibliothek wurde mit markierten
Antikorpern durchmustert; stark fluoreszierende Mikrokii-
gelchen wurden daraufhin mit einem Flusscytometer erkannt,
in PCR-Ro6hrchen tiberfiihrt, und die Oligonucleotide, die an
die einzelnen Mikrokiigelchen gebunden waren, wurden
durch die Polymerasekettenreaktion (polymerase chain re-
action, PCR) vervielfiltigt. Die folgende Sequenzierung
zeigte, welche Peptide iiber hohe Affinititen fiir die Anti-
korper verfiigten. Diese Methode empfiehlt sich nur, wenn
wenige Treffer zu erwarten sind, denn es ist aufwindig, die
Mikrokiigelchen in einzelne PCR-Ro6hrchen zu tiberfiihren,
und die Vervielfdltigung und Sequenzierung der Oligonuc-
leotide kosten Zeit.

Peptide konnen mit Oligonucleotiden codiert werden, da
sich die Synthesemethoden fiir beide Verbindungsklassen
nicht tiberschneiden, aber bei anderen Polymeren konnte dies
komplizierter sein. Trau und Mitarbeiter erdachten eine viel
einfachere aktive Codierungsmethode, um Mikrokiigelchen
in einer kombinatorischen Split-and-mix-Synthese zu verfol-
gen.* " Sie synthetisierten ihre Verbindungen auf ungefihr
100 pm groBen Trager-Mikrokiigelchen und codierten diese
wiederum mit kleineren Mikrokiigelchen (0.2-5.0 um
Durchmesser), die mit Fluoreszenzfarbstoffen dotiert waren.
Bei jedem Reaktionsschritt wurden die Tréger-Mikrokiigel-
chen mit den kleinen Mikrokiigelchen gemischt, die fiir den
jeweiligen Reaktionsschritt codierten. Die codierenden Mi-
krokiigelchen waren mit Polyelektrolyten iiberzogen, um ihre
Haftung auf den Trdger-Mikrokiigelchen zu verbessern. In
jedem Schritt wurden zwischen 50 und 400 codierende Mi-
kroktiigelchen angelagert, und am Ende der Synthese konnte
aus diesem Code abgelesen werden, welche Reaktionen an
den einzelnen Trager-Mikrokiigelchen abgelaufen waren.
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Ein Vorteil dieses Ansatzes besteht darin, dass durch ef-
fizienten Einsatz vergleichsweise weniger Fluoreszenzfarb-
stoffe eine groe Menge an Information auf die Mikrokii-
gelchen iibertragen wird. Um dies aber nutzbar zu machen,
miissten die Position und das Spektrum der codierenden
Mikrokiigelchen auf den Tréger-Mikrokiigelchen bekannt
sein. Trau und Mitarbeiter adsorbierten dafiir in jedem Syn-
theseschritt einer kombinatorischen Bibliothek aus 100 Tri-
peptiden verschiedene Kombinationen von 20 unterschiedli-
chen codierenden Mikrokiigelchen auf Trager-Mikrokiigel-
chen.™ Nach drei Schritten waren die Triger-Mikrokiigel-
chen mit Mikrokiigelchen unterschiedlicher Farbe in ver-
schiedenen Verhiltnissen codiert, sodass die gebundenen
Produkte ohne weitere Analyse identifiziert werden konnten.

Allein dadurch, dass ein geeignetes Codierungsverfahren
gefunden wurde, dndert sich freilich nichts an der Vorge-
hensweise beim Durchmustern kombinatorischer Bibliothe-
ken. Bei der Festphasensynthese der Verbindungen einer
Bibliothek kann es immer noch zu Artefakten kommen, die
falsche Treffer zur Folge haben. Dieses Problem wird mit
zunehmender Bibliotheksgrofe immer gravierender. Nicht
einmal Standardverfahren der Peptidchemie liefern reine
Produkte, und weniger spezielle Methoden konnen noch weit
schlechtere Ergebnisse zeitigen.

3.5. Mikrokiigelchen mit Nanostruktur

Van Blaaderen und Vrij entwarfen Mikrokiigelchen,
deren Siliciumoxidkerne von konzentrischen Schalen mit
dem Fluoreszenzfarbstoff Fluoresceinisothiocyanat (FITC)
umgeben waren.”® Spiter erhielten Trau und Mitarbeiter
dhnliche Mikrokiigelchen, in denen sich bis zu sechs Schalen
verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe mit nichtfluoreszieren-
den Siliciumoxidschalen abwechselten (sieche Abschnitt 7,
,.physikalisches Codieren“).” Befinden sich Farbstoffmole-
kiile mit iiberlappenden Anregungs- und Emissionsspektren
in rdumlicher Nihe zueinander, so kann ein resonanter
Energietransfer zu komplizierten Emissionsspektren fiithren.
Man kdnnte versuchen, zusitzliche Informationen aus diesem
Effekt zu gewinnen, es ist aber auch denkbar, dass er die
Entschliisselung des Mikrokiigelchencodes schlicht er-
schwert. Der resonante Energietransfer nimmt mit der
sechsten Potenz des Abstands ab, und daher wird er unter-
driickt, wenn man die verschiedenen Farbstoffmolekiile in
separate Schalen platziert.

Die Mikrokiigelchen von Van Blaaderen und Vrij wurden
zwar mit zunehmender Schalenzahl instabiler, aber Farbstoffe
konnen auch mit anderen Methoden in separaten Schalen
angeordnet werden. Caruso und Mitarbeiter erhielten co-
dierte Mikrokiigelchen mit konzentrischen Schalen aus bis zu
drei Fluoreszenzfarbstoffen,® indem sie entgegengesetzt
geladene Polymere (Polyelektrolyte) schichtweise auf Mi-
krokiigelchen abschieden; die Farbstoffe waren dabei kova-
lent an eines der Polymere gebunden. Abschlieend wurden
Antikorper auf der Oberfldche adsorbiert, sodass die Mi-
krokiigelchen als Markierungen in Festphasen-Immunassays
einsetzbar waren. Mit derselben Vorgehensweise erhielten
die Autoren Mikrokiigelchen mit Halbleiter-QDs"*!! und
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Lanthanphosphat-Nanopartikeln (LPNPs) an der Oberfld-
che.®”) LPNPs sind #hnlich groB wie QDs, aber ihre Photo-
lumineszenz wird durch die Materialeigenschaften bestimmt,
und nicht durch eine groBenabhidngige Bandliicke. Sie
zeichnen sich durch hohe Quantenausbeuten und Bestédn-
digkeit gegen Photozerstorung aus. Dotieren mit unter-
schiedlichen Seltenerdmetallionen é&ndert ihre Emissions-
wellenldnge; auflerdem kann mit derselben Wellenlédnge
mehr als eine Farbe angeregt werden. Caruso und Mitarbeiter
iiberzogen Mikrokiigelchen mit Schichten aus Zweifarben-
mischungen und brachten diese als Markierungen in Bio-
erkennungstests ins Gespréach.

3.6. Zeitauflésende Entschliisselung optischer Codes

Wenn das Anregungsspektrum eines Lumineszenzfarb-
stoffs (des Acceptors) mit dem Emissionsspektrum eines
weiteren Lumineszenzfarbstoffs (des Donors) iiberlappt,
kann der resonante Energietransfer auch zum Verlust co-
dierter Information fiithren. Bei tiberlappenden Spektren mit
unterschiedlichen Lumineszenzabklingdauern kann eine
Anderung des Acceptor-Donor-Verhiltnisses aber die Ab-
klingdauern beider Farbstoffe modulieren. Dieses Phinomen
kann zum Codieren von Mikrokiigelchen oder Nanopartikeln
genutzt werden. Als Erste nutzten es Keij und Steinkamp, als
sie Luminex-Mikrokiigelchen mit einem orangefarbenen und
einem roten Farbstoff in variierendem Verhiltnis dotierten.*
Die Luminex-Mikrokiigelchen waren nicht ideal fiir diese
Aufgabe, doch die Forscher konnten immerhin 13 ihrer 20
Mikrokiigelchen durch Messung der Gesamtemissionsinten-
sitit und der durchschnittlichen Lumineszenzabklingdauer
unterscheiden. Eine wohl bessere Dotierungsmethode fiir
Mikrokiigelchen geht von zwei Farbstoffen mit dhnlichen
Spektren, aber deutlich abweichenden Lumineszenzabkling-
dauern aus. Kiirner et al. synthetisierten Nanopartikel mit
einem Rutheniumkomplex als Donor und Cyaninfarbstoffen
als Acceptoren.! Erhohen der relativen Acceptorkonzen-
tration verkiirzte die Lumineszenzabklingzeit des Donors
und verldngerte diejenige des Acceptors. Mithilfe dieser Va-
riationsmethode konnten Nanopartikel, die mit dem Metall-
komplex und vier verschiedenen Cyaninfarbstoffen dotiert
waren, anhand ihrer Emissionswellenlédnge und der Fluores-
zenzabklingdauer des jeweiligen Acceptors unterschieden
werden. Ein Vorteil der Methode besteht darin, dass alle
Farben des Cyaninfarbstoffs bei derselben Wellenldnge an-
regbar sind. Auf diese Weise codierte Suspensionssysteme
sollten an Bedeutung gewinnen, denn CompuCyte Corp.
(Cambridge, USA) hat Laserscan-Cytometer auf den Markt
gebracht, die Fluoreszenzabklingdauern ermitteln konnen.

3.7. Weitere optische Codierungsmethoden

Zum Codieren von Mikrokiigelchen in Suspensionssys-
temen sind Lumineszenzfarbstoffe und Nanopartikel derzeit
am beliebtesten, doch auch Alternativen werden erforscht.
Fenniri und Mitarbeiter synthetisierten Harze mit 24 unter-
scheidbaren IR- und Raman-Codes durch Copolymerisation
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von Styrol- mit Alkylstyrol-Monomeren.*! Da sich diese
Harze chemisch dhnlich wie Trdger in Festphasensynthesen
verhielten, eigneten sie sich zum Codieren kombinatorischer
Bibliotheken.

Die Raman-Spektroskopie diente bislang vorrangig zur
Strukturanalyse, wéihrend ihr Wert fiir hochempfindliche
Detektion eher gering eingeschétzt wurde. Doch die Signal-
intensitdt kann sich um viele GroBenordnungen erhohen,
wenn 1) sich ein Molekiil nahe einer rauen Metalloberfldche
befindet (z.B. kolloidalem Silber) und 2) die Einstrahlwel-
lenlédnge mit dem Molekiil und dem Metallplasmon resoniert.
Leider ist die oberflichenverstirkte Resonanz-Raman-
Spektroskopie (surface-enhanced resonant Raman spectros-
copy, SERRS) empfindlich gegen jegliche Storung der An-
lagerung der Molekiile an die Metalloberfléche. Doering und
Nie losten dieses Problem, indem sie Farbstoffmolekiile in
eine Siliciumoxidschale einbetteten, die ein Goldnanoparti-
kel umschloss. Die Raman-Spektren wurden dadurch um das
108-10'"*fache verstirkt.*! Sie schlugen vor, dass durch Ein-
satz mehrerer Farbstoffe eine Codierung moglich sei, doch He
et al. wiesen darauf hin, dass ein Raman-Spektrum mit An-
teilen vieler Farbstoffe infolge Uberlappung schwer zu ent-
schliisseln sein diirfte.”!

Auch Mirkin und Mitarbeiter nutzten die Raman-Spek-
troskopie zur Mehrfachdetektion.*”! Sie verkniipften farb-
stoffmarkierte Oligonucleotide mit Goldnanopartikeln und
setzten diese in Mikrokiigelchen-Analysesystemen ein. Jeder
Goldnanopartikel-Satz trug eine unterschiedliche Oligonu-
cleotidsequenz und war anhand einer bestimmten Kombina-
tion von Fluoreszenzfarbstoffen erkennbar. In Mehrfachana-
lysen wurden die Zielsequenzen zwischen Abfang-Oligonu-
cleotiden, die an 300-um-Siliciumoxidmikrokiigelchen gebun-
den waren, und den codierten Goldnanopartikeln ,,eingekeilt“.
Um die Raman-Spektren der gebundenen Markierungen zu
verstdarken, wurde Silber — katalysiert durch die Goldnano-
partikel — auf den Mikrokiigelchen abgeschieden.

Oxonica plc (Kidlington, GroBbritannien) entwickelt
einen dhnlichen Ansatz mit Benzotriazol-Farbstoffen und
Silbernanopartikeln, die in Polymermikrokiigelchen einge-
schlossen sind. Die Mikrokiigelchen konnten als empfindliche
Markierungen, aber moglicherweise auch als Tragermaterial
in Mehrfachanalysen Einsatz finden. Photonische Kristalle
mit gut ausgeprigten optischen Eigenschaften entstehen
durch elektrochemisches Atzen von Silicium. Auf einer Sili-
ciumoberfliche erzeugten Sailor und Mitarbeiter photoli-
thographisch erhabene quadratische Strukturen, die sie durch
periodisches elektrochemisches Atzen in photonische Kris-
talle umwandelten.” Die Strukturen wurden mithilfe eines
Strompulses vom Substrat abgelost und mechanisch oder
durch Ultraschallbehandlung in Partikel zerteilt, die tiberaus
scharfe Reflexionslinien (ca. 11 nm Halbwertsbreite) im
Sichtbaren und im IR-Bereich zeigen. Die Linienlage 14sst
sich iiber die Bedingungen des Atzprozesses einstellen, und
ein Partikel kann mehr als eine Linie ergeben. Theoretisch
lassen sich auf diese Weise Tausende von Codes erzeugen,
doch dies wiirde voraussetzen, dass alle Atzbedingungen
exakt kontrollierbar sind. Mithilfe dieser Partikel konnte
zwischen den Albuminen zweier verschiedener Spezies in
einem Mehrfach-Immunassay unterschieden werden.
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Die elastische Streuung an Mikrokiigelchen kann ver-
starkt werden, indem man diese mit Metallnanopartikeln
iberzieht. Siiman et al. codierten Mikrokiigelchen mit Gold-
oder Silbernanopartikeln; anschlieBend bildeten sie Konju-
gate aus den Kiigelchen und Antikorpern, die spezifisch auf
verschiedene Untergruppen weifler Blutkorperchen reagie-
ren.) In Vollblut banden mehrere Mikrokiigelchen an die
einzelnen Zellen, die darauthin in einem Flusscytometer
identifiziert und gezdhlt werden konnten.

4. Chemisches Codieren

Schon im vorigen Abschnitt wurde eine Codierungsme-
thode fiir kombinatorische Bibliotheken beschrieben, die sich
der hohen Informationsspeicherkapazitit von Nucleinsiduren
bedient. Mirkin und Mitarbeiter nutzten Nucleinsdurecodes
fiir Mehrfachanalysen von Biomolekiilen. Thre Bio-Strich-
codes sind Nano- oder Mikropartikel, die Erkennungsmole-
kiile wie Antikoérper oder Oligonucleotide tragen, als Code
dienen DNA-Oligonucleotide. Zielmolekiile werden zwi-
schen Sondenmolekiilen an magnetischen Mikrokiigelchen
und den Bio-Strichcodes eingekeilt (Abbildung 5). Die ma-
gnetischen Mikrokiigelchen werden samt den angekniipften
Bio-Strichcodes mithilfe eines Magnetfelds von der Losung
getrennt und gewaschen; anschlieBend werden die Oligonu-
cleotidcodes freigesetzt und detektiert. Dieses Verfahren hat
seine hohe Empfindlichkeit in Immunassays mit einzelnen
Analyten unter Beweis gestellt,"”) es kann aber auch zur
Mehrfachdetektion verwendet werden, wenn die Oligonu-
cleotidcodes an einer planaren Testanordnung analysiert
werden.P!! Bio-Strichcodes sind in groBem MaPstab zuging-
lich, und ihre Leistungsfihigkeit fiir die Analyse von Bio-
molekiilen steht auler Frage, doch die Entschliisselung mit

i

Abbildung 5. Als Biocodes bezeichnet man Nano- oder Mikropartikel,
die mit Erkennungsmolekiilen konjugiert und mit Oligonucleotiden co-
diert sind. A) ,,Sandwich“-Immunassay von Biocodes (Au) und magne-
tischen Mikrokiigelchen (Fe,O;). B) Die magnetischen Mikrokiigelchen
und die angebundenen Biocodes werden abgetrennt und gewaschen;
anschlieBend werden die codierenden Oligonucleotide freigesetzt.

C) Die freien Oligonucleotide werden mit einer planaren Testanord-
nung analysiert. Die Konzentrationen der Zielmolekile in der ur-
spriinglichen Probe ergeben sich aus den Positionen und Punktdichten
nach der Bindung der Oligonucleotide durch Hybridisierung.

o = i
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einer planaren Testanordnung ist schwieriger und zeitinten-
siver als die Hochdurchsatzdetektion in einem Flusscytome-
ter. Es konnen ungefihr so viele Codes identifiziert werden
wie Zip-Codes mit einem universellen Analysesystem." Sind
Goldnanopartikel die Reporter, so kann man die Anord-
nungen mit Silber anfirben und mit billiger Ausriistung
analysieren, aber diese Vorgehensweise verspricht bestenfalls
qualitative Ergebnisse.

5. Graphisches Codieren

Bei den in Abschnitt 3 beschriebenen Decodierungsme-
thoden wird ein komplexes optisches Signal in seine Kom-
ponenten zerlegt. Beim Entschliisseln eines graphischen
Codes wird dagegen ein zweidimensionales Muster gelesen.
Supermarkt-Strichcodes sind ebenso ein Beispiel hierfiir wie
der Text auf dieser Seite. In Gldsern eingeschlossene Selten-
erdmetallionen haben enge Emissionsspektren im sichtbaren
Bereich (Banden mit 10-20 nm Halbwertsbreite). Mehrere
Farben konnen mit derselben UV-Wellenldnge angeregt
werden, und die Proben sind unempfindlich gegen Photo-
zerstorung. Mikrostrichcodes (Abbildung 6 A) koénnen er-

Abbildung 6. Glasstibchen mit Streifen aus photolumineszierenden
Seltenerdmetallionen. Alle Farben dieser Mikrostrichcodes kénnen bei
derselben Wellenlinge angeregt werden, und ihr Material ist robust
und oberflichenchemisch manipulierbar. Allerdings sind sie etwa
zehnmal so grof} wie gewdhnliche Mikrokiigelchen, und ihre Dichte ist
2.5-mal so hoch. Mit den bislang beschriebenen Herstellungsverfahren
wiirde es etwa einen Monat dauern, so viele Mikrostrichcodes zu ferti-
gen wie Mikrokiigelchen in einem Milliliter einer kommerziell erhiltli-
chen Suspension enthalten sind. (Mit freundlicher Genehmigung von
Corning, Inc.)

halten werden, indem man mit Seltenerdmetallionen dotierte
Glasblocke in der gewiinschten Reihenfolge aneinanderfiigt,
schmilzt und das Produkt als 100 pm breites und 20 um hohes
Faserband auszieht.’® Das Faserband wird mit einer Ge-
schwindigkeit von 5 mms™" in 20-um-Segmente zerteilt. Bei
dieser Geschwindigkeit wiirde man etwa einen Monat beno-
tigen, um ebensoviele Mikrostrichcodes zu erhalten, wie Mi-
krokiigelchen in einem Milliliter einer kommerziell erhaltli-
chen Suspension vorliegen. Die Zahl an Codes C berechnet
sich nach C=N°/2; N bezeichnet die Zahl der Farben, s die
Streifenzahl. Mindestens vier Farben konnen voneinander
und von Fluoreszenzreportern unterschieden werden. Die
Mikrostrichcodes haben eine relative Dichte von 2.5 in Bezug
auf Wasser, sie sind chemisch bestdndig und konnen mithilfe
von Silanchemie mit Sondenmolekiilen funktionalisiert
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werden. In einer Mehrfachanalyse wurden bereits Human-
und Mikroben-DNA erkannt, und in der Folge wurden Mi-
krostrichcodes mit groBerem Codierungspotenzial entworfen
(Abbildung 6B).

FEine zweite graphische Codierungsmethode nutzt ge-
streifte Metallnanostdbe (Nanostrichcodes), die durch stu-
fenweise elektrochemische Abscheidung von Metallen wie
Gold und Silber in mesopordsen Aluminiumoxidtemplaten
zuginglich sind.”*" Pro Quadratzentimeter Templat kénnen
auf diese Weise binnen weniger Stunden ebensoviele Nano-
stibe produziert werden, wie Mikrokiigelchen in 10 mL einer
kommerziell erhéltlichen Suspension enthalten sind. Die mi-
krometergroflen Streifen konnen anhand des unterschiedli-
chen Reflexionsgrades der Metalle unterschieden werden.
Werden Gold-Silber-Nanostibe bei 405 nm bestrahlt, so er-
scheinen die Silberstreifen deutlich heller als die Goldstreifen
(Abbildung 7 A). Die Gesamtzahl moglicher Codes berech-

Abbildung 7. Graphische Codes: A) Gestreifte Metallnanostibe (Nano-
strichcodes) aus abwechselnden Gold- und Silberstreifen nach Anre-
gung bei 405 nm. Der scheinbar unterschiedliche Durchmesser erklart
sich dadurch, dass die Silbersegmente stark reflektieren, die Goldseg-
mente dagegen nur schwach. Metallnanostibe sind etwa so grof3 wie
Mikrokiigelchen und kénnen in ausreichender Menge fiir Suspensions-
systeme erhalten werden. lhre sehr hohe Dichte wiirde aber ein starkes
Riithren erforderlich machen, um sie bei Biomolekiilanalysen in Sus-
pension zu halten, was empfindliche Biomolekiile und/oder die Nano-
stabe beschadigen konnte. (Mit freundlicher Genehmigung von Nano-
plex Technologies.) B) Aluminiumstidbchen mit Lochmustern unter
einem Lichtmikroskop. Die Stibchen sind gréfer als iibliche Mikrokii-
gelchen, aber wegen der nur etwa 2.5-mal héheren Dichte muss weni-
ger stark gerithrt werden als fiir Gold-Silber-Nanostibe. SmartBead
Technologies bietet derzeit das einzige Mehrfachanalysesystem mit
graphischem Code an. (Mit freundlicher Genehmigung von SmartBead
Technologies Ltd.) C) ,ImageCodes*: Bei dhnlicher Dichte sind diese
Polymerplattchen mit Lochmuster-Codes etwa zehnmal so grof wie
gewdhnliche Mikroktigelchen, sie kénnen aber wohl noch verkleinert
werden. Die L-fsSrmige Lochanordnung am Rand dient als Koordinaten-
system beim Decodieren, das innere Muster identifiziert die einzelnen
Plattchen.

net sich analog wie fiir die Mikrostrichcodes (siche oben). Die
Streifen miissen fiir eine ausreichende Auflosung etwa
500 nm breit sein (siche aber auch Lit.[57]), und daher
konnen 5-um-Stdbchen aus maximal 10 Streifen bestehen,
was bei zwei Metallen einer Gesamtzahl von 528 Codes ent-
spricht. Verldngern der Stdbchen oder die Einfithrung wei-
terer Metalle (Pt, Pd, Ni, Co, Cu) sollte die Codezahl ver-
groflern, doch einige Metalle sind in Reflexionsmessungen
nicht detektierbar, und nicht alle Metalle lassen sich so leicht
mit Sondenmolekiilen funktionalisieren wie Gold und Silber.
Die Stdabchen konnen lichtmikroskopisch mithilfe von Mus-
tererkennungssoftwarel®® unterschieden werden, und gebun-
dene Zielmolekiile werden durch einen Fluoreszenzfarbstoff
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angezeigt. Die relativen Dichten von Gold und Silber ge-
geniiber Wasser betragen 19.3 bzw. 10.5, sodass kriftig ge-
rithrt werden muss, um die Metallnanostidbe in Suspension zu
halten, doch unter diesen Bedingungen konnen sich die
Stéabchen verbiegen oder an den Metall-Metall-Grenzfldchen
auseinanderbrechen. Zwar ist jedes Templat bei einer Syn-
these auf einen bestimmten Code festgelegt, nichts spricht
jedoch gegen die Synthese mehrerer unterschiedlicher Stéb-
chen in parallelen galvanischen Bédern. Gestreifte Metall-
nanostdbe von Nanoplex Technologies, Inc. wurden in einem
Mehrfach-Immunassay mit zwei Analyten eingesetzt,*! und
sie konnten sich auch als versteckte Markierungen bewéhren,
die authentische von gefilschten Produkten unterscheiden.”!

Bei SmartBead Technologies Ltd (Cambridge, GroBbri-
tannien) wurde ein graphisches System mit codierten Alu-
miniumstdbchen entwickelt (relative Dichte 2.7), die mithilfe
von Standardtechniken der Halbleitermikroproduktion her-
gestellt werden.”®! Pro 7.6-cm-Scheibe erhilt man ungefihr
zwei Millionen 100 x 10 x 1-um-Stédbchen — genug fiir 1000
Analysen. Der Code liegt in Form eines Lochmusters vor
(siche Abbildung 6B), sodass theoretisch Millionen unter-
schiedlicher Codes moglich sind. Durch oberflichenchemi-
sche Methoden werden Sondenmolekiile an den Stédbchen
befestigt, und gebundene Zielmolekiile werden durch Fluo-
reszenzfarbstoffe angezeigt. Die Mehrfachanalysen werden
auf 96er-Filterplatten mit vollautomatischem Fliissigkeits-
transport- und Bildgebungssystem ausgefiihrt. UltraPlex
wurde von SmartBead mit Blick auf GroBkunden wie Kran-
kenhéduser am Autoimmundiagnostik-Markt eingefiihrt. Eine
Version, die als Grundlage fiir die Entwicklung &hnlicher
Mehrfachanalysen genutzt werden kann, ist nicht geplant,
doch Lizenzen fiir nichtkonkurrierende Anwendungen sind
erhiltlich. De Smedt und Mitarbeiter vermieden Probleme
der hohen Dichte von Metallpartikeln durch den Einsatz
fluoreszierender Polymermikrokiigelchen, auf denen sie
mithilfe von konfokaler Rastermikroskopie Muster erzeug-
ten.”! Einige ihrer Codes waren wie makroskopische
Strichcodes aus Reihen von Strichen und Leerrdumen auf-
gebaut, doch der Codierungsprozess ist extrem langsam, und
zum Decodieren miissen die Mikrokiigelchen genau in eine
bestimmte Anordnung gebracht werden.

3D Molecular Sciences Ltd (Cambridge, GroBbritannien)
entwickelten ein System aus Polymerpartikeln, die durch
Lochmuster codiert wurden (Abbildung 7 C)."™"! Sie erhielten
diese ,,ImageCodes* durch optisches Brennen eines Musters
in Scheiben eines negativen Photoresists mithilfe von UV-
Licht und einer Maske. Die ImageCodes mafien 500 x 300 x
25 um bei einer vergleichbaren Dichte wie bekannte Mikro-
kiigelchen. Die Zielmolekiile wurden durch einen Fluores-
zenzfarbstoff angezeigt. Mithilfe von Mustererkennungssoft-
ware konnten einige Tausend Partikel gleichzeitig decodiert
werden.

6. Elektronisches Codieren
Radiofrequenzsignale wurden von zwei Arbeitsgruppen
ungefédhr zeitgleich zum Codieren kombinatorischer Biblio-

theken eingefiihrt.*?l In einem Fall wurde eine 8 x 1 x 1 mm
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grofie Halbleiter-Speichereinheit, die das Aufzeichnen, Spei-
chern und Wiedergeben von Radiofrequenzsignalen ermog-
licht, in einen chemisch inerten pordsen Behilter einge-
schlossen, der daneben Polymermikrokiigelchen als Triger
fir die Festphasenreaktionen enthielt.”” Die Behilter
wurden zunidchst in Gruppen aufgeteilt, und jede Gruppe
wurde durch ein Radiofrequenzsignal fiir denjenigen Bau-
stein codiert, der an die Mikrokiigelchen gekuppelt werden
sollte. Nach der Zugabe des Bausteins wurden die Gruppen
fiir gemeinsame Operationen wie Waschen, Trocknen und
Entschiitzen vereinigt. AnschlieBend wurde wieder in Grup-
pen gespalten und fiir den folgenden Baustein codiert. Nach
der Synthese wurden die Produkte an den Mikrokiigelchen
identifiziert, indem der Reaktionsverlauf mithilfe der Halb-
leiter-Speichereinheit nachvollzogen wurde. Die Erinne-
rungskapazitit dieser Speichereinheiten ist so hoch, dass zu-
sétzlich weitere wichtige Informationen wie die Reaktions-
bedingungen gespeichert werden konnen. Sie sind chemisch
inert, und der Codierungsprozess ist nichtinvasiv, doch wegen
ihrer Grof3e eignen sie sich nicht fiir Mehrfachanalysen.

Vor kurzem wurde bei PharmaSeq, Inc. (Princeton, USA)
ein deutlich kleinerer 64-Bit-Lesespeicher entwickelt; dieser
Mikrotransponder misst 250 x 250 x 100 um."*®) Jeder Trans-
ponder besteht aus einem integrierten Stromkreis, der mit
einer Photovoltaikzelle und einer Antenne verbunden ist
(Abbildung 8). Die Transponder werden decodiert, wahrend

Fluoreszenz-

marker .
arke Radiowellen

Antenne

Abbildung 8. Mikrotransponder sind mikroskopische Lesespeicher. La-
serbestrahlung regt gleichzeitig die Fluoreszenzreporter an der Ober-
fliche des Lesespeichers an und l6st die Ubermittlung eines 40-Bit-Ra-
diofrequenzcodes aus. Potenziell kénnen so deutlich mehr Codes her-
gestellt werden als durch jede andere hier vorgestellte Methode, und
Transponder sind in grofler Menge durch industrielle Halbleiterproduk-
tionsverfahren erhiltlich. Gegen ihren Einsatz in Biomolekiilanalysen
spricht, dass sie etwa fiinfundzwanzigmal so grof sind wie iibliche Mi-
krokiigelchen. Nach Fortschritten in Mikro- und Nanofabrikationsme-
thoden kénnten sich diese Systeme aber durchsetzen. (Mit freundli-
cher Genehmigung von Pharmaseq, Inc.)

sie in einer Kapillare an einem Laser voriiberflieBen, der
gleichzeitig fluoreszierende Reportermolekiile anregt und die
Ubertragung eines Radiofrequenzcodes veranlasst. Mit
diesem System sind etwa 2*° Codes zuginglich, aber die
Transponder sind deutlich groBer als gewohnliche Mikrokii-
gelchen.
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7. Physikalisches Codieren

Physikalische Charakteristika wie die GroBe und der
Brechungsindex beziehen sich oft auf ganze Partikel und
bringen daher keinen Nutzen fiir die Mehrfachdetektion. Das
Copalis-System von DiaSorin (Saluggia, Italien) beruht auf
der Partikelgrofe.®™ Thr Spezialflusscytometer kann Unter-
schiede von 0.1 pm im Kiigelchendurchmesser durch Klein-
winkellichtstreuung auflosen. In Mehrfachanalysen fiir drei
Substanzen wurden Mikrokiigelchen mit 1.1, 1.4, 1.7 und
1.9 um Durchmesser eingesetzt. Die drei groeren Mikrokii-
gelchen wurden dabei mit unterschiedlichen Abfang-Anti-
genen iiberzogen, wihrend die kleinsten Mikrokiigelchen als
Standard fungierten. Lagen die entsprechenden Antikorper
in den Proben vor, so bildeten die Mikrokiigelchen Aggre-
gate, die im Flusscytometer detektiert wurden.

Bei 3D Molecular Sciences wurde eine Methode mit op-
tisch lesbaren Polymerpartikeln entworfen, die durch unter-
schiedliche Formen codiert waren (FloCodes)."” Zur Ana-
lyse sollte ein umgebautes Flusscytometer beim Durchgang
gleichzeitig die Fluoreszenz der Reportermolekiile und das
Streuungsmuster messen. Wie viele Analyte dieses Mehr-
fachdetektionssystem unterscheidet, wurde aber nicht mit-
geteilt.

Einzelne physikalische Eigenschaften eignen sich kaum
fiir die Mehrfachanalyse, Kombinationen eroffnen allerdings
neue Codierungsstrategien. Moderne Flusscytometer unter-
scheiden Partikel beziiglich ihrer GroBe, ihres Brechungsin-
dexes und ihrer Photolumineszenz. Trau und Mitarbeiter
stellten Mikrokiigelchen her, die bis zu sechs Fluoreszenz-
farbstoffe in getrennten Schalen enthielten. Abwechselnd mit
nichtfluoreszierenden Abstandhalterschalen umgaben diese
Schalen einen Siliciumoxidkern.® Diese Mikrokiigelchen
sind anhand ihrer optischen Signaturen unterscheidbar, die
sich aus einer Kombination von Fluoreszenzwellenlédnge und
-intensitdt, Grole und Brechungsindex ergeben. Da unver-
wechselbare optische Signaturen fiir kombinatorische An-
wendungen unerldsslich sind, werden die Mikrokiigelchen
durch ein Flusscytometer geleitet, das Duplikate aussortiert.
Zur Synthese einer Oligonucleotidbibliothek wurden die
optisch unterscheidbaren Mikrokiigelchen in vier Gruppen
aufgeteilt, die mit jeweils einer Nucleotidbase umgesetzt
wurden. Jede Teilmenge wurde dann durch das Flusscyto-
meter geleitet, um die optischen Signaturen der Mikrokii-
gelchen mit der entsprechenden Base zu ermitteln. Die Mi-
kroktiigelchen wurden anschlie3end so oft gemischt, erneut in
vier Gruppen geteilt, umgesetzt und analysiert, bis die Oli-
gonucleotide die gewiinschte Linge hatten.

8. Lesen des Codes

8.1. Lesen des Codes in einem Flusscytometer
Flusscytometer™®! messen die Fluoreszenz von suspen-

dierten Zellen oder Partikeln, die an einem Sensor voriiber-

flieBen. Daher eignen sie sich zum Decodieren von Suspen-

sionssystemen aus photolumineszierenden Mikrokiigelchen

und zur Detektion der Fluoreszenzreporter-Molekiile an
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ihrer Oberflache. Sie bestehen aus einer Lichtquelle, einem
Stromungssystem, einer Sammeloptik, Detektoren und einem
Computer, der die Signale in Daten umwandelt. Die meisten
Flusscytometer enthalten einen Laser, der kohdrentes Licht
einer bestimmten Wellenldnge aussendet, das auf den Ort der
Analyse fokussiert ist. Das Stromungssystem ist so ausgelegt,
dass die Partikel den Sensor einzeln mit maximal +1 um
Abweichung passieren. Dies gelingt durch Injektion der
Probe in die Mitte eines geschlossenen Kanals, durch den eine
Flussigkeitssdule flieBt (der Hiillstrom). Die Partikel in der
Probe werden hydrodynamisch in die Mitte der Saule diri-
giert. Nach der Anregung werden Streulicht und Fluoreszenz
durch zwei Linsen gebiindelt (eine befindet sich gegeniiber
der Lichtquelle, die andere senkrecht zur Richtung des ein-
fallenden Lichts) und durch eine Anordnung von Strahlen-
teilern und Filtern aufgetrennt. Dies ermdglicht die Bestim-
mung der Photolumineszenz bei mehreren Wellenlédngen und
von physikalischen Eigenschaften wie der Partikelgroe und
-form. Der Laser ist auf ein sehr kleines Losungsvolumen um
das Partikel fokussiert, sodass der Hintergrund minimiert
wird und Analysen ohne Trennschritte moglich sind. Als
Detektoren werden gewohnlich Photovervielfacher-Rohren
(photomultiplier tubes, PMTs) eingesetzt, die schon 100 Re-
portermolekiile pro Partikel wahrnehmen. Die besten In-
strumente nutzen mehrere Anregungslaser und Detektoren,
die bis zu 18 Farben im Streulicht von Tausenden von Parti-
keln pro Sekunde registrieren konnen. An die meisten
Flusscytometer sind zudem stromabwiérts Trennsysteme an-
geschlossen, die gezielt Partikel fiir weitere Arbeitsschritte
aussortieren konnen.

Luminex entwarfen ihre codierten Mikrokiigelchen zu-
ndchst fiir ein Becton-Dickinson-Laborcytometer mit 488-
nm-Argonlaser, doch dieses ,,FlowMetrix“-System hatte den
Nachteil, dass Uberlappungen der Fluoreszenz von Repor-
terfarbstoff und Mikrokiigelchen ausgeglichen werden
mussten. Daher entwickelten sie ein eigenes Laborinstrument
(Model 100), in dem ein griiner YAG-Frequenzverdopp-
lungslaser bei 532 nm die Reporterverbindung R-Phycoery-
thrin anregt, die bei 580 nm emittiert, wiahrend ein 635-nm-
Diodenlaser die Farbstoffe in den Mikrokiigelchen anregt, die
bei 658 und 712 nm emittieren und nicht mit den Phycoery-
thrin-Banden {iiberlappen. Fluoreszenz und Streustrahlung
werden durch Lawinenphotodioden detektiert. Model 100 hat
anderen kommerziellen Flusscytometern eine Hochge-
schwindigkeits-Digitalpulsverarbeitung voraus, und sein
Stromungssystem ist fiir Kiigelchen mit 5.5 pm Durchmesser
optimiert. Das Gilson-215-Mehrsondenstromungssystem des
Cytometers nutzt 96er- oder 384er-Filterplatten fiir Mehr-
fachanalysen an codierten Mikrokiigelchen. Der Inhalt der
einzelnen Vertiefungen wird anschlieBend in ein Cytometer
iberfiihrt, und jedes Kiigelchen wird beim Passieren der
beiden Laserstrahlen einzeln analysiert (Abbildung 3). Die
Software erfasst alle Mikrokiigelchen statistisch und berech-
net die durchschnittliche Reporterintensitét fiir jeden Code.
Die gewichtigsten Nachteile von Flusscytometern sind ihre
GroBe und ihr Preis, aber kiirzlich wurde von der Partec
GmbH (Miinster) ein tragbares Flusscytometer fiir Mehr-
fachanalysen eingefiihrt, das mit einer Autobatterie oder mit
Solarzellen betrieben werden kann; mit zukiinftigen Mikro-
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stromungssystemen sollten die Gerédte noch kleiner und bil-
liger werden.

Ein weiterer wichtiger Schritt ist die Kombination von
Flusscytometrie und Bildgebungsmethoden. Im Image-
Stream-100-Flusscytometer (Amnis Corp., Seattle, USA)
wurden die sonst iiblichen Detektoren durch eine empfind-
liche CCD-Kamera ersetzt, die bei einem Fluss von 100 Par-
tikeln pro Sekunde bis zu sechs unabhéngige Bilder aufneh-
men kann (Hellfeld, Dunkelfeld und vier Farben; Abbil-
dung 9). Das Instrument meistert einige der Probleme, die
beim Sichtbarmachen von Partikeln auf planaren Oberfli-
chen auftreten, und es eignet sich zum Lesen graphischer
Codes.

TDI-Detektor

Spektralzerlegung

NQ o

Autofokus

Geschwindigkeits-
detektor

flieRende Kigelchen H\ II

Hellfeld-
Leuchtquelle

Abbildung 9. Als erstes kommerzielles Instrument vereinigt Image-
Stream 100 das Strémungssystem eines Flusscytometers mit einer
Methode zur Bildgebung einzelner Zellen oder Partikel, die einen De-
tektor passieren. Mégliche Anwendungen sind das Lesen graphischer
Codes und die Detektion von Fluoreszenzreporter-Molekiilen an ihrer
Oberfliche. Anstelle tiblicher Detektoren ist das Flusscytometer mit
einer empfindlichen CCD-Kamera ausgestattet, die bis zu sechs unab-
hangige Bilder aufnimmt (Hellfeld, Dunkelfeld und vier Farben), wih-
rend 100 Partikel pro Sekunde den Detektor passieren. (Mit freundli-
cher Genehmigung von Amnis Corp.)

8.2. Lesen des Codes mit Bildgebungssystemen

Optisch codierte Mikrokiigelchen konnen z.B. mit dem
Mosaic-Q1000-Bildgebungs- und Datenverarbeitungssystem
von Quantum Dot Corp. und Matsushita/Panasonic analysiert
werden, das aus einem invertierten Epifluoreszenzmikroskop
mit 405-nm-Anregungslaser und einer CCD-Kamera besteht.
Die Mehrfachanalysen fiir QD-codierte Mikrokiigelchen
werden auf partitionierten Platten ausgefiihrt. Die Abschei-
dung mithilfe eines Magnetfelds erleichtert die Wasch- und
Trennschritte, und Decodierung und Detektion erfolgen in
den Vertiefungen der Platte. Mehrfarbenbilder der Mikro-
kiigelchen werden mit dem Mikroskop aufgenommen; eine
Bilderkennungssoftware ordnet dann den einzelnen Pixeln
Zahlenwerte zu, die ihren Intensitdten entsprechen. CCD-
Kameras sind deutlich weniger empfindlich als die sonst in
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Flusscytometern verwendeten Detektoren, und daher ist es
schwierig, mit ihnen Reportermolekiile in geringer Zahl zu
erkennen. Hier konnen Rasterlasercytometer Abhilfe schaf-
fen,® %7 die mit einem oder mehreren Lasern die Oberfliche
abtasten. Lichtemissionen werden mit wellenldngenspezifi-
schen Photovervielfacher-Rohren detektiert. Fiir diese In-
strumente ist die Scharfstellung weniger entscheidend als fiir
Fluoreszenzmikroskope. Bei optisch codierten Mikrokiigel-
chen bieten sich Bildgebungsmethoden als Alternative zur
Flusscytometrie an, doch fiir die meisten graphisch codierten
Partikel ist diese unersetzbar. Die Methoden sind kompli-
zierter, da die Orientierung der Partikel vor dem Decodieren
bestimmt werden muss, und langsamer, da nur wenige Parti-
kel gleichzeitig analysiert werden konnen. Der Decodie-
rungsprozess wird zusétzlich dadurch erschwert, dass die
Mikrokiigelchen sich durch Konvektion bewegen oder ag-
gregieren konnen. Schon geringfiigige Unebenheiten der
Oberfliache fithren dazu, dass sich einige Partikel der Beob-
achtung entziehen, und um dies auszugleichen, miissen Bilder
mehrfach aufgenommen werden. Auf viele dieser Hinder-
nisse stieBen Coleman und Mitarbeiter, als sie versuchten,
Luminex-Mikrokiigelchen auf einer planaren Oberfldache zu
analysieren.””! Die meisten graphischen Methoden detektie-
ren Reportermolekiile noch iiber die Photolumineszenz,
sodass Bildgebungssysteme mehr kosten als einfache Photo-
lumineszenzsysteme. Fiir einige dieser Probleme ist derzeit
keine Losung in Sicht, aber die erforderliche Technologie
entspricht derjenigen, die gerade fiir die biometrische Er-
kennung und &hnliche Anwendungen entwickelt wird. In
dieses Gebiet werden Milliarden Dollar investiert, sodass fiir
die kommenden Jahre deutliche Fortschritte zu erwarten sind.

9. Zweidimensionale Anordnungen optisch codierter
Mikrokiigelchen

Oligonucleotid-Mikroanordnungen konnen durch licht-
gesteuerte kombinatorische Synthese (Affymetrix, Inc.,
Santa Clara, USA)I®! oder schnelles automatisiertes Prigen
aufgebaut werden.™ Bei einer Alternativmethode von Illu-
mina, Inc. (San Diego, USA) werden oligonucleotidfunktio-
nalisierte Mikrokiigelchen zufillig in Mikrovertiefungen
verteilt, die in Mustern auf die Spitzen optischer Fasern geétzt
sind.""7 Bilder koénnen nicht durch iibliche optische Fasern
iibertragen werden, da so die rdumliche Auflosung verloren-
geht. Fir Bildgebungsanwendungen werden Biindel von
groflen optischen Fasern verschmolzen und zu einem Faser-
strang ausgezogen, der genau so organisiert ist wie das ur-
spriingliche Biindel, aber einen deutlich geringeren Durch-
messer hat. Ein typischer Strang besteht aus 50000 einzelnen
Fasern von etwa 5 um Durchmesser. Jede einzelne Faser
tibertrédgt ein eigenes Signal, sodass das Bild Pixel fiir Pixel
aufgebaut werden kann, wenn der Strang mit einem Mikro-
skop oder einer CCD-Kamera verbunden ist. Die einzelnen
Fasern bestehen aus zwei unterschiedlichen Glasarten, was
die selektive Entfernung des Faserkerns mit gepufferter Flu-
orwasserstoffsiure ermdoglicht. Unter bestimmten Atzbedin-
gungen konnen Mikrovertiefungen definierter Grof3e erzeugt
werden.
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Tabelle 1: Physikalische Parameter fiir unterschiedliche Mikropartikel.

funktionalisierte Mikrokiigelchen  pyrchmesser [um]  Material Absitzdauer® Platzbedarf fiir 20000  Zentrifugierdauer
als Ethanolsuspension auf einen Mikrokiigelchen [uL]
gedtzten Faserstrang, dann sam- 0.1 Polystyrol 1 Jahr 0.00000002 4 Stunden
meln sie sich in den Vertiefungen. 1 Polystyrol 4 Tage 0.00002 144 Sekunden
Nach Abwischen der tiberzdhligen 10 Polystyrol 1 Stunde 0.02 <1 Sekunde
Mikrokiigelchen erhélt man Oli- 100 Polystyrol 1 Minute 20 -
gonucleotidanordnungen, die viel ~ 1000 Polystyrol 0.5 Sekunden 20000 -
dichter sind als automatisch ge- 10 G°|d_ ' ]Os_ek””de“ - -
tiipfelte Gitter. Dank ihrer Ge- 10 A,hfmm'unr_' 2 Minuten - -

10 Siliciumoxid 3 Minuten - -

samtgrof3e von etwa 1.4 mm eignen
sie sich fiir sehr kleine Probenvo-
lumina. Das Hauptproblem be-
steht in der zufilligen Verteilung
der oligonucleotidfunktionalisier-
ten Mikrokiigelchen, wegen der die Anordnung vor dem
Einsatz zunichst decodiert werden muss. Zuerst wurden die
Mikrokiigelchen dafiir optisch codiert, doch dieser Ansatz
scheiterte an Schwankungen in der Kiigelchenqualitit.”*""!
Ein neues Codierungsschema beruht auf der sequenziellen
Hybridisierung fluoreszierender Oligonucleotide mit der
Mikroanordnung.”™ Diese zeitaufwindige Methode benotigt
grofle Mengen synthetischer Oligonucleotide, dafiir kann al-
lerdings eine einmal decodierte Mikroanordnung oft wieder-
verwendet werden. Auf einer planaren Oberfliche erzeugte
Zufallsanordnungen optisch codierter Mikrokiigelchen mit
Erkennungsmolekiilen finden sich noch immer im BeadChip-
System (BioArray Solutions Ltd., USA). Die Mikrokii-
gelchen werden decodiert, wihrend die an sie gebundenen
Zielmolekiile detektiert werden.

10. Perspektiven von Suspensionssystemen

Zu Beginn dieses Aufsatzes haben wir als Ziel fiir den
Einsatz codierter Suspensionssysteme vorgegeben, die Vor-
teile von Mikrokiigelchen in Mehrfachanalysen nutzbar zu
machen. Viele Vorteile gegeniiber planaren Testanordnungen
resultieren aus dem Herstellungsverfahren. Die Synthese in
vergleichsweise groem Ma@stab gewihrt eine Reproduzier-
barkeit, die mit planaren Testanordnungen nicht méglich ist.
Die erste Frage bei der Bewertung eines Suspensionssystems
betrifft daher die Reproduzierbarkeit der Synthese grofer
Mengen an Mikrokiigelchen — ist diese nicht erreichbar, so
scheiden die betrachteten Partikel fiir die Mehrfachdetektion
aus.

Die Wechselwirkung zwischen Mikrokiigelchen und
Zielmolekiilen folgt nahezu der Kinetik einer Fliissigpha-
senreaktion; dies erleichtert auch die Trenn- und Wasch-
schritte. Weil die Mikrokiigelchen fiir eine effiziente Reakti-
on mit der Probe suspendiert bleiben miissen, sind auch ihre
Absitzdauern zu berticksichtigen (Tabelle 1). GroBe Partikel
und/oder Partikel mit hoher Dichte setzen sich binnen Se-
kunden oder Minuten ab und miissen durch kréftiges Riithren
in Suspension gehalten werden, was aber die Sonden- und
Zielmolekiile — oder gar die Partikel selbst — beschéddigen
kann. Bei der Bewertung eines Suspensionssystems ist stets
die Reaktionskinetik einzubeziehen. Mikrokiigelchenkonju-
gate sind nach spétestens 30 Minuten mit ihren Zielmolekii-
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[a] Uber einen Abstand von 1 cm unter Einfluss der Schwerkraft.

len im Gleichgewicht, und fiir Partikel in einem Suspensi-
onssystem sollte dies als Richtwert gelten.

Der Trend zur Miniaturisierung hat die Entwicklung von
Testsystemen vorangetrieben, die immer mehr molekulare
Information aus immer kleineren Probenvolumina gewinnen
sollen. Mehrfachanalysen mit dem Luminex-System werden
gewohnlich auf 384er-Filterplatten ausgefiihrt. Eine 100fach-
Analyse benotigt etwa 20000 Mikrokiigelchen pro Vertiefung
bei einem Arbeitsvolumen von etwa 20 pL. Tabelle 1 zeigt,
wie das Minimalvolumen fiir 20000 Mikrokiigelchen mit
deren Durchmesser ansteigt. Betrdgt der Durchmesser 10 pm,
so besetzen sie 0.1 % des Arbeitsvolumens in der Vertiefung,
100-um-Mikrokiigelchen fiillen aber bereits das gesamte Ar-
beitsvolumen aus. Auch wenn man nur ein Zehntel der 100-
um-Mikrokiigelchen einsetzt, so werden immer noch 10 %
des Arbeitsvolumens beansprucht, und die Mikrokiigelchen
konnten unter diesen Bedingungen nicht effizient mit der
Probe wechselwirken.

Aufgrund der bisherigen Uberlegungen sollten ideale
Partikel fiir Mikrokiigelchensystem aus einem Material
niedriger Dichte bestehen und so klein wie notig sein, um
Sondenmolekiile zu tragen. Fiir praktische Anwendungen
muss die Dichte etwas oberhalb derjenigen von Wasser
liegen, damit die Kiigelchen nicht auf der Losung schwim-
men, und die Mindestgrofle ergibt sich aus den Anforderun-
gen der Trenn- und Waschschritte, die bei den meisten Mi-
krokiigelchenanalysen durchlaufen werden. Der Trennpro-
zess sollte idealerweise schnell und effizient sein und unter
milden Bedingungen ablaufen, um keine Mikrokiigelchen
einzubiilen. Die wichtigsten Methoden sind Zentrifugieren,
Filtrieren und magnetische Trennverfahren. Tabelle 1 zeigt
den Einfluss des Mikrokiigelchendurchmessers auf die Zeit,
die zum Zentrifugieren bei 10000 g benétigt wird. (Der Pro-
zess kann durch hohere Zentrifugiergeschwindigkeiten be-
schleunigt werden, doch riskiert man dadurch eine irreversi-
ble Verklumpung der Mikrokiigelchen.) Insbesondere sehr
kleine Partikel setzen sich beim Zentrifugieren nur schwer ab.
Bei Filtrationen sollte der Filter alle Mikrokiigelchen zu-
riickhalten und alle weiteren Molekiile schnell und effizient
mit der Losung entfernen. Dies setzt voraus, dass die Mi-
krokiigelchen deutlich gréBer sind als Reportermolekiile wie
Antikorper, deren hydrodynamisches Volumen demjenigen
eines 10-nm-Partikels entspricht. Magnetische Trennverfah-
ren beruhen auf der Anziehung zwischen paramagnetischen
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Nanopartikeln und einem Magnet. Einzelne paramagnetische
Nanopartikel benotigen zwar starke Felder zur schnellen
Abtrennung, aber kédufliche magnetische Mikrokiigelchen
konnen mit billigen Magnetfallen binnen Minuten abgetrennt
werden, da jedes Mikrokiigelchen viele Nanopartikel enthalt.
Die Mindestgrofe fiir magnetische Mikrokiigelchen ergibt
sich aus dem minimalen Platzbedarf der Zahl an parama-
gnetischen Nanopartikeln, die fiir eine schnelle Trennung
erforderlich ist.

Mikrokiigelchen fiir Mehrfachanalysen sollten also aus
einem Material bestehen, dessen Dichte etwas oberhalb der-
jenigen von Wasser liegt, und ihre GroBe sollte ungefahr
einen Mikrometer betragen; einerseits konnten sie so effizi-
ent mit kleinen Probenvolumina wechselwirken, andererseits
wiren sie unter relativ milden Bedingungen abtrennbar und
waschbar. Die meisten Mikrokiigelchen fiir Biomolekiilana-
lysen bestehen gemiB Herstellerangaben aus Polystyrol (re-
lative Dichte 1.05) und haben 0.3-10 um Durchmesser. Viel-
versprechende Partikel fiir Mehrfachanalysen sollten die Ei-
genschaften bewédhrter Mikrokiigelchen aufweisen, sie
miissen jedoch auch grof3 genug sein, um einen Code zu
tragen. Einige codierte Partikel — etwa die 5.5-pm-Polysty-
rolkiigelchen von Luminex — verfiigen tiber diese Eigen-
schaften, viele andere sind aber zu grof3 und/oder zu schwer
fiir erfolgreiche Mehrfachanalysen. Dazu kommt die Frage
der Herstellung: Mikrokiigelchen konnen in groer Menge
und reproduzierbar erhalten und mit Sondenmolekiilen ver-
kniipft werden. Alternative Mikropartikel diirfen in diesen
Punkten nicht nachstehen, aber die Reproduzierbarkeit bei
der Herstellung in groSem Maf3stab wurde oft zu wenig be-
achtet, und diesbeziigliche Verbesserungen bereiten oft Pro-
bleme. Fiir absehbare Zeit werden Suspensionssysteme daher
vermutlich auf optisch codierte Latexmikrokiigelchen setzen.
Die wichtigste Aufgabe ist nun, die Zahl codierter Mikrokii-
gelchen zu erhohen, die unter Hochdurchsatzbedingungen
unterschieden werden kénnen.

Mit Photolumineszenzfarbstoffen oder Nanopartikeln
konnen C=N""" unterschiedliche optische Codes erhalten
werden (siche Abschnitt3, ,,Optisches Codieren). Fiinf
Farben in sechs Intensitdten ergében theoretisch nahezu 8000
Codes, praktisch ist eine solche Vielfalt aber nicht anndhernd
zuginglich. Die grofiten Probleme bereiten die reproduzier-
bare Synthese von Mikrokiigelchen mit mehreren Farben in
verschiedenen Intensitdten und der Preis von Decodierungs-
systemen, die schon geringe Intensitdtsunterschiede schnell
genug fiir eine Hochdurchsatzdetektion auflosen kénnen.

Realistischer erscheint ein Ansatz, der sich ausschlieBlich
auf unterschiedliche Farben beschrinkt, die jeweils fiir eine
Stelle eines Bindrcodes stehen. Insgesamt ergdben sich 2"
Codes fiir n Farben, und mit zwolf Farben wire man bereits
bei 4000 Codes. Diese Zahl konnte sich bereits mit einigen
Mikroanordnungen messen, doch miissen zunichst die ent-
sprechenden Codierungselemente gefunden werden, und ein
Herstellungsverfahren fiir groBe Mengen so vieler verschie-
dener codierter Mikrokiigelchen fehlt auch noch. Es ist
wahrscheinlicher, dass Suspensionssysteme zunéchst zur Un-
tersuchung kleiner Untergruppen von Zielmolekiilen einge-
setzt werden, die zuvor mithilfe zweidimensionaler Anord-
nungen identifiziert wurden, da Mikrokiigelchen flexibler und
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billiger sind und bessere quantitative Ergebnisse liefern. Fiir
solche Mehrfachanalysen geniigt es, wenn einige Hundert,
und nicht mehrere Tausend, Analyten getrennt werden
konnen. Suspensionssysteme, die diese Anforderungen er-
fiillen, werden wahrscheinlich schon in wenigen Jahren zur
Verfiigung stehen.
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