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Zusammenfassung

In dieser Arbeit wird auf Grundlage experimenteller Ergebnisse an einem computergenerierten
Modellsystem gezeigt, wie DNA-Sequenzen die Detektion von Hybridisierungen auf einem DNA-
Mikroarray beeinflussen. Die Ergebnisse zeigen, dass neben Kreuzhybridisierungen auch Sekundarstrukturen
(z. B. Haarnadelstrukturen) vermieden werden. Anderenfalls verringert sich die Empfindlichkeit und
Nachweisgrenze des Sensors. Die vorgestellten Untersuchungen beruhen auf dem Messprinzip der
Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie (SPR). Es ist eine markierungsfreie Methode. Die Sensor-
schicht besteht aus einem 50 nm dicken Goldfilm, auf dem einzelstréngige und thiolmodifizierte Sonden-
DNA immobilisiert ist. Die Adresssequenzen dieser Sonden werden als Anti-TAGs bezeichnet. Detektiert
wird die Hybridisierung von einem Produkt der Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Das PCR-Produkt besteht
aus einer 300 Basenpaar-langen Doppelhelix mit einem 25 Basen-langen einzelstrangigen Uberhang (TAG),
der komplementér zu einer Anti-TAG-Sequenz ist (TAG/ANti-TAG-System).

1 Motivation

Eine schnelle, empfindliche und spezifische Detektion von DNA-Hybridisierungen ist von entscheidender
Bedeutung fiir die medizinische bzw. genetische Diagnostik. Insbesondere werden dafiir DNA-Chips mit im-
mobilisierten DNA-Sonden eingesetzt. Die Sequenzen dieser Sonden mussen komplementér zu spezifischen
DNA-Zielsequenzen sein. Bei der Auswahl dieser Sequenzen missen verschiedene Aspekte beriicksichtig
werden, um qualitativ hochwertige Mikroarrays mit zufriedenstellenden, vergleichbaren und dadurch vali-
dierbaren Signalen aller Spots zu erhalten. Dazu missen ahnliche Schmelztemperaturen der Sonden
gewdhrleistet sein. Kreuzhybridisierungen und Sekundérstrukturen (z. B. Haarnadelstrukturen) sollten
vermieden werden.

Werden biologisch relevanten Sequenzen fiir die Sonden gewahlt, ist die Auswahl dieser beschrankt. Kann
man aber die spezifische Hybridisierung mit entsprechenden genetisch interessanten Bereichen auf die Poly-
merase-Kettenreaktion (PCR) beschranken und damit von der Detektion auf dem Mikroarray entkoppeln, ist
die Entwicklung eines universellen Ansatzes fur den Sensor mdglich. Dabei ist eine eindeutige Adressierung
der PCR-Produkte zu entsprechenden Sonden von entscheidender Bedeutung. [1, 2] Ansédtze mit mehreren
unterschiedlichen Primerpaaren (Multiplex-PCR) kénnen beispielsweise so analysiert werden. Wé&hrend die
PCR-Produkte einzelstrangige Uberhidnge mit so genannten TAG-Sequenzen tragen, sind auf der
Sensoroberflache Sonden mit Anti-TAG-Sequenzen immobilisiert. Die Sequenzen des TAG/Anti-TAG-
Systems sind unter diesen Umstanden bei der Berticksichtigung von Kreuzhybridisierungen, Haarnadelstruk-
turen und des zu untersuchenden genetischen Systems frei wéhlbar.

In dieser Arbeit wurden bei der computergestiitzten Generierung der Modell-TAGs die Mdglichkeiten zu
Kreuzhybridisierungen vermieden, bei denen 7 Basen-lange Teilsequenzen der TAGs untereinander
identisch oder komplementdr sind. Das heif3t, jede 7 Basen-lange Teilsequenz tritt unter allen 7 Basen-langen
Teilsequenzen der TAGs nur einmal auf, wobei auch ihre komplementére Sequenz nicht vorkommt. Die
Modell-TAGs wurden mit und ohne Sequenzen generiert, die zur Bildung von Haarnadelstrukturen fihren
kdnnen.



Haarnadelstrukturen bei DNA-Einzelstrdngen bestehen aus einer Stamm- und einer Schleifenstruktur. Die
Stammstruktur bildet den doppelstrdngigen Bereich mit komplementaren Sequenzen wéhrend die Schlei-
fenstruktur bei der Faltung einzelstrangig bleibt (Bild 1).
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Bild 1 Anti-TAG-Sekundérstrukturen. Sequenzen in Tafel 1. Links: Schematische Darstellung einer Haarnadelstruktur
mit einzelstrangiger Schleife und doppelstrangigem Stamm von Anti-TAG4. Rechts: Keine Faltung bei Anti-TAG17.

Studien Uber Haarnadelstrukturen zeigen, dass geringere Hybridisierungsgeschwindigkeiten und niedrigere
Signale auf Sondenorten mit Haarnadelstrukturen zu erwarten sind. [3, 4] Daher wurden Sequenzen
generiert, die teilweise Sekundéarstrukturen ausbilden kdnnen, um ihren Einfluss auf die Signalstarken bei der
Detektion zu untersuchen.

Die Experimente wurden basierend auf Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie (SPR) durchgefiihrt,
was eine markierungsfreie Detektion der Hybridisierung erlaubt. [5] Der Aufbau der Sensorschicht erfolgte
durch die Immobilisierung einzelstrangiger und thiolmodifizierter Sonden-DNA mit Anti-TAG-Sequenzen
auf einem 50 nm dicken Goldfilm. Die Ziel-DNA, Produkt einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR), besteht
aus einer 300 Basenpaar-langen Doppelhelix mit einem 25 Basen-langen, einzelstrangigen Uberhang mit
einer TAG-Sequenz, die komplementar zum definierten Anti-TAG des Mikroarrays ist.

2 Material und Methoden

SPR-Plattform:

Es wurden spritzgegossene Topas®-Chips (76 mm x 26 mm x 4 mm) mit integrierter Optik und einer 50 nm
dicken Goldschicht (3mm x 12 mm) verwendet. Das SPR-Spektrometer (Fraunhofer IOF, Jena) beleuchtet
drei unterschiedliche, 1 mm x 10 mm groRe Bereichen der Goldoberflache. Das reflektierte Licht fallt auf
den Chip einer CCD Kamera. In einer Dimension werden die Signale ortlich auf 1280 Pixeln aufgeldst. Mit
der zweiten Dimension der CCD Kamera (960 Pixel) wird eine winkelaufgeltsten Analyse der an der Gold-
oberfl&che reflektierten Intensitat ermdglicht. Die Lage der SPR-Minima wird separat fir alle 1280 Winkel-
spektren aufgezeichnet. Die Verschiebungen der Minima werden als SPR-Signale in der Einheit Pixel ange-
geben.

Mikrofluidik:

Auf dem Chip wird eine Anschlussplatte aus Aluminium mit Warmetauscher und einer PDMS-Flusszelle
aufgesetzt. Der Mikrokanal der Flusszelle ist ~ 120 um hoch und 3 mm breit. Die Flissigkeiten werden
mittels einer 500 ul Spritzenpumpe durch die Flusszelle gedriickt bzw. gezogen.



Synthese der PCR-Produkte:

PCR-Produkte wurden durch die Verwendung von geeigneten Primer-Paaren synthetisiert. Als Templat dien-
te der pUC19 Vektor. Die PCR-Produkte unterscheiden sich nur in ihrer einzelstrangigen TAG-Sequenz.
Immobilisierung Thiol-modifizierter Sonden-DNA:

Als Sonden-DNA wurde 3’-modifizierte Thiol-modifizierte, einzelstrangige DNA verwendet (Tafel 1).
Mittels des Mikropipettiersystems NanoPlotter 2.1 (GeSiM mbH, Germany) wurden 50 pl-Volumina aufge-
tragen. Es wurden Spotting-Lésungen mit 10 pM HS-ssDNA verwendet. Diese Lésungen wurden linienfor-
mig, parallel im Abstand von 140 um aufgetragen. Innerhalb der Linien wurden die Tropfen im Abstand von
36 um abgesetzt. Danach wurden die Chips 30 min mit 1 mM Mercaptohexanol behandelt. [6]
Hybridisierung:

Es wurden 90 ul entsprechender PCR-Produkte (5 ng/ul, in 120 mM MgCI,) auf die Sensoroberflache ge-
bracht und 10 min lang Uber das DNA-Mikroarray im Mikrokanal vor und zurlick gepumpt (6 pl/s, 40 °C).
Nach den Hybridisierungen mit unterschiedlichen PCR-Produkten wurde mit 120 mM MgCl, gespdlt und
mit jeweils 100 mM Dinatriumethylendiamintetraacetat (Na,H,EDTA) und NaOH dehybridisiert. [7, 8]

3 Ergebnisse und Diskussion

Es wurden Experimente zur Detektion von Hybridisierungen auf einem SPR-Mikroarray durchgefihrt. Ver-
schiedene TAG/Anti-TAG-Paare ergaben unterschiedliche Signalhdhen (Bild 2). Anti-TAG4, -TAGS5, -
TAG12, und -TAGI15 enthalten selbstkomplementdre Bereiche, welche Haarnadelstrukturen mit einer
Stammlange von 4 Basenpaaren ausbilden kdnnen und so zu aufféllig niedrigen Signalen fiihren. Im Fall von
TAG12/Anti-TAG12 ist zusatzlich die Bildung von Dimeren denkbar (Tafel 1). Bei der Bildung von Dime-
ren hybridisieren zwei DNA-Strdnge mit gleicher Gesamtsequenz miteinander, weil selbstkomplementére
Sequenzbereiche auftreten.
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Bild 2 SPR-Signale nach 10 min Hybridisierung mit 5 ng/pl PCR-Produkten auf einem Mikroarray. Mittelwerte und
Standardabweichungen der Werte von je 9 Spots eines Chips. Grau hervorgehoben sind aufféllig niedrige Signale. Refe-
renziert gegen Spots mit nichtkomplementérer Kontrollsonde.
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Tafel 1 Sonden-Sequenzen. Selbstkomplementére Bereiche sind fett und unterstrichen.

Name Sequenz (5’-3’-(CH,)s-SH)

Referenz” ACCGTGAATGGTTGCAGTCCAACCATTTTTTTT

Anti-TAG1 | TCCTACCGAAGCAAGTGCACGCAATTTTTTTTT

Anti-TAG2 | TCGAATTGGCGGCATCTCATACCGATTTTTTTT

Anti-TAG3 | TGTTGTTGCTAACCGACGTCCGTTCTTTTTTTT

Anti-TAG4 GTTACGTCCTCCAACACGTACGCATTTTTTTTT

Anti-TAG5 ACACCGCACATTCAGTCATAGTGCATTTTTTTT

Anti-TAG6 | ATTATCCAGATACGGTCGAAGCGGCTTTTTTTT

Anti-TAG7 | ACAGTCGACATGGCTCAACCGAATATTTTTTTT

Anti-TAG8 | GCCGACTGATGTGTTCGATTGTGTTTTTTTTTT

Anti-TAG9 | CCTAGTCTACCGCATTCCTCGTCAATTTTTTTT

Anti-TAG10 | CATCGTAAGCTCTGTATTCGCACGGTTTTTTTT

Anti-TAG11 | GTCGCAGATCCGATTATAGAACGCGTTTTTTTT

Anti-TAG12 | GCTACGGCGTATGTTGAGTACCATTTTTTTITTT

Anti-TAG13 | CTTGATCGATGTACGGCTAGACACCTTTTTTTT

Anti-TAG14 | CATGCTCGCGTTGTTAACTACTTGGTTTTTTTT

Anti-TAG15 | AGGTAGATCCTACTCTCGTGATGCTTTTTTTTT

Anti-TAG16 | CCAATTATCGCTAGAGTGTGTTGCCTTTTTTTT

Anti-TAG17 | ATAGGCTCTCCAGAATAAGGTCTCGTTTTTTTT

DSequenz ist nicht komplementar zu TAG-Sequenzen

Es kann geschlussfolgert werden, dass Haarnadelstrukturen und Dimere die Nachweisgrenze verringern und
beruicksichtigt werden mussen, wenn die Vergleichbarkeit der Signale fiir eine Quantifizierung der Hybridi-
sierungen auf verschiedenen Spots eines Mikroarrays von Interesse ist. [9] Eine Stammlénge von mehr als 4
Basenpaaren ist zu vermeiden.

Aulerdem kann mit der SPR-Plattform untersucht werden, ab welcher Lange komplementdrer Bereiche
messbare Kreuzhybridisierungen auftreten, was eine experimentelle Grundlage fiir die Optimierung des
TAG/Anti-TAG-Systems darstellt. [8]
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