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Das Prinzip

Multiparameter-Testsysteme von Multimetrix basie-
ren auf der Luminex-xMAP-Technologie und erlauben
die simultane Quantifizierung von bis zu einhundert
verschiedenen analytischen Parametern in einer ein-
zigen Probe. Das Ergebnis dieser multiplexen Mes-
sungen sind Multiparameter-Profile. Im Vergleich zu
herkdmmlichen Testsystemen bieten derartige Profile
eine deutlich erh6hte analytische Aussagekraft. Durch
den einfach zu handhabenden und vollautomatischen
Ablauf der Messung ergibt sich eine Material-, Kosten-
und Zeitersparnis, selbst im Vergleich zur Bestimmung
nur eines einzigen Parameters unter Anwendung
herkémmlicher Verfahren. Grundlage derTechnologie
sind mikroskopisch kleine spharische Polystyrolp-
artikel, so genannte Mikrosphéaren oder Beads, die
analog zu ELISA und Western Blot als Festphase fur
biochemische Nachweisreaktionen dienen. Es sind
derzeit einhundert verschiedene Mikrosphéaren-Typen
verfligbar, die sich in ihrem Fluoreszenzfarbton un-
terscheiden und von denen jeder ein eigenes spezifi-
sches Nachweisreagenz auf der Oberflache tragt. Auf
diese Weise kdnnen bis zu einhundert verschiedene
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Nachweisreaktionen in einem sehr geringen Proben-
volumen simultan durchgefiihrt werden. Durch die
grol3e Flexibilitat der Multiplexen Bead Arrays sind
grundsatzlich alle denkbaren Parameter messbar, die
durch eine spezifische Interaktion zweier definierter
biochemischer Verbindungen nachweisbar sind:
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Die Technologie

Klassifizierung — Bindung von Analyten - Detektion gebundener Analyten

Klassifizierung

Die Mikrospharen sind mit zwei Fluoreszenzfarbstof-
fen (Rot und Infrarot) gefarbt, die in unterschiedlichen
Bereichen des optischen Spektrums emittieren. Die
Kombination dieser beiden Farbstoffe in jeweils zehn
verschiedenen Konzentrationsstufen fuhrt zu einhun-
dert spektral unterscheidbaren Schattierungen von
Rot und Infrarot. Jede der daraus resultierenden
Fluoreszenzintensitaten definiert eine Population von
Mikrosphéaren (Beadregion). Die Beadregionen sind
die Basis fur das multiplexe Testformat, wobei jede
Region einen definierten Einzeltest reprasentiert.
Diese Fluoreszenzkodierung der Mikrospharen ist die
Grundlage fiir ihre Erkennung durch das Analysegerat
und ihre exakte Zuordnung zu ihrer jeweiligen Popu-
lation.
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Bindung von Analyten

JederTestkit enthalt einen so genannten Bead-Mix
(Mischung unterschiedlich gefarbter und beschichteter
Bead-Populationen). Dieser wird mit der Probe inku-
biert, was zur Bindung der jeweils molekular komple-
mentaren Reaktionspartner (Analyten) fiihrt. Je hoher
die Konzentration des entsprechenden Analyten in der
Probe ist, desto mehr wird davon gebunden. Da die
Mikrosphéaren aufgrund ihrer unterschiedlichen Far-
bung mit Fluoreszenzfarbstoffen eindeutig klassifiziert
werden kénnen, ist es moglich, simultan bis zu einhun- p N
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dert verschiedene Analyten quantitativ nachzuweisen. P P
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Detektion gebundener Analyten A i
Der spezifische Nachweis der Bindung von Analyten an H \/
die Mikrospharen erfolgt Gber ein Detektionsmolekiil H \ i
(Konjugat). Dieses Konjugat hat eine hohe spezifische
Affinitat zum Analyten und ist mit einem Fluores-
zenzfarbstoff (z.B. Phycoerythrin) gekoppelt, der im i i
Wellenlangenbereich des griinen Lichtes emittiert. i
Dieser spektrale Bereich unterscheidet sich von denen y \
der internen Farbstoffe, so dass die Klassifizierung der ;
Hintergrund A B C

Mikrosphéaren und die Quantifizierung des Analyten \ P,
nebeneinander durchgefliihrt werden kdnnen.
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Die Technologie

Probenaufnahme und hydrodynamische Fokussierung — Optische Bank
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Die Analyse und Auswertung der Bead-basierten Assays erfolgt mit dem Luminex-Analysesystem. Dieses basiert
auf der Methode der Durchflusszytometrie unter Verwendung zweier unterschiedlicher Laser. Durch Verwendung
der sogenannten XY-Plattform kénnen Proben vollautomatisch im 96-well-Format abgearbeitet werden.
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Probenaufnahme und

hydrodynamische Fokussierung

Die Probe wird Gber eine Kolbenpumpe aus einer
Mikrotiterplatte entnommen und zur Messkivette
geleitet. Die Mikrospharen werden wahrend der
Injektion in die Messkulvette mit einer Mantelfllissig-
keit (Sheath Fluid) umspult, so dass zwischen dem
fokussierten Probenstrahl und der Mantelfllissigkeit
eine wirbelfreie Stromung gewahrleistet ist. Durch
diese hydrodynamische Fokussierung werden die Mik-
rospharen vereinzelt und prazise durch den Fokus des
Laser-basierten Detektionssystems gefiihrt

Optische Bank

In der optischen Bank sind zwei Festkorperlaser
installiert. Diese dienen einerseits der Klassifizierung
der Mikrospharen und andererseits dem quantitati-
ven Nachweis der gebundenen Konjugat-Molekiile.
Das Licht beider Laser ist auf den fokussierten Parti-
kelstrahl in der Messklvette gerichtet. Senkrecht zur
Eintrittsrichtung des Laserlichts wird das emittierte
Fluoreszenzlicht Uber Spiegel und Filter auf die ent-
sprechenden Detektoren geleitet.
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Die Optik

Klassifizierung — Quantifizierung — Signalverarbeitung

532 nm
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563-587 nm

‘ APD 635 nm
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side scatter APD
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Klassifizierung

Die Klassifizierung der Mikrospharen erfolgt durch
eine Laserdiode (633 nm). Das Licht dieser Laserdiode
regt die in den Mikrosphéaren inkorporierten Fluores-
zenzfarbstoffe an. Die Farbstoffe emittieren in den
Wellenlangenbereichen 645 bis 669 nm und >712 nm.
Das emittierte Licht wird tGber Spiegel und Filter auf

die zugehorigen Avalanche-Photodioden (APD) geleitet.

Das Signalverhaltnis an den beiden Photodioden ist
die Grundlage fiir die Zuordnung der Mikrosphéren
zu ihrer jeweiligen Population. Das Licht der Laser
diode wird zusatzlich zur Klassifizierung auch noch
zur Bestimmung der PartikelgroBe mittels Seitwarts-
lichtstreuung genutzt. Die Seitwartslichtstreuung wird
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ebenfalls mit einer Avalanche-Photodiode gemessen.
Durch Berticksichtigung der Seitwartslichtstreuung
kann verhindert werden, dass Bead-Aggregate (z.B.
Dubletten) oder andere fluoreszierende Verunreini-
gungen in das Analysenergebnis eingehen.

Quantifizierung

Zur Quantifizierung des Analyten wird ein Yttrium-
Argon-Germanium-Festkorperlaser (532 nm) ver-
wendet, der den Fluoreszenzfarbstoff des Konjugat-
Moleklls anregt. Die Intensitat des emittierten Lichtes
ist proportional zur gebundenen Analytenmenge. Zur
Erh6hung der Sensitivitat wird hier flr die Signalver-
arbeitung ein Photomultiplier (PMT) verwendet. Die
Markierung des Konjugats erfolgt durch Fluoreszenz-
farbstoffe, die im Wellenlangenbereich zwischen 563
und 587 nm emittieren.

Signalverarbeitung

Die Photodioden (Klassifizierung, GroRBenausschluss)
und der Photomultiplier (Quantifizierung) empfangen
das Fluoreszenzlicht der Mikrosphéaren. Im Analyse-
gerat werden die Signale digitalisiert und an den
Signalprozessor geleitet. Der Prozessor verstarkt und
verarbeitet die angefallenen Messwerte. Das Luminex-
Analysesystem kann bis zu 20.000 Messereignisse pro
Sekunde verarbeiten.
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Multiplexe
Nachweisreaktionen
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Die Multiplex-Testsysteme enthalten eine Mischung
verschiedener Mikrospharenpopulationen (Bead-Mix).
Jede dieser Populationen ist definiert durch einen
individuellen roten Fluoreszenzfarbton und eine
Beschichtung mit einem spezifischen Capture-Rea-
genz, hier beispielhaft mit A, B und C bezeichnet.

Bei Inkubation mit wenigen Mikrolitern einer flissigen
Probe (z.B. Serum) bindet jede Beadpopulation ihr
spezifisches Zielmolekil (Analyt). Diejenigen Analyten,
die auf der Oberflache der Mikrospharen gebunden
sind, kdnnen mit einem spezifischen griinen Fluores-
zenzmarker (Konjugat) eingefarbt werden.

Im Luminex-Analysesystem werden die Mikrosphéren
bezlglich ihrer roten (Bead-Klassifizierung) und
griinen (Quantifizierung) Fluoreszenz individuell ana-
lysiert. Die Ergebnisse der multiplexen Nachweis-
reaktionen werden im Analysegerat vollautomatisch
ausgewertet.

Das Resultat sind Multi-Analyten-Profile mit deutlich
erhohter analytischer Aussagekraft im Vergleich zu
einem Einzeltest.

Multi-Analyte Profile
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Die Vorteile

Bead-basierte Assays vereinigen die Sensitivitat von
ELISAs mit der Spezifitat von Western Blots. Weitere
entscheidende Vorteile sind die exakte Quantifizierbar-
keit sowie die vollautomatische Messung und Auswer-
tung der Messdaten im Analysesystem.

Das ist neu!

Der Einsatz von Fluoreszenz zusammen mit der
Multiplexfahigkeit ermdglicht die hochsensitive,
simultane Quantifizierung mehrerer Analyten in
sehr geringen Probenvolumina.

Die Kombination verschiedener Messbereiche und
Nachweisprinzipien flr parallel gemessene Analy-
ten in dem selbenTest sind Beispiele fiir die hohe
analytische Flexibilitat von Fluoreszenten Bead
Arrays.

Die hydrophilenTrageroberflachen der Mikrospharen
und eine vernachlassigbare unspezifische Bindung
gestatten die Durchfiihrung immunologischerTests
mit exzellenten Signal-Rausch-Verhéltnissen und
niedrigsten Nachweisgrenzen.

Multiparameter-Testsysteme auf Basis der Lumi-
nex-Technologie sind ohne grofRen technischen
Aufwand automatisierbar.
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Exakte Quantifizierung

Hohe Sensitivitat
und Spezifitat

Multiplex- Analytik

Automatisierbarkeit

Durch die Kombination dieser Charakteristika bieten Bead-basierte Testsysteme
hochste Prazision und Effizienz bei gleichzeitiger Kostenersparnis.
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Produkte und Service XMAP

Wir entwickeln multiplexe Reagenzien-Kits fir
diagnostische und bioanalytische Anwendungen.

Dartiber hinaus testen wir Proben im Kundenauftrag
und entwickeln maRgeschneiderte Losungen fir
spezifische Fragestellungen auf Anfrage.

Das Luminex-Analysesystem und ein umfangreiches
Produktsortiment Bead-basierter Assays flir Anwen-
dungen in Diagnostik und Forschung ist Giber unseren
kompetenten Vertriebspartner PROGEN Biotechnik
GmbH erhaltlich:
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Testservice, Entwicklung und Produktion

Multimetrix GmbH
Maal3stral3e 30
69123 Heidelberg
Deutschland

Telefon +49 (0) 622175206 -0
Telefax +49 (0) 6221 75206 - 28

info@multimetrix.com
www.multimetrix.com
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® Nachweis von Infektionserkrankungen

® Nachweis von Zytokinen, Chemokinen und
Matrixmetalloproteinasen

® Quantitative
Genexpressionsanalyse

® HPV-Genotypisierung
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Technischer Service und Vertrieb

PROGEN Biotechnik GmbH
Maalstral3e 30

69123 Heidelberg
Deutschland

Telefon +49 (0) 62218278-0
Telefax +49 (0) 6221 82 78 - 23

info@progen.de
www.progen.de
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