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Die Sequenzierung des menschlichen Genoms, die Entwicklung von
DNA-Chips und die Bioinformatikprogramme ermoglichen, ganz-
heitliche Blicke auf biologische Systeme zu werfen und die natiirlich
vorkommenden genetischen Variationen zu untersuchen. Antikorper-
Mikroarrays konnen die Konzentration vieler Proteine gleichzeitig
und schnell messen. Mikroarrays genetisch kodierter Proteine er-
moglichen Wissenschaftlern, das gesamte Genom nach Proteinen zu
durchsuchen, die mit bestimmten Faktoren interagieren, bestimmte
Reaktionen katalysieren oder als Substrate fiir Protein-modifizierende
Enzyme sowie als Zielproteine bei einer Autoimmunreaktion dienen.
Die neuartigen Protein-Mikroarray-Verfahren werden die Entdeckung
und Entwicklung von Wirkstoffen sowie diagnostischen Biomarkern

teinen bestehen, sind Letztere die Pro-
dukte nahezu aller Gene und das Ziel
pharmazeutischer ~ Untersuchungen.

stark beschleunigen.

Einleitung

In den letzten zwei Jahrzehnten haben Proteinbiochemi-
ker die Molekularbiologen, die sich hauptsdchlich mit Nu-
cleinsduren beschéftigten, um deren schnellen wissenschaft-
lichen Fortschritt — beispielsweise bei der Sequenzierung des
menschlichen Genoms — beneidet. Einer der Erfolge in der
Nucleinsdurebiotechnologie ist die Entwicklung von DNA-
Mikroarrays, durch die die Expression von tausenden von
Genen auf der Ebene der mRNA in einem einzigen Experi-
ment erfasst werden konnen. Diese Erfolge sind im Wesent-
lichen auf Verbesserungen der Oligonucleotidsynthese, der
DNA-Sequenzierung, der Detektion von DNA und RNA auf
der Basis von Hybridisierungen und nicht zuletzt der Bio-
informatik zuriickzufiihren. Speziell die Miniaturisierung,
Parallelisierung und Automatisierung dieser Verfahren haben
zu einer radikalen Beschleunigung der Datengewinnung
gefiihrt.

Trotz der technologischen Vorteile, die beim Analysieren
von Nucleinsduren anders als beim Analysieren von Pro-
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Um mit den analytischen Methoden
fir Nucleinsduren gleich zu ziehen,
miissen neuartige Analysemethoden
fiir Proteine entwickelt werden. Ein
Schritt in diese Richtung ist die Ent-
wicklung von Protein-Mikroarrays, tiber die schon ausfiihrlich
berichtet wurde.'”] Wie bei DNA-Arrays wird auch bei
Protein-Arrays eine Miniaturisierung und Parallelisierung
erreicht und damit die Zahl an gewonnenen Datenpunkten
bezogen auf das Volumen der biologischen Probe drastisch
erhoht. Wenn eine Probe von 100 uL auf eine Fliche mit
10000 raumlich und biochemisch unterschiedlichen Einheiten
aufgebracht wird (beispielsweise ist jede Einheit mit einem
unterschiedlichen Antikorper beladen — sieche Abbildung 1),
dann konnen 10000 Einzeldaten in einem einzigen Experi-
ment erhalten werden. Ein gewohnlicher ELISA-Test auf
einer 96er Titerplatte mit dem gleichen Probenvolumen
wiirde hingegen nur einen einzigen Datenpunkt liefern.

Identifizierung molekularer Muster

Biologische Proteinproben sind oft sehr kostbar, nur in
kleinen Volumina erhiltlich und, anders als DNA-Proben,
nicht vermehrbar. Die Moglichkeit, durch Protein-Mikro-
arrays die Zahl der Datenpunkte pro Probenvolumen zu
maximieren, ist somit fiir Proteinexpressionsuntersuchungen
unerldsslich. Durch den Einsatz von Protein-Mikroarrays
konnen im Gegensatz zu konventionellen Methoden zahlrei-
che potenzielle molekulare Marker fiir pathologische Zu-
stdnde identifiziert werden. Dies erhoht nicht nur die Wahr-
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Abbildung 1. Einsatz von Protein-Mikroarrays bei der Proteinexpressionsmuster-Erkennung. Links oben wird eine schematische Darstellung eines
12 x 14-Antikérper-Arrays gezeigt. Jeder Punkt ist mit einem bestimmten Antikérper beladen (rechts oben). Dies erméglicht, bis zu 168 Proteinen
gleichzeitig zu messen. Zuerst wird eine komplexe Proteinmischung (die biologische Probe) mit dem Antikérper-Array in Kontakt gebracht. Jeder
Punkt auf dem Array bindet eine Proteinspezies aus der komplexen Proteinmischung. Nach der Aquilibrierung wird der Array gewaschen, um un-
gebundene Proteine zu entfernen. Sind die zu analysierenden Proteine mit fluoreszierenden Gruppen markiert, kénnen die am Array gebundenen
Proteine direkt gemessen werden (dies ist nicht gezeigt). Alternativ kann ein Gemisch von markierten Detektionsantikérpern zum Array gegeben
werden, um an den Punkten, an welchen das zu analysierende Protein gebunden hat, ,Sandwich-Komplexe* zu bilden (unten rechts). Danach wird

der Array gewaschen und das Fluoreszenzsignal auf den einzelnen Punkten quantifiziert.

scheinlichkeit, passende Marker zu finden, sondern ermog-
licht zugleich, Proteinmuster (Biosignaturen) fiir die Diag-
nose zu ermitteln, die mit einem konventionellen Ansatz —
hier wird die Menge einzelner Proteine bestimmten Krank-
heitsstadien zugeordnet — verfehlt werden konnten. Dass
pathologische Zustinde anders als einzelne Marker mit
bestimmten Genexpressionsmustern korrelieren, wurde fiir
verschiedene Krebsarten auf der Ebene der mRNA eindeutig
nachgewiesen.[*'?I Diese Arbeiten zeigen auch, dass durch die
Bestimmung von Genexpressionsmustern histologisch nicht
unterscheidbare Tumorarten taxonomisch weiter aufgeteilt
werden konnen und dass dieser molekulare Unterschied mit
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der Krankheitsprognose und der Wirkung der Therapie auf
die Tumore gut korreliert.

Auch die Signalintensitdten von Proteinexpressionsmus-
tern konnen Aussagen iiber pathologische Zustdnde ermog-
lichen. Petricoin et al.l'¥! fiihrten SELDI-massenspektrome-
trische Untersuchungen an hydrophob extrahierten Serum-
proteinen und -peptiden von Patientinnen mit Eierstockkrebs
durch und verglichen die Muster der m/z-Signale mit denen
von gesunden Personen (SELDI= Oberflichenverstirkte
Laserdesorption/-ionisation, m/z = Masse/Ladung). Die Mus-
ter wurden mit einer neuartigen Mustererkennungsmethode
analysiert. Diese Methode kombiniert genetische Algorith-
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men mit Algorithmen der Clusteranalyse, um die Muster der
Signalintensitdten mit pathologischen Zustinden gleichzu-
setzen. Der neuartige Algorithmus deckte ein Muster mit fiinf
verschiedenen m/z-Verhiltnissen auf, das es ermoglichte,
bosartige Eierstocktumore an allen getesteten Patientinnen
zu diagnostizieren mit einer Wahrscheinlichkeit von nur 5%
fiir falsch-positive Ergebnisse. Dies ergab einen wesentlich
hoheren Pradiktionswert (94 %) als der fiir den iiblicherweise
genutzten Serumbiomarker fiir Eierstockkrebs, Krebs-Anti-
gen 125 (CA125). CA125 hat einen Pradiktionswert von nur
10%.

Die Untersuchung zeigt deutlich den Vorteil von Paral-
lelmessungen zur Bestimmung von Proteinmustern. Die
Massenspektrometrie bietet die Moglichkeit, solche Verglei-
che anzustellen und hat zudem den Vorteil, die Muster
verschiedener m/z-Verhiltnisse nutzen zu kdnnen, ohne die
genaue Identitdt des Proteins zu kennen. Nachteile dieser
Methode liegen in dem geringen Probendurchsatz bezogen
auf immunologische Tests und in der genauen Identifizierung
der molekularen Marker. Sind diese Marker jedoch identifi-
ziert, konnen Antikorper entwickelt werden, welche dann in
parallelen immunologischen Tests eingesetzt werden. Diese
immunologischen Tests haben neben einer hoheren Emp-
findlichkeit und einer genauen Quantifizierung auch einen
deutlich hoheren Probendurchsatz. Qualitative Methoden
wie die Massenspektrometrie und quantitative Methoden wie
immunologische Tests mit hohem Durchsatz, die tausende
von Proben unterschiedlicher Patientengruppen testen kon-
nen, ergianzen sich daher hervorragend.

Miniaturisierte Immunassays

Das Miniaturisieren und Parallelisieren immunologischer
Assays zur Bestimmung von Proteinen ist Gegenstand
zahlreicher Untersuchungen und Ubersichtsartikel.*-!
Schweitzer et al.l'¥l haben einen Mikroarray mit Antikdrpern
vorgestellt, der 75 Cytokine (16sliche Signalproteine, die an
der Immunantwort beteiligt sind) gleichzeitig messen kann.
Antikorper mit bekannter Spezifitdt wurden dafiir auf Glas-
objekttrager aufgebracht, mit biologischen Proben inkubiert,
gewaschen und anschlieSend einer Mischung von Detektions-
antikorpern ausgesetzt (Abbildung 1). Die Detektionsanti-
korper, deren Sperzifitidt ebenfalls bekannt war, wurden so
gewihlt, dass sie an andere Regionen (Epitope) der Cytokine
binden als die oberflichengebundenen Antikorper. Es ist
daher moglich, Cytokine aus biologischen Proben zwischen
den oberflachengebundenen Antikdrpern und den Detekti-
onsantikérpern zu binden — es entsteht ein stabiler ,,Sand-
wich-Komplex“. Die Detektionsantikérper sind gewohnlich
mit fluoreszierenden Stoffen markiert, die mit einem kon-
fokalen Fluoreszenzscanner dhnlich den fiir die Auslese bei
den DNA-Mikroarrays entwickelten detektiert werden kon-
nen. Oft ist jedoch die Empfindlichkeit dieser Methode
ungeniigend und reicht nicht aus, geringe Proteinkonzentra-
tionen beispielsweise von Cytokinen zu bestimmen.

Mit der neuartigen Signalverstirkungsmethode RCA
kann die Empfindlichkeit erhoht werden (RCA =rolling
circles amplification). Das Prinzip dieser Methode beruht
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auch auf einem Sandwich-Immunassay. Die Detektionsanti-
korper sind in diesem Fall mit DNA-Sequenzen modifiziert.
Nachdem die Detektionsantikorper an die Antigene auf dem
Protein-Mikroarray gebunden haben, werden ihre DNA-
Sequenzen direkt von einer DNA-Polymerase verldngert.
Dadurch werden lange DNA-Polymere von bekannter Se-
quenz gebildet, die an dem jeweiligen Detektionsantikorper
und somit auf dem dazugehorigen Punkt des Protein-Mikro-
arrays hédngen. Nach dem Polymerisationschritt wird die
verldngerte DNA-Sequenz mit komplimentéren, fluoreszenz-
markierten DNA-Oligonucleotiden hybridisiert. Da die ver-
langerten DNA-Polymere sehr lang sind, werden mehrere
Oligonucleotide und somit mehrere fluoreszierende Gruppen
an jeden Antikorper gebunden.

Mit dieser RCA-Sandwich-Methode ist es Schweitzer
et al.'" gelungen, Cytokine auch in physiologischen Kon-
zentrationen, die im pico- und subpicomolaren Bereich
liegen, zu detektieren. Diese Methode wurde verwendet,
um die Expression von 51 Cytokinen in kultivierten Zellen
nach der Stimulation mit Lipopolysacchariden oder dem
Tumornekrosefaktor a zu verfolgen. Wenige Mikroliter des
Zellkulturiiberstandes waren ausreichend, um an mehreren
Zeitpunkten nach der Induktion die Konzentration der
Cytokine zu messen. Hétte man das gleiche Projekt auf
konventionelle Weise mithilfe von gewohnlichen Immunas-
says durchgefiihrt, wire dafiir ein tausendmal groBeres
Probenvolumen notig gewesen. Den Autoren war es somit
moglich, eine erhohte Sekretion von zahlreichen Cytokinen
in den Zelliiberstinden zu verfolgen. Die Daten wurden
anschlieSend durch Vergleichsmessungen mit gewohnlichen
ELISA-Methoden bestétigt.

Eine Alternative zu der Nucleinsdure-gestiitzten Ampli-
fikationsmethode besteht darin, einerseits die sekundiren
Detektionsantikorper mit einem stark fluoreszierenden Mar-
ker (Phycoerythrin) zu markieren und andererseits die Ober-
flichenchemie und die Orientierung des gebundenen Anti-
korpers zu verbessern (Abbildung2). Auf diese Art und
Weise konnen proteinabweisende Oberflichen mit einer
dicht gepackten Einzelschicht von rdumlich orientierten
Antikorperfragmenten hergestellt werden, die nahezu
100% aktiv sind.['"]

Antikorper-Arrays mit hunderten von verschiedenen
Antikorpern werden zur Zeit von BD Biosciences Clontech
(Palo Alto, CA) und Hypromatrix (Millbury, MA) kommer-
ziell zur Verfiigung gestellt. Die Nutzung dieser Produkte
erfordert jedoch eine direkte Markierung der biologischen
Probe (z. B. mit einer fluoreszierenden Gruppe), bevor sie mit
dem Array inkubiert wird. Danach wird der Array gewaschen
und die gebundenen fluoreszenzmarkierten Proteine mithilfe
eines Fluoreszenzscanners auf den jeweiligen Antikorper-
punkt detektiert. Alternativ kann man auch zwei unter-
schiedliche Proben (z.B. eine physiologische und eine patho-
logische) mit verschiedenen fluoreszierenden Gruppen mar-
kieren, die Proben vereinigen und anschlieBend das Pro-
bengemisch auf den Array aufbringen (Abbildung 3).
Unterschiede in der Konzentration der jeweiligen Proteine
werden durch die relative Intensitdt der Fluoreszenz der
beiden Fluorophore auf dem entsprechenden Antikorper-
punkt des Arrays detektiert. Ein genereller Nachteil dieser
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Abbildung 2. Eine Oberflichenchemie, die gegeniiber nicht-spezifischer Proteinbindung resistent ist und gleichzeitig die Derivatisierung durch An-
tikérper ermoglicht. a) Die Struktur des Poly(L-lysin-PEG-biotin)-Copolymer, das an eine negativ geladene Oberfliche wie TiO, adsorbiert. Die Me-
thoxy-PEG- und Biotin-PEG-Ketten werden an 20 bzw. 9% der Lysin-Seitenketten angehingt. b) Eine schematische Darstellung dieser Oberfliche

nach der Derivatisierung mit Streptavidin (SA). Da SA tetravalent ist, kénnen biotinylierte Antikérper (B-Ab) oder PEG-Fragmente (wie gezeigt) an

die freien Bindungsstellen des SA gebunden werden.

Methode liegt in der verhéltnismifBig geringen Empfindlich-
keit dieses Assays bezogen auf den ELISA-Test und einer
oftmals stark variierenden Effizienz der Pobenmarkierung.
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Abbildung 3. Differenzielle Proteinexpressionsmuster-Erkennung. Zwei
verschiedene Proteinproben (physiologisch gegeniiber pathologisch)
werden mit zwei verschiedenen fluoreszierenden Gruppen, L1 und L2,
markiert. Die zwei Proben werden anschliefend gemischt und auf ei-
nen Antikérper-Array gegeben. Die markierten Proteine der Probe bin-
den an die verschiedenen Antikérper entsprechend ihrer Spezifitit.
Punkt | zeigt ein hohes Signal fiir L2 und ein niedriges fur L1. Daraus
kann geschlossen werden, dass in der Proteinprobe B die Konzentrati-
on des entsprechenden Proteins hoher ist als in der Probe A. Die um-
gekehrte Situation findet man auf Punkt I1I. Punkt |1 zeigt die gleiche
Fluoreszenzintensitit fiir L1 und L2, was bedeutet, dass die Konzentra-
tionen der entsprechenden Protein gleich hoch sind.
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Proteine, die in geringer Konzentration in der Probe vor-
liegen, konnen hierbei oftmals nicht detektiert werden.[']

Antikorper-Antigen-Wechselwirkungen konnen auch
zum Testen der Immunantwort eines Patienten herangezogen
werden. Dazu wird das Patientenserum auf Protein-Mikro-
arrays aufgebracht, die aus immobilisierten Antigenen be-
stehen (Abbildung 4). Diese Antigen-Mikroarrays koénnen
somit Aufschluss tiber einen moglichen Kontakt des Patienten
mit pathogenen Keimen, das Vorliegen allergischer Reak-
tionen oder das Vorhandensein einer Autoimmunkrankheit
geben. Robinson et al.l'”) entwickelten einen Mikroarray mit
196 bekannten Antigenen und testeten damit die Seren von
Patienten mit sechs verschiedenen Autoimmunkrankheiten.
Sie konnten dadurch Antikérpermuster identifizieren, die es
ermoglichten, die unterschiedlichen Krankheiten zu unter-
scheiden. Diese Ergebnisse wurden duch konventionelle
ELISA-Methoden bestitigt. Die verschiedenen Unterklassen
der Autoimmunantikorper konnten sogar bestimmt werden,
indem der Array anschlieBend mit verschiedenen Unter-
klassen-spezifischen Antikorpern inkubiert wurde, die mit
unterschiedlichen fluoreszierenden Gruppen markiert waren.
Fiir die meisten Autoimmunantigene konnte mithilfe dieses
Arrays die physiologische Konzentration der Autoimmunan-
tikorper detektiert werden.

Die Nachweisgrenze des Arrays war auch hier dhnlich wie
oder besser als bei konventionellen ELISAs. Einige der
Antigene wurden jedoch von den Antikorpern nicht erkannt.
Dies ist wahrscheinlich auf eine Oberflichen-induzierte
Denaturierung der Antigene zuriickzufithren. Zur Losung
dieses Problems schlagen die Autoren vor, die Oberfldche
(Polylysin-beschichtetes Glas zur unspezifischen Physisorp-
tion der Proteine) durch ein biologisch kompatibleres Mate-
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Abbildung 4. Antigen-Arrays zur Analyse von Immunantworten. Die
Konfiguration der Arrays ist bezogen auf die in der vorherigen Abbil-
dung gezeigten Arrays umgekehrt. Wird das Patientenserum, das Im-
munglobuline (Antikérper) enthilt, mit einem Antigen-Array in Kontakt
gebracht, binden die Antikérper im Serum spezifisch an die verschie-
denen Antigene, die sich auf den einzelnen Punkten auf dem Array be-
finden. Nachdem die ungebundenen Immunglobuline abgewaschen
sind, wird ein markierter Anti-Humanimmunglobulin-Antikérper dazu-
gegeben. Dieser erkennt die gebundenen Humanantikérper auf dem
Array. Dadurch wird indirekt die Antikdrperantwort auf die unterschied-
lichen Antigene im Patientenserum aufgedeckt.

rial zu ersetzen. Zum Testen von Immunantworten gegen
Antigene, die hauptsichlich auf der Basis von Kohlenhydra-
ten aufgebaut sind, wurden Nitrocellulose-beschichtete Ob-
jektriager erfolgreich eingesetzt.' Dieser Erfolg ist beson-
ders wichtig, da die immunogenen Gruppen von infektidsen
Pathogenen haufig aus Polysacchariden bestehen.

Andere mogliche Anwendungsgebiete von Antigen-Ar-
rays sind die Suche nach krebsspezifischen Autoimmunanti-
genen, die zur Entwicklung von neuartigen Diagnoseverfah-
ren und Tumortherapeutika fithren konnten. Antigen-Arrays
konnten auch zur einer systematischeren Entwicklung von
Impfmitteln eingesetzt werden.

Mikroarray-Formate

Protein-Mikroarrays konnen neben der Bestimmung von
Protein- und Antikorperkonzentrationen in biologischen
Proben auch zum Messen der Proteinaktivitit genutzt
werden. Zhu et al.'¥! haben nahezu alle 5800 Hefegene
exprimiert, die entsprechenden Proteine in kleinen Mengen
aufgereinigt und auf einen Glasobjekttriger immobilisiert.
Diese Proteom-Chips wurden anschlieBend mit markierten
Molekiilen inkubiert, um wechselwirkende Hefeproteine
nachzuweisen. Die Experimente fiihrten zur Identifizierung
von mehreren Proteinen, die an das Protein Calmodulin und
an bestimmte Lipide binden.

Auch die enzymatische Aktivitdt von Proteinen kann im
Mikroarray-Format getestet werden. Arrays aus Substratpep-
tiden und Kinasen wurden beispielsweise dazu genutzt, die
Spezifitit von praktisch allen Hefekinasen zu bestimmen.]
Houseman et al.2!l beschrieben eine Oberfliche, deren che-
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mische Eigenschaften es ermdglicht, Enzym-Substrat-Wech-
selwirkungen quantitativ zu erfassen. Diese Oberfldche ist
proteinabweisend und hat eine definierte Dichte, wobei die
kovalent gebundenen Substrate homogen angeordnet sind.
Eine solche Oberfldche wurde durch die Selbstorganisation
von Polyethylenglycol(PEG)-terminierten Alkanthiolen zu
organischen Diinnfilmen auf Goldoberflichen gebildet.
PEG-Gruppen sind fiir ihre proteinabweisende Eigenschaft
bekannt. Dariiber hinaus ist ein Teil der PEG-Gruppen auf
dieser Oberfldche zusitzlich mit einer w-Benzochinongruppe
funktionalisiert. Diese Gruppe kann mit Cyclopentadien-
konjugierten Peptiden eine kovalente Bindung eingehen.
Dadurch ist es moglich, die Peptidsubstrate auf eine sehr
homogene und gut charakterisierte Oberfliche zu binden.
Dies minimiert einen moglichen negativen FEinfluss der
Oberfliche auf die Enzym-Substrat-Wechselwirkung. Die
Autoren zeigten, dass die Peptide enzymatisch von einer
Proteinkinase phosphoryliert werden konnen. Sie erhielten
auch Informationen tiiber die Substratspezifitit und die
Kinetik der Phosphorylierung. Die Phosphorylierung wurde
dabei entweder direkt durch Inkubation der gebundenen
Substrate mit der Kinase und radioaktiv markiertem [y-
P]ATP gemessen oder indirekt durch Reaktion des phos-
phorylierten Tyrosins mit einem fluoreszierenden Antikorper
bestimmt (ATP = Adenosintriphosphat). Mithilfe dieses Sys-
tems konnten die Autoren auch die Inhibitionskonstanten
von verschiedenen Kinaseinhibitoren bestimmen.

Fine der groften Herausforderungen fiir die Protein-
Mikroarray-Technologie ist der Einsatz von Membranprotei-
nen. Zu dieser Proteinklasse zdhlen mehr als 50% der
derzeitigen Zielverbindungen der Arzneimittelforschung.?
Erst vor kurzem wurde eine Methode zur Immobilisierung
von Membranproteinen auf Mikroarrays beschrieben. Fang
etal.??l gelang es, auf mit Aminopropylsilan behandelten
Glasobjekttrdgern eine Membran aus einer Lipiddoppel-
schicht so aufzubringen, dass sie stabil gegeniiber dem
Waschen mit wissrigen Puffern sowie der Dehydratisierung
ist und gleichzeitig ihre Fluiditédt behilt. Die Autoren zeigten,
dass G-Protein-gebundene Rezeptoren, die eine der wichtig-
sten Arzneimittelzielverbindungen sind, auf diese Glasob-
jekttrdger in ihrer aktiven Form gebunden werden konnen.

Ionenkanile sind eine weitere wichtige Klasse von
Membranproteinen. Chip-gestiitzte Methoden, die die Mes-
sung von lonenstromen durch solche Kanile erméglichen,
werden gerade entwickelt. Die dafiir benotigten Membranen
miissen so immobilisiert werden, dass ihre isolierenden
Eigenschaften erhalten bleiben. Hierdurch wird sicher ge-
stellt, dass die gemessene Leitfdhigkeit des Systems auf die
Aktivitat der eingebetteten Kanalproteine und nicht auf
Defekte in der Membranstruktur zuriickzufiihren ist.[*’]
Arrays aus verschiedenen, in Membranen eingebetteten
Ionenkanilen, bei denen jeder Punkt einzeln mit einer
Mikroelektrode analysiert werden kann, konnen die Suche
nach solchen Substanzen erleichtern, die die Leitfdahigkeit der
Kanalproteine beeinflussen.

Ein weiteres neuartiges Konzept fiir Protein-Mikroarrays
wird als Affinitdts-Kontakt-Druck (affinity contact printing)
bezeichnet.?! Diese Methode beruht auf dem Gebrauch eines
dreidimensionalen Chips, bei dem flache Strukturen (,,Tafel-
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Abbildung 5. Affinitits-Kontakt-Druck. Auf die hervorstehenden Struk-
turen eines Stempels werden Antikérper (oder anderen Affinititsrea-
gentien) kovalent gebunden. Dieser Stempel wird dann durch Eintau-
chen in eine Proteinlsung ,eingefirbt“. Nach dem Waschen wird der
eingefirbte Stempel mit einem Substrat, welches Proteine mit einer
héheren Affinitit als die der Antikérper-Antigen-Wechselwirkung bin-
det, in Kontakt gebracht. Dieser beladene Stempel kann nun zur Erstel-
lung definierter Druckmuster von Proteinen auf Substratoberflichen
genutzt werden.

berge“) aus dem Chipsockel herausragen (Abbildung5).
Verschiedene Proteine kénnen kovalent auf die erhobenen
Strukturen gebunden werden. Der Chip wird anschlieSend in
die Losung eines Proteingemischs getaucht, was zur Folge hat,
dass die kovalent gebundenen Proteine interagierende Pro-
teine aus dem Gemisch auf den Fldachen der ,Tafelberge*
binden. Der Chip dient somit als Reinigungs- und Konzentra-
tionsvorrichtung. Als ndchstes wird der Chip aus der Pro-
teinlosung entfernt, gewaschen und als Stempel genutzt: Er
wird mit einer Oberfliche mit hoher unspezifischer Pro-
teinbindungsaffinitdt in Kontakt gebracht. Die spezifisch
gebundenen Proteine werden hierbei auf die Oberfliche
transferiert (die ,gedruckte Oberfliche®), wihrend die
kovalent gebundenen Proteine am Stempel zuriick bleiben.
Die gedruckte Oberfliche kann mithilfe der Massenspektro-
metrie oder anderen Methoden analysiert werden. Einige der
gedruckten Proteine behalten sogar ihre biologische Aktivitat
bei.
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Protein-Mikroarrays in der Arzneimittelentwicklung

Die technologischen Fortschritte in der Genom- und
Proteomforschung haben zur Entdeckung von zahlreichen
potenziellen Wirkstoffen gefiihrt. Nahezu alle Zielmolekiilen
sind Proteine. Diese potenziellen Wirkstoffe miissen validiert
und nach Wichtigkeit geordnet werden. Um dies effizient
durchfiihren zu konnen, miissen neuartige Hilfsmittel entwi-
ckelt werden. Diese Hilfsmittel miissen so konzipiert sein,
dass sie auch fiir andere Engpésse in der Arzneimittelent-
wicklung niitzlich sind — z.B. sollten sie helfen, vorklinische
und klinische Studien effizienter zu gestalten. Protein-Mikro-
arrays werden entscheidend dazu beitragen, die Entwicklung
von therapeutischen und diagnostischen Biomarkern effizient
voranzutreiben. Abbildung 6 zeigt die verschiedenen Stadien
dieser Prozesse und hebt insbesondere die Gebiete heraus,
bei denen Protein-Biochips hiufig eingesetzt werden.

Zum gegenwirtigen Zeitpunk haben Protein-Mikroarrays
auf die frithe Phase der Arzneimittelentwicklung wenig
Einfluss. Dies ist auf die limitierte Zahl validierter Anti-
korper zuriickzufithren, die fiir Expressionsuntersuchungen
potenzieller Arzneimittel herangezogen werden konnen. Fiir
das Auffinden solcher Zielverbindungen sind andere Genom-
und Proteomverfahren besser geeignet, z.B. DNA-Arrays
zum Messen der mRNA-Expression und zweidimensionale
Gelelektrophorese in Kombination mit Massenspektrometrie
zur Proteinidentifizierung. Sind diese potenziellen Wirkstoffe
jedoch identifiziert, miissen sie in einen biologischen Zusam-
menhang gebracht werden (beispielsweise bestimmten Sig-
naltransduktionswegen zugeordnet werden). Um diese Zu-
sammenhinge aufzudecken, konnen Protein-Chips entwi-
ckelt werden, die mit diesen Substraten beladen sind. Diese
agieren dann als ,,Koderproteine“. Hierbei wechselwirken sie
mit Proteinen in der Probe und bilden auf dem Chip einen
Protein-Komplex. Mithilfe der Massenspektrometrie werden
diese Komplexe identifiziert und die Rolle der Proteine in
zelluldren Signaltransduktionswegen entschliisselt. Ist das
biologische Umfeld eines potenziellen Wirkstoffs charakteri-
siert, werden zur statistischen Validierung verschiedene
Zellarten zahlreicher Patienten auf diese Wechselwirkungen
untersucht. Fiir solche Messungen konnen Proteinexpressi-
ons-Chips, die auf einer einfachen, quantitativen Detektions-
methode wie der Fluoreszenz beruhen, die weniger quanti-
tativen und arbeitsintensiven Methoden wie zweidimensio-
nale Gelelektrophorese in Kombination mit Massenspektro-
metrie verdringen.

Leitstruktur-
“prifung/Vorkli-
nische Studien,

Klinische
Studien

.
klinische Diagnose-
produkte

-

Sekundire Anwendungen

Abbildung 6. Der Einsatz von Protein-Mikroarrays bei der Entwicklung von Arzneimitteln und Biomarkern fiir die Diagnose.
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Weitere Anwendungen von Protein-Mikroarrays liegen in
der Identifizierung von pharmakologischen Leitstrukturen
und in den nachgeschalteten Prozessen wie Leitstrukturopti-
mierung und -Validierung. Systeme, die auf Chips beruhen,
konnen auch zur Charakterisierung von inhibitorischen
Eigenschaften dieser Leitstrukturen in Bezug auf die kataly-
tische Aktivitdt einzelner Enzyme oder Enzymklassen her-
angezogen werden.?->2l Der Vorteil dieser miniaturisierten
und parallelen Systeme liegt in der Zeitersparnis und dem
geringen Verbrauch von wertvollen Reagentien. Chips zur
Messung von toxischen Nebeneffekten von Medikamenten
im Friithstadium ihrer Entwicklung konnen auf eventuelle
Misserfolge in spéteren klinischen Studien hindeuten.

Bei der Biomarkeridentifizierung, die sehr eng an den
Medikamentenentwicklungsprozess gebunden ist, konnen
Protein-Mikroarrays auch eine grofle Bedeutung haben.
Biomarker konnen die vorklinischen und klinischen Phasen
der Medikamentenentwicklung unterstiitzen, bei der Klassi-
fizierung von Patientengruppen mit unterschiedlicher Reak-
tion auf bestimmte Medikamente helfen sowie die Wirkung
und Toxizitdt von Medikamenten zeigen. Protein-Chips, die
zur Biomarkeridentifizierung bei Autoimmunkrankheiten!!”!
und Krebsleiden™! verwendet werden koénnen, wurden be-
reits beschrieben. Mit der Entwicklung und Anwendung von
Antikorper-Arrays zur Bestimmung von Cytokinen und
anderen Faktoren der Immunantwort hoffen sowohl wir als
auch andere Forschungsgruppen, Expressionsmuster zu er-
kennen, die fiir die Diagnose und Behandlung von Entziin-
dungskrankheiten von Bedeutung sind.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Protein-
Mikroarrays das Potenzial haben, die unterschiedlichen
Stadien der Arzneimittel- und Biomarkerentwickung zu
revolutionieren. Dies fiihrt zu einer drastischen Einsparung
von Kosten, Zeit und Reagentien. Dariiber hinaus wird der
Einsatz von Protein-Chips die pharmazeutische Industrie in
die Lage versetzen, Medikamente individuell auf die unter-
schiedlichen Patientengruppen anzupassen.

Zusammenfassung und Ausblick

In den letzten zwei bis drei Jahren haben Protein-Mikro-
arrays zweifellos an Popularitdt gewonnen. Dies zeigt sich
besonders deutlich in der steigenden Zahl von wissenschaft-
lichen Publikationen (siehe Zitate in Lit. [1-5]). Besonders
fir die Expressionsmuster-Erkennung wurden zahlreiche
Chip-Formate entwickelt. Die groe Herausforderung fiir
die Zukunft liegt nun hauptsichlich in der Entwicklung
geeigneter biologischer Substanzen, mit denen diese Chips
beladen werden. Bei der Erstellung von Expressionsprofilen
von Proteinen wird fiir die Messung jedes Proteins mindes-
tens ein spezifischer Antikorper benétigt. Da wahrscheinlich
polyklonale Antikorper fiir parallele Immunassays nicht
spezifisch genug sind, muss auf die langwierige (etwa
6 Monate) und teuere Entwicklung monoklonaler Antikorper
zuriickgegriffen werden. Eine Alternative dazu ist die Pha-
gen-Display-Methode von rekombinanten Antikorperfrag-
menten. Hierbei handelt es sich um einen kiinstlichen In-
vitro-Selektionsprozess, bei dem hoch affine bindende Rea-
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gentien aus grofie, natiirlichen Bibliotheken (Phagen-Biblio-
theken) erhalten werden.’®>!l Die Zeitspanne, die fiir die
Selektion dieser Antikorperfragmente benotigt wird, ist
wesentlich kiirzer als diejenige, die fiir eine langwierige
Immunisierung von Tieren benétigt wird. Der In-vitro-Selek-
tionsprozess kann zudem auch zur Selektion von bindenden
Reagentien gegen toxische und korpereigene Proteine ein-
gesetzt werden.

Es gibt weitere solcher kiinstlicher Selektionsmethoden,
z.B. die Mikroben-Display-[*?! und Ribosomen-Display-Me-
thode®! von Antikérperfragmenten, die mRNA-Display-
Methode von kiinstlichen Protein-Bibliotheken,?¥ das
Zwei-Hybrid-System™! und das SELEX-Verfahren von Nu-
cleinsdure-Bibliotheken (SELEX =systematische Entwick-
lung von Liganden durch exponentielle Anreicherung).%37
Jede dieser neuartigen Methoden eignet sich fiir die Auto-
matisierung.

Bevor die Methoden zur Herstellung von bindenden
Reagentien eingesetzt werden konnen, muss jedoch erst das
Zielprotein synthetisiert und gereinigt werden. Viele Sauge-
tierproteine koénnen in relativ grofen Mengen entweder in
dem Bakterium E. coli direkt oder in E.-coli-Extrakten in
vitro exprimiert werden. Oftmals sind diese Proteine jedoch
nicht richtig gefaltet und liegen daher als unlosliche Prézipi-
tate vor. Fiir die meisten menschlichen Proteine miissen somit
alternative Expressionssysteme identifiziert oder Verfahren
zur Riickfaltung der unloslichen Proteine entwickelt werden.

Ein einfacherer Weg zur Gewinnung von Antigenen wére
die Synthese und Anwendung von kurzen Peptiden. Anti-
korper gegen kurze Peptide haben jedoch normalerweise eine
schlechtere Bindungsaffinitit als diejenigen gegen gefaltete
Proteine. Innovation ist auch im Bereich der Detektions-
methoden fiir Antikérper-Arrays mit hunderten oder tausen-
den von verschiedenen Antikorperspezifitidten gefragt. Eine
Moglichkeit besteht in der chemischen Markierung aller
Proteine in einem komplexen Probengemisch durch einen
Fluoreszensfarbstoff. Der Nachteil dieses Ansatzes liegt in
der geringen Empfindlichkeit wegen des schlechten Signal-
Rausch-Verhiltnisses der Messung. Gerade wichtige Signal-
proteine wie Cytokine liegen in milliardenfach niedrigerer
Konzentration vor als andere Proteine im gleichen Gemisch.
Selbst der Einsatz von qualitativ hochwertigen Antikorpern
ermoglicht oftmals keine Detektion wegen des unspezifischen
Bindens anderer Proteine. Das Signal-Rausch-Verhiltnis
kann durch die Anwendung eines Sandwich-Assays drastisch
verbessert werden. Dies hat jedoch den Nachteil, dass zwei
hoch spezifische bindende Reagentien entwickelt werden
miissen.

In den letzten Jahren hat sich einiges in der Entwicklung
von Protein-Mikroarrays getan. Bis diese Technolgie aber
routineméBig in der Grundlagenforschung und fiir die Wirk-
stoffentwicklung eingesetzt werden kann, sind noch weitere
Verbesserungen notig.
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