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Die Nutzung von Protein-Microarrays zur personalisierten Proteomanalyse

Dr. Jorg D. Hoheisel

Abteilung Funktionelle Genomanalyse, Deutsches Krebsforschungszentrum, Heidelberg

Nach der Entschliisselung der menschlichen Erbsubstanz und der Moglichkeit, die in

der Basensequenz enthaltenen individuellen Unterschiede fiir klinische Routinediagnostik

zu nutzen, ist mittlerweile die Analyse einer weiteren, wesentlich komplexeren und therapie-

naheren Molekiilklasse - der Proteine - soweit voran geschritten, eine personenbezogene,

sprich ,,personalisierte” Diagnosestellung zu unterstiitzen.

Zurzeit erhalten wir einen Einblick, wie die

Moglichkeit zu einer vollstindigen und gleich-
zeitig fir eine klinische Anwendung ausrei-
chend genauen Analyse der menschlichen Erb-
substanz — des Genoms - die Diagnostik
umwilzen dirfte. Die Kapazitit, in jedem Indi-
viduum alle jeweiligen Varianten der Genomse-
quenz auszulesen und medizinisch relevante
Schlussfolgerungen fiir diese Person zu ziehen,
wird die Stratifizierung von Patienten — eine
Einteilung in Untergruppen, die mit verschie-
denen Therapieformen behandelt werden
sollten — enorm vorantreiben. Gleichzeitig bietet

sich eine Chance, bei Krankheiten mit sehr
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komplexem molekulargenetischen Hintergrund
wie etwa Krebs die Kombination der Verin-
derungen zu finden, die fur das individuelle
Krankheitsbild verantwortlich sind.

Noch genauere Information sollte gerade
auch fir nicht genetisch bedingte Krankheiten
eine Analyse aller Proteine eines Gewebes — des
Proteoms — bieten, da Proteine im Gegensatz zu
den meisten Nukleinsduren unmittelbar an der
molekularen Umsetzung der im Genom kodier-
ten Information beteiligt sind. Das ist auch ein
Grund, warum die meisten zurzeit genutzten
Wirkstoffe in Medikamenten Proteine beein-

flussen. Gerade auch fiir das sich entwickelnde

Feld der Companion Diagnostics, eines einem
Wirkstoft zugeordneten diagnostischen Verfah-
rens, das die Information liefert, ob dieser Wirk-
stoff fur den individuellen Patienten sicher ist
und einen positiven Effekt auf den Krankheits-
verlauf haben wird, ist deshalb eine genaue
Information uber das beeinflusste Protein und
sein Umfeld grundlegend.

Im letzten Jahrzehnt hat die Proteomanalyse
einen enormen Sprung nach vorn gemacht. Ganz
speziell die vielen Analysewege mittels Massen-
spektrometrie haben das Feld revolutioniert.
Erst vor Kurzem wurden erste, grobe Zusammen-

stellungen des menschlichen Proteoms veroffent-
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Deutsche Krebsforschungszentrum (DKFZ) in Heidelberg. Zunachst leitete er eine unabhangige Ar-
beitsgruppe, aus der flinf Jahre spater die Abteilung Funktionelle Genomanalyse hervorging.

Protein-Microarray mit mehr als 1600 verschie-
denen Proteinen, die durch zellfreie In-situ-Syn-
these produziert wurden. Links sind alle Proteine
nach einer Farbung mit einem griinen Fluores-
zenzfarbstoff zu erkennen. Rechts ist das Ergeb-
nis einer Inkubation mit Antikérpern zu sehen, die
mit rotem Farbstoff markiert waren (Lueong und
Hoheisel, unpublizierte Ergebnisse).
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licht [1-3]. Wie jedoch schon bei der Sequenzie-
rung des Genoms beginnt erst jetzt die Nutzung
dieser Information, um sie in klinische Anwen-
dungen zu tibersetzen. Dabei sind die Anforde-
rungen um ein Vielfaches grofer als bei der
DNA-Sequenzierung. Einmal besitzt das Proteom
eine enorme Komplexitit. Die etwa 22.000 Gene
des Menschen werden in geschitzt eine bis
mehrere Millionen Proteinformen umgeschrie-
ben; so gibt es im Menschen beispielsweise 566
bekannte Proteasen, die andere Proteine schnei-
den und damit in Struktur und Funktion verin-
dern konnen. Dazu kommt eine noch unbe-
kannte Zahl krankheitsbedingter Variationen.
Zusitzlich sind Proteine — im Gegensatz zu
Nukleinsduren — von ihrer Struktur und Bio-
chemie sehr unterschiedlich und variieren stark

in Konzentration und Lokalisierung.

Tanz der Molekiile

Von ganz besonderer Wichtigkeit ist jedoch die
Tatsache, dass die meisten Proteine mit anderen

Proteinen oder Liganden interagieren, um ihre
Funktion auszuiiben. Im Gegensatz zu der
ebenfalls wichtigen Interaktion zwischen Nukle-
insduren, die nach relativ einfachen und leicht
zu definierenden Regeln verliduft, ist bei Proteinen
quasi jede Interaktion unterschiedlich. Dabei
sind Stirke und Dauer der Bindung von wesent-
licher Bedeutung. Deshalb sind qualitative Ver-
fahren wie das Yeast-Two-Hybrid-System hervor-
ragend geeignet, Interaktionen zu identifizieren,
erlauben jedoch keine Analyse im diagnos-
tischen Bereich. Es werden Methoden bendtigt,
die diese Interaktionen zumindest semi-quanti-
tativ und in grofer Zahl messbar machen. Die
Intensitit einer Interaktion wird durch die Affi-
nitit zwischen zwei Molekiilen definiert, die
wiederum durch Faktoren wie Struktur, Ladung
oder Konzentration beeinflusst wird.
Affinititsgestiitzte Proteindiagnostik ist in der
Medizin bereits lange fest etabliert. Verfahren
wie Immunhistochemie oder ELISA sind aus der
klinischen Diagnostik nicht mehr wegzudenken.
Gerade um komplexe biologische Vorginge be-
schreiben und analysieren zu kénnen, sind je-
doch andere Verfahren notwendig. Protein-
Microarrays sind eine solche Plattform [4]. Wie
die Massenspektrometrie ist sie methodisch
mittlerweile zumindest in Teilbereichen von ei-
ner fiur Kklinische Diagnostik ausreichenden
Qualitit. Dabei liefert sie Informationen, die
vielfach komplementir zu den Ergebnissen der
Massenspektrometrie sind. Die Nachweisgrenze
ist grundsitzlich besser als das, was ELISA oder
Massenspektrometrie zurzeit leisten konnen, bis
zum Nachweis auf Einzelmolekiilebene. Gleich-
zeitig konnen prinzipiell beliebig viele Messun-
gen auf einmal durchgefihit und ausgelesen
werden. Protein-Microarrays lassen sich in drei
Grundformate unterteilen. Einmal sind viele,
verschiedene Proteine auf dem Microarray indi-
viduell prisentiert. Eine Sonderform davon sind
Antikorper-Microarrays, quasi eine Muliplex-
version des ELISA, die jedoch eine Reihe an Vor-
teilen mit sich bringt. Bei der dritten Variante
werden Proteinextrakte aus Patientenmaterial in
ihrer Gesamtheit auf einen Triger aufgebracht

und miteinander vergleichend analysiert.

Auf die richtige Bindung kommt es an

Microarrays vieler verschiedener Proteine konnen
durch das Aufdrucken vorgefertigter Molektle
oder deren In-situ-Synthese produziert werden.
Zum Nachweis von Immunantworten des Patien-
ten auf Infektionen, Allergien oder anderer Er-
krankungen sind beide Formate bereits prikli-
nisch im Einsatz. Eine Analyse des Proteoms eines
individuellen Patienten ldsst sich sinnvoll nur
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durch In-situ-Synthese der Proteine erreichen. In unserem Labor wurde
dazu eine Methode entwickelt, die aus der Gesamt-RNA des betroffenen
Gewebes auf dem Microarray DNA-Kopien der individuellen RNA-Mole-
kile herstellt, die alle Mutationen oder Reifungsvarianten der RNA bein-
halten. Von dieser DNA werden durch zellfreie Transkription und Trans-
lation die Proteinvarianten produziert, die im Patienten vorliegen. Deren
Auswirkungen konnen somit individuell getestet werden.

Methodisch am weitesten fortgeschritten ist die Nutzung von Antikor-
per-Microarrays. Grundsitzlich konnen alle Proteine des Korpers darauf-
hin untersucht werden, in welchen Mengen, Strukturen und mit welchen
Modifikationen sie vorliegen. Voraussetzung ist das Vorhandensein guter
Antikorper gegen die jeweilige Zielstruktur (Epitop). Obwohl zurzeit in
der Datenbank Antibodypedia mehr als 1,4 Mio. Antikdrper gegeniiber
19.000 Genprodukten aufgelistet sind, fehlen fir viele Anwendungen
noch passende Antikoérper oder andere, entsprechende Bindemolekiile.
Speziell fur Strukturanalysen sind beispielsweise nur wenige Bindemole-
kile vorhanden. Dies liegt u.a. auch daran, dass IgG-Antikorper hierfiir
wahrscheinlich nur unzureichend geeignet sind, da sie meistens lineare
Epitope erkennen. Andere Bindertypen wie etwa Nanobodies — Antikor-
perderivate aus Kamelen oder Haien — zeigen dagegen eine sehr hohe
strukturspezifische Erkennung. Dies kann Gbrigens fiir andere Testverfahren
wie Immunhistochemie wiederum von Nachteil sein, da die Proteine dort
vielfach denaturiert vorliegen. Fiir eine vollstindige Analyse des Proteoms
ist folglich eine Vielzahl neuer und/oder besserer Binder gegen bisher
nicht abgedeckte Epitope notwendig. Weltweit ist dies zurzeit ein Schwer-
punkt vieler akademischer und industrieller Anstrengungen [5].

Microarrays aus vollstindigen Proteinextrakten stellen eine verein-
fachte Version von Gewebeschnitten dar. Durch Inkubation mit Antikor-
pern kann beispielsweise festgestellt werden, ob ein bestimmtes Protein
im Gewebe vorliegt. Die vereinfachte Messung und der erhohte Durchsatz
werden jedoch durch eine Reduzierung des Informationsgehalts erkaulft.
Aus Gewebeschnitten lassen sich neben der reinen Mengenangabe auch
Informationen iber die Lokalisierung und Verteilung des Proteins ablesen.

Insgesamt befinden sich Protein-Microarrays zurzeit aufgrund der
steten Entwicklung in einer Ubergangsphase — zumindest fiir einige we-
nige Anwendungen — von der rein forschungsorientierten Nutzung zur
Anwendung an Patientenmaterial hin zur klinischen Diagnose. Der Aspekt
der Zertifizierung ist dabei eine schwierige Frage. Zurzeit wird hiufig
davon ausgegangen, dass ein klinischer Test moglichst einfach aufgebaut
sein sollte, etwa wie ein Schwangerschaftstest. Aufgrund der Komplexitit
vieler Krankheitsbilder kann es aber gut moglich sein, dass nur eine breit
ausgelegte Proteomanalyse zu einer ausreichend genauen Diagnose fiihren
kann, da nur hierdurch molekulare Kompensationsvorginge erfasst werden
und in die Diagnose einflieBen kénnen. Und wie fur alle Verfahren der
Proteomanalyse — auch der Massenspektrometrie — ist das Vorliegen einer
ausreichenden Zahl gut definierter Antikorper oder dquivalenter Molekdile
eine Grundvoraussetzung.

-> j.hoheiselfddkfz.de
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