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1.1 Einleitung

Mit der Vollendung des humanen Genomprojekts
stehen Sequenzinformationen fiir etwa 35000
menschliche Gene zur Verfiigung (McPherson et
al. 2001; Venter et al. 2001). Parallel zum mensch-
lichen Genom konnte bis heute fiir zahlreiche wei-
tere Organismen das Genom ganz oder teilweise
sequenziert werden. Allerdings sind von der Mehr-
zahl der menschlichen Gene nur partielle Sequen-
zen (expressed sequence tags, EST) bekannt, wobei
die meisten EST fiir Gene mit bisher nicht naher
untersuchten biologischen Eigenschaften kodieren.

Eine Hauptaufgabe der nichsten Jahre wird da-
her die funktionelle Charakterisierung der sequen-
zierten Gene sein. In der internationalen Literatur
wird hierfiir oft der Begriff ,functional genomics®
verwendet. Wahrend dieser Begriff in der Literatur
hiufig benutzt wird, ist seine Bedeutung weit
weniger klar definiert. Am ehesten wird unter
»functional genomics“ die Anwendung von experi-
mentellen molekularbiologischen Screeningverfah-
ren zur systematischen Untersuchung einer grofle-
ren Anzahl von Genen verstanden (Hieter u. Bo-
guski 1997). Durch die Detektion und Quantifizie-
rung der Expression von Genen unter bestimmten
experimentellen Bedingungen oder in bestimmten
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Erkrankungen kann auf ihre mogliche biologische
Funktion riickgeschlossen werden. Die daraus pos-
tulierten Funktionen spezifischer Gene miissen an-
hand addquater Modelle verifiziert werden.

Eine klassische Herangehensweise ist in Abb.
1.1 dargestellt. Als molekularbiologische Screen-
ingmethoden stehen neu entwickelte Verfahren wie

Mikroarrays,

subtraktive Hybridisierung,

SAGE (serial analysis of gene expression)

(Velculescu et al. 1995) oder

RNA arbitrarily primed polymerase chain re-

action (RAP-PCR, differential display) (Welsh et

al. 1992)

zur Verfiigung. Mit diesen Screeningverfahren kén-
nen Gene, die in den untersuchten Bedingungen
differenziell exprimiert sind, identifiziert werden.
Da die Screeningverfahren eine gréflere Anzahl
falsch-positiver Resultate produzieren konnen,
muss die differenzielle Expression mit unabhéngi-
gen Methoden wie Real-time-PCR oder Northern-
Blot verifiziert werden. ,Functional genomics®
schlieft auch die funktionelle Charakterisierung
der identifizierten Gene ein. In Abhingigkeit von
der Fragestellung kann ein Gen hierfiir beispiels-
weise durch Transfektion mit einem Expressions-
vektor tiberexprimiert oder durch Antisense- oder

Ganten/Ruckpaul (Hrsg.)
Molekularmedizinische Grundlagen
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Abb. 1.1. Klassische Vorgehensweise bei
molekularbiologischen Screeningverfah-
ren. Im Anschluss an die Durchfithrung
der Screeningverfahren zur Identifikation
differenziell exprimierter Gene miissen
die Ergebnisse mit unabhéngigen Verfah-
ren verifiziert werden. Der Begriff
»functional genomics® schliefit auch die
funktionelle Charakterisierung der identi-
fizierten Gene in geeigneten Modellen ein.

Knockout-Methoden inhibiert und anschlieflend in
einem addquaten Modell auf seine biologischen Ef-
fekte untersucht werden.

Die molekularbiologischen Screeningverfahren
sind neu entwickelte Methoden, die erst seit kurzer
Zeit fiir eine groflere Anzahl molekularbiologi-
scher Labors verfiigbar sind. Einerseits herrscht
weitgehende Ubereinstimmung, dass diese neuen
Verfahren die molekularbiologische Forschung ra-
sant beschleunigen und zur Identifikation wichti-
ger Pathomechanismen beitragen konnen. Ande-
rerseits besteht durch die hoch entwickelte Tech-
nologie, die spezialisiertes Fachwissen in verschie-
denen Bereichen wie Molekularbiologie, Biophysik,
Medizin und Bioinformatik erfordert, die Gefahr
der falschen Anwendung sowie der Fehlinterpreta-
tion von Daten. Es ist nicht das Ziel dieser einlei-
tenden Zusammenfassung, die vielfiltigen Metho-
den fiir molekularbiologische Untersuchungen auf-
zuzdhlen und zu diskutieren, da dies den Rahmen
dieses Kapitels schnell sprengen wiirde, sondern
sich auf neue Strategien zu fokussieren, die wichti-
ge Fragen in der Pathogenese rheumatischer Er-
krankungen beantworten konnten. Das vorliegende
Kapitel fasst daher neue Erkenntnisse iiber 2 héu-
fig verwendete Verfahren zur Identifikation neuer
und bekannter Gene,

die suppressive subtraktive Hybridisierung und

Mikroarrays,

fiir die rheumatologische Grundlagenforschung zu-
sammen und zeigt Limitierungen ihrer Anwen-
dungsmoglichkeiten auf.

SAGE serial analysis of gene expression

1.2 Suppressive subtraktive Hybridisierung

Die suppressive subtraktive Hybridisierung (SSH)
ist ein Screeningverfahren zur Identifikation diffe-
renziell exprimierter Gene, das auf Techniken der
Polymerasekettenreaktion (PCR) basiert (Diatchen-
ko et al. 1996). Herkommliche cDNA-Subtraktions-
methoden erfordern eine gréflere Anzahl von Hy-
bridisierungsschritten und selektionieren nicht fiir
Molekiile, die in geringerer Zahl transkribiert wer-
den. Bei der SSH kann mit nur 2 Hybridisierungs-
schritten eine bis zu 1000fache Anreicherung un-
terschiedlich exprimierter Gene erreicht werden.
Um auch die Identifikation seltenerer mRNA-Tran-
skripte zu ermdglichen, wurde ein zusitzlicher
Schritt in den Verlauf der Subtraktion eingebaut,
in dem unter Verwendung von Standardhybridisie-
rungskinetiken fiir die Expressionshiufigkeit nor-
malisiert wird. Mit Hilfe dieser Anreicherungs-
methode konnen auch differenziell exprimierte Ge-
ne mit niedriger Transkriptionsrate identifiziert
werden.

1.2.1 RNA-Isolation und reverse Transkription

Zunichst wird Poly-A*-RNA aus dem Gewebe oder
aus kultivierten Zellen unter Verwendung von
Standardverfahren isoliert. Wird Gesamt-RNA fiir
die Synthese von cDNA herangezogen, kommt es
neben einer Umschreibung von Poly-A*-RNA auch
zu einer Umschreibung von ribosomaler RNA.
Diese Umschreibung von ribosomaler RNA ist
auch durch Oligo-dT-Primer nicht vollig zu ver-
hindern und fiihrt zu einer ineffizienten subtrakti-
ven Hybridisierung.

Soll dennoch Gesamt-RNA fiir die Experimente
benutzt werden, muss fiir die reverse Transkripti-
on ein Verfahren verwendet werden, bei dem es zu
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Abb. 1.2. SMART-Technologie zur
reversen Transkription und Ampli-
fizierung von Poly-A"-RNA. Die
Anreicherung und reverse Tran-
skription von Poly-A*-RNA erfolgt
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einer Anreicherung von ¢cDNA-Molekiilen kommt,
die von Poly-A*-RNA transkribiert wurden. Als
Beispiel hierfiir bietet sich die SMART-Technologie
an (Abb. 1.2). Hierbei werden fiir die reverse Tran-
skription modifizierte Anti-Poly-A*-Primer (MO-
PA) verwendet. Erreicht die reverse Transkriptase
das 5'-Ende der RNA, werden durch die terminale
Transferaseaktivitdt des Enzyms einige Desoxycyti-
dinnukleotide am 5’-Ende angefiigt. Diese Nukleo-
tide dienen wiederum als Hybridisierungstemplate
fiir ein spezifisches SMART-Oligonukleotid, das ei-
ne Oligo-G-Sequenz an seinem 5-Ende besitzt. Die
reverse Transkriptase benutzt nun dieses SMART-
Oligonukleotid als Ablesestrang und fiigt dessen
Antisense-Sequenz dem abgelesenen cDNA-Einzel-
strang hinzu (Zhu et al. 2001). Die spezifische An-
reicherung von cDNA, die von Poly-A*-RNA revers
transkribiert wurde, erfolgt durch PCR-Amplifizie-
rung mit Primern gegen den initialen MOPA-Pri-
mer sowie das SMART-Oligonukleotid. Durch die
Lokalisation des SMART-Oligonukleotids am
5'-Ende wird gewdhrleistet, dass die RNA in ihrer
gesamten Linge in cDNA umgeschrieben wird.

Die Qualitit und Integritit der isolierten RNA
sind entscheidend fiir das Gelingen der Experimen-
te. Insbesondere bei manchen Geweben wie Haut,
Muskel und Sehnen kann die Isolation qualitativ
hochwertiger RNA eine Herausforderung darstellen.
Ein Aliquot der isolierten RNA sollte daher auf ei-
nem denaturierenden Agarose-Ethidiumbromid-Gel
kontrolliert werden. Gesamt-RNA von Menschen
und Sdugetieren stellt sich als 2 helle Banden bei et-
wa 4,5 und 1,9 kb (28 S- und 18 S-RNA) dar, wobei
die Intensitit der Banden etwa im Verhiltnis
1,5-2,5:1 liegen sollte. Teilweise oder vollstindig
degradierte RNA, erkenntlich an unscharfen Ban-
den, sollte nicht fiir die SSH verwendet werden.

Anti-MOPA und Anti-SMART primern

1.2.2 Prinzip der suppressiven subtraktiven
Hybridisierung

Die cDNA-Population, in der differenziell expri-
mierte Sequenzen detektiert werden sollen, wird
als Testprobe, die Referenz-cDNA-Population als
Vergleichsprobe bezeichnet. Das grundlegende
Prinzip der SSH besteht in einer Hybridisierung
von Sequenzen, welche sowohl in der Testprobe
als auch in der Vergleichsprobe exprimiert werden.
Die hybridisierten Sequenzen werden anschlieflend
entfernt. Die verbleibenden nichthybridisierten
cDNA-Molekiile reprisentieren Gene, die aus-
schliefflich in der Testprobe, aber nicht in der Ver-
gleichsprobe vorhanden sind.

Die molekularen Details des Verfahrens sind
schematisch in Abb. 1.3 dargestellt (Desaj et al.
2000). Zunichst wird die Testprobe in 2 Portionen
geteilt und mit 2 unterschiedlichen Adaptern
(Adapter 1 und 2) ligiert. Die Enden der Adapter
sind nicht phosphoryliert, sodass nur ein Strang
jedes Adapters kovalent an die 5-Enden der
cDNA-Molekiile gebunden ist. In der ersten Hybri-
disierung wird zu jeder Portion der Testprobe ein
Uberschuss an Vergleichsprobe gegeben.

Die eigentliche Hybridisierung erfolgt nach Hit-
zedenaturierung bei 68°C fiir 6-12h. Hierbei
kommt es in jeder der 2 Portionen zur Formation
verschiedener Molekiile, die in Abb. 1.3a darge-
stellt sind. Molekiile vom Typ A sind einzelstringi-
ge cDNA-Molekiile der Testprobe. Aufgrund von
Hybridisierungskinetiken der 2. Ordnung verlaufen
Hybridisierungen von Molekiilen hoherer Konzen-
tration schneller als Hybridisierungen von Mole-
killen mit niedriger Konzentration. Dadurch
kommt es bei den Typ-A-Molekiilen zu einer An-
reicherungen niedrig exprimierter Gene, die nun

3
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Abb. 1.3a,b. Prinzip der suppressiven subtraktiven Hybri-
disierung (SSH). Das Prinzip der SSH beruht auf 2 Hybri-
disierungsschritten zwischen der Testprobe und der Ver-

in vergleichbaren Konzentrationen zu den hoch
exprimierten Genen vorliegen. Parallel findet bei
den Typ-A-Molekiilen eine Anreicherung von Se-
quenzen statt, die nur in der Testprobe vorhanden
sind, da nichtdifferenziell exprimierte Sequenzen
Typ-C-Molekiile mit der Vergleichsprobe bilden.
Wihrend der 2. Hybridisierung werden die 2
Portionen der ersten Hybridisierung gemischt. Die
Zugabe von frisch denaturierter Vergleichsprobe
ermoglicht eine weitere Anreicherung von diffe-

gleichsprobe (a). Mit Hilfe einer Nested-PCR und Primern
gegen initial ligierte Adapter kommt es zur exponentiellen
Amplifizierung von differenziell exprimierten Sequenzen (b)

renziell exprimierten Typ-A-Molekillen. Typ-
A-Molekiile der beiden Portionen kénnen nun mit-
einander assoziieren und Typ-B-, Typ-C- und neu
Typ-E-Hybride bilden. Diese Typ-E-Hybride sind
doppelstriangige Molekiile der Testprobe mit unter-
schiedlichen einzelstringigen Enden, die den
Adaptern 1 und 2 entsprechen.

Vor den anschlieBenden PCR-Amplifizierungen
werden die einzelstringigen Adapterenden auf-
gefiillt, sodass nun komplementdre Bindungsstellen



fiir spezifische PCR-Primer vorliegen (Abb. 1.3b).
Molekiile vom Typ A und D besitzen keine Bin-
dungsstellen fiir die PCR-Primer und konnen nicht
amplifiziert werden. Typ-B-Molekiile mit gleichen
Adaptern an beiden Enden bilden Schleifenstruk-
turen, wodurch die Bindung der Primer und somit
die nachfolgende Amplifizierung supprimiert (sup-
pressive subtraktive Hybridisierung) werden (Lu-
kyanov et al. 1995). Molekiile vom Typ C weisen
nur eine Primerbindungsstelle auf und koénnen
deshalb nur linear amplifiziert werden. Typ-E-Mo-
lekiile besitzen dagegen 2 unterschiedliche Bin-
dungsstellen fiir Primer an den jeweiligen Adap-
terenden, wodurch eine exponentielle Vermehrung
gewidhrleistet ist. Als Folge werden differenziell ex-
primierte Molekiile in der entstehenden subtrakti-
ven cDNA-Library stark angereichert. Die ¢cDNA-
Library kann unter Verwendung herkémmlicher
Vektoren kloniert und eine beliebige Anzahl von
Klonen sequenziert werden.

1.2.3 Verifizierung differenziell exprimierter
Gene

Ebenso wie bei anderen Screeningverfahren entste-
hen bei der SSH in Abhingigkeit vom individuel-
len Experiment eine unterschiedlich grofle Anzahl
falsch-positiver Resultate. In der Literatur werden
hierfiir Zahlen zwischen 5% und 95% angegeben,
die sich mit den eigenen Erfahrungen decken
(Desaj et al. 2000; Distler et al. 2002; Zhang et al.
2001). Die Rate an falsch-positiven Ergebnissen ist
umso hoéher, je geringer die Anzahl von differen-
ziell exprimierten mRNA-Sequenzen und je gerin-
ger die quantitativen Unterschiede in der Expressi-

Bindung
Primer/Probe an
cDNA Sequenz
Abb. 1.4. Prinzip der TagMan-real-
time-PCR. Die TagMan-real-time- _
PCR ist das derzeit sensitivste und Nougy oliess
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quenzspezifischen Proben, die mit
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sind. Bei der Amplifizierung der Se-
quenz werden der Farbstoff abge-
spalten und ein Fluoreszenzsignal
emittiert, F Fluoreszenzfarbstoff,
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on zwischen Testprobe und Vergleichsprobe sind
(Desaj et al. 2000). Eine Bestdtigung der differen-
ziellen Expression mit einem unabhingigen Ver-
fahren ist daher unerldsslich. Neben herkémm-
lichen Methoden wie Northern-Blot oder RT-PCR
bietet sich als Goldstandard die quantitative Real-
time-PCR an.

Grundsitzlich stehen hierfiir 2 Real-time-PCR-
Techniken zur Verfiigung:

die TagMan-real-time-PCR und

die SYBR-Green-real-time-PCR.

Bei der TagMan-real-time-PCR wird zusitzlich zu
den PCR-Primern eine TaqMan-Probe verwendet,
die fiir das zu untersuchende Molekiil spezifisch
ist (Abb. 1.4). Die TagMan-Probe ist ein Oligo-
nukleotid mit einem Fluoreszenzfarbstoff (z.B.
FAM) an ihrem 5’-Ende und einem Quencher (z.B.
TAMRA) an ihrem 3’-Ende (Heid et al. 1996). Bei
intakter Probe findet keine Emission des Fluores-
zenzfarbstoffs statt, da das Fluoreszenzsignal vom
Quencher unterdriickt wird. Wihrend der PCR
bindet die TagMan-Probe an die Zielsequenz, die
von den beiden Primern flankiert wird. Da die
Tag-Polymerase, die fiir die Real-time-PCR ver-
wendet wird, eine 5 —3’-Exonukleaseaktivitit be-
sitzt, wird die TagMan-Probe im Rahmen der Syn-
these des Neustrangs gespalten (Holland et al
1991). Bei der Spaltung der TagMan-Probe werden
Fluoreszenzfarbstoff und Quencher getrennt, wo-
durch der Quencher das Fluoreszenzsignal nicht
mehr unterdriicken kann. Da je synthetisiertem
Neustrang ein Fluoreszenzsignal emittiert wird, ist
die Hohe der Emission direkt proportional zur
Anzahl der neu gebildeten Molekiile. In der expo-
nentiellen Phase der PCR ist die Anzahl der in ei-

Forward ™~
Primer ( : ! Probe EQ/)
............ 5
Reverse
Primer
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Primer Probe Q
e ——— T =3
Reverse
Primer
vAg
< : =
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nem bestimmten Zyklus gebildeten cDNA-Mole-
kiile wiederum von der Anzahl der Molekiile in
der Ausgangslosung abhingig, wodurch eine quan-
titative Aussage tiber die mRNA-Expression dieses
Molekiils erméglicht wird.

Bei der SYBR-Green-real-time-PCR wird im Ge-
gensatz zur TaqMan-real-time-PCR keine spezi-
fische Probe verwendet (Woo et al. 1998). Die Spe-
zifitét ist daher geringer als bei der TagMan-real-ti-
me-PCR. Allerdings ist das SYBR-Green-Verfahren
durch die Einsparung einer markierten Probe we-
sentlich kostengiinstiger und eignet sich daher ins-
besondere zur Bestitigung einer gréfleren Anzahl
von Molekiilen, wie dies bei der SSH der Fall ist.
Das Prinzip dieses Verfahrens beruht auf der Eigen-
schaft von SYBR Green, explizit an doppelstringige
DNA zu binden und dabei ein Fluoreszenzsignal zu
emittieren. Ahnlich wie bei der TagMan-real-time-
PCR ist die Intensitdt des Signals proportional zur
Anzahl der neu gebildeten (doppelstringigen) Mo-
lekiile und somit zur Menge des Molekiils in der
Ausgangslosung. Da SYBR Green an alle doppelst-
rangigen DNA-Molekiile bindet, kann es bei dieser
Methode zu unspezifischen Signalen aufgrund von
Primerdimeren oder unspezifischen PCR-Produkten
kommen (Vandesompele et al. 2002). Im Rahmen
der Auswertung muss daher fiir diese Moglichkeiten
mit einem Ethidiumbromid-Agarose-Gel (unspezi-
fische PCR-Produkte) und einer Dissoziationsana-
lyse (Primerdimere dissoziieren bei einer anderen
Temperatur als das spezifische PCR-Produkt) kon-
trolliert werden.

1.2.4 Limitierungen der suppressiven
subtraktiven Hybridisierung

Bei der subtraktiven Hybridisierung besteht die
Moglichkeit, unbekannte Gene bzw. Gene mit noch
unbekannter Funktion zu identifizieren. Erfah-
rungsgemdfl werden in grofleren Ansdtzen etwa
10-30% differenziell exprimierte Gene mit noch
unbekannter Funktion detektiert (Desaj et al. 2000;
Distler et al. 2002; Zhang et al. 2001). Auf der an-
deren Seite ist das Erstellen eines kompletten Ex-
pressionsprofils mit Hilfe der SSH sehr kosten-
und zeitintensiv. Untersuchungen zeigen, dass in
Abhingigkeit vom Versuchsansatz 300-500 Klone
analysiert werden miissen, um alle differenziell ex-
primierten Molekiile - auch solche mit niedriger
Expressionsrate — zu erfassen (Mueller et al. 1995;
von Stein et al. 1997). Viele Klone werden dabei
mehrfach gepickt, wodurch sich eine gewisse Re-
dundanz der SSH zeigt.

Weiterhin muss bedacht werden, dass fiir die
SSH eine Test- und Vergleichsprobe von nur einem
Patienten bzw. einer gesunden Vergleichsperson
herangezogen wird. Um zu allgemeingiiltigen Aus-
sagen zu gelangen, muss die differenzielle Expres-
sion der identifizierten Gene an weiteren Patienten
bzw. Proben bestitigt werden. Wird fiir die SSH
Gewebe verwendet, das aus sehr heterogenen Zell-
populationen besteht, nimmt die Effizienz der SSH
deutlich ab (Desaj et al. 2000). Homogenes Gewebe
mit einer groflen Anzahl gleichartiger Zielzellen,
wie z.B. einige Tumorarten oder aber kultivierte
Zellen, eignen sich dagegen besser als Ausgangs-
material fiir die SSH. Dies gilt in vergleichbarem
Mafl auch fiir Mikroarrays und andere Screening-
verfahren.

1.2.5 Anwendungsbeispiel in der Rheumatologie

Infektiose Erreger werden seit lingerem als mogli-
che Faktoren in der Pathogenese der rheumatoiden
Arthritis (RA) diskutiert. In diesem Zusammen-
hang sind endogene retrovirale Sequenzen von be-
sonderem Interesse. Kiirzlich konnte gezeigt wer-
den, dass das human LINE-1(L1)-Element, beste-
hend aus einem ORF 1/p40 (ORF: open reading
frame) und einem ORF 2, in synovialen Biopsien
von Patienten mit RA exprimiert wird (Neidhart et
al. 2000). Synoviale Biopsien von Patienten mit Os-
teoarthritis (OA) sowie von gesunden Kontrollen
zeigten keine oder nur eine minimale Expression
dieser endogenen retroviralen Sequenz. Um zu un-
tersuchen, welche Stoffwechselwege durch die Ex-
pression von L1 induziert werden, wurden kulti-
vierte synoviale Fibroblasten von RA-Patienten mit
einem Expressionsvektor fiir das L1-Element trans-
fiziert. Differenziell exprimierte Gene im Vergleich
zu nicht transfizierten Fibroblasten wurden mit
Hilfe der SSH identifiziert. Neben anderen Sequen-
zen zeigte sich die SAPK26 (stress-activated pro-
tein kinase 20) nach Transfektion mit L1 induziert,
wihrend bei leervektortransfizierten synovialen Fi-
broblasten keine Induktion dieses Molekiils zu be-
obachten war. Die differenzielle Expression konnte
mittels konventioneller RT-PCR in weiteren Ver-
suchen bestidtigt werden. Die mogliche Bedeutung
der SAPK20 fiir die Pathogenese der RA wurde
weiter durch das Expressionsmuster untermauert.
Wihrend Synovialbiopsien von OA-Patienten keine
Expression der SAPK20 aufwiesen, zeigte sich bei
Patienten mit RA eine deutliche Expression an Or-
ten der Gelenkdestruktion in Koexpression zu LI.
Anschlussexperimente deuten zudem darauf hin,



dass tiber Aktivierung der SAPK2 in synovialen
Fibroblasten eine Induktion von Matrixmetallopro-
teinasen (MMP) stattfindet. Humane L1-Elemente
kénnten daher iiber eine Induktion der SAPK20
und der Matrixmetalloproteinasen an der Gelenk-
destruktion der RA beteiligt sein.

1.3 Mikroarrays

Nach Vollendung des humanen Genomprojekts be-
steht die Hauptaufgabe der kommenden Jahre in
der Erforschung der biologischen Funktionen der
identifizierten Gensequenzen. In diesem Zusam-
menhang stellen die Weiterentwicklung und Opti-
mierung der Genarraytechnologie die wesentlichs-
ten technischen Fortschritte der letzten Jahre dar.
Die grofle Anzahl von Gensequenzen auf einem
Array ermoglicht die Erstellung eines umfassenden
Expressionsprofils unter verschiedenen experimen-
tellen Bedingungen. Neben zahlreichen weiteren
Anwendungsmoglichkeiten kann die Arraytech-
nologie in der Pathogeneseforschung auch als
Screeningverfahren fiir die Identifikation von
Schliisselmolekiilen verwendet werden. Einer der
Nachteile von Mikroarrays besteht in den hohen
Kosten, welche die Anwendung in der akademi-

Klone in 96-
well Platten

PCR Amplifizierung
DNA Aufreinigung

|

Herstellung Mikroarray

Abb. 1.5. Ablauf von Mikroarrayexperimenten. Mikroarrays
koénnen kommerziell erstanden oder selbst hergestellt wer-
den. Nach RNA-Isolation und Markierung im Rahmen der
reversen Transkription erfolgt die Hybridisierung mit der
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schen Forschung einschrinken. An akademischen
Zentren werden daher derzeit zentrale Forschungs-
einrichtungen aufgebaut, welche benétigte Gerit-
schaften und Materialien bereitstellen und die
Durchfithrung der Arrayexperimente sowie die
Auswertung der Daten fachlich begleiten. Auf-
grund der breiten Anwendungsmdoglichkeiten ist
die Arraytechnologie auch ein wichtiger wirt-
schaftlicher Faktor fiir die Biotechnologiebranche.
Nach Schétzungen wird der Umsatz fiir Mikroar-
rays weltweit von 531 Mio. US $ im Jahre 2000 auf
etwa 3,3 Mrd. US $ im Jahr 2004 steigen (Frost u.
Sullivan 2001).

Grundsitzlich stehen 2 grofliere DNA-Mikroar-
raytechnologien zur Verfiigung, bei denen entwe-
der Oligonukleotide oder cDNA auf die Oberfliche
von Glastrigern oder Nylonmembranen auf-
gebracht werden. In Abb. 1.5 sind die einzelnen
Schritte am Beispiel eines auf cDNA-Sequenzen
basierenden Glasarrays zusammengefasst (Mousses
et al. 2000). Mikroarrays kénnen kommerziell er-
standen oder selbst hergestellt werden. Hierfiir
werden mittels PCR amplifizierte und anschlie-
Bend aufgereinigte cDNA-Fragmente auf eine pri-
parierte Glasoberfliche aufgetragen. In Abhédngig-
keit vom Verfahren konnen hierbei bis zu mehrere
Zehntausend cDNA-Fragmente auf eine Glasober-
fliche in der Grofle eines Objekttrigers platziert
werden (Lockhart u. Winzeler 2000).

Probe 1 Probe 2

@ @&
l ISEII:;:;II l
ANES AN

Reverse
Transkription

Auswertung der Daten:

« Speicherung in Datenbanken

Clustering/Identifikation von
Kandidatengenen

Reduktion falsch-positiver
Signale

Normalisierung

»Reader” zur Messung

Hybridisierung der Fluoreszenz

Oberfliche des Tridgermaterials. Nach stringenten Wasch-
schritten wird das Fluoreszenzsignal abgelesen und ein Roh-
datenbild erzeugt. Abschlieflend erfolgt die statistische Aus-
wertung der Daten
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Fiir jedes Experiment wird RNA aus 2 zu ver-
gleichenden Zellpopulationen oder Geweben iso-
liert. Bei der anschlieflenden reversen Transkripti-
on werden die beiden cDNA-Proben mit 2 unter-
schiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen (z.B. Cye3 und
Cye5) markiert. Die beiden markierten Proben
werden dann zusammen auf die Glasoberfliche
aufgebracht und hybridisieren dort mit den auf-
getragenen cDNA-Fragmenten. Ist eine spezifische
RNA in einer der Proben hdufiger vertreten, hybri-
disiert eine groflere Menge der entsprechend mar-
kierten ¢cDNA an die korrespondierenden cDNA-
Fragmente auf der Glasoberfliche. Das Verhiltnis
der Fluoreszenzintensitdt zwischen den beiden ver-
wendeten Fluoreszenzfarbstoffen ermdéglicht dann
eine Aussage iiber die Unterschiede in der Expres-
sionshéufigkeit des untersuchten Molekiils. Alter-
nativ konnen die Proben auch radioaktiv markiert
und Filtermembranen als Trdgermaterial fiir die
Arrays verwendet werden. Die Hybridisierung er-
folgt dann meist parallel auf unterschiedlichen Ar-
rays oder hintereinander nach ,,Stripping® auf der-
selben Membran. Aufgrund der riesigen Daten-
mengen bei Mikroarrays miissen zur Auswertung
der Ergebnisse verschiedene Verfahren aus der
Bioinformatik angewendet werden.

1.3.1 Herstellung des Arrays

An erster Stelle steht die Auswahl der Sequenzen,
die auf dem Array untersucht werden sollen. Eine
grofle Anzahl verschiedener Sequenzen konnen als
Klone in E.-coli-Kulturen in 96-Loch-Platten vom
IMAGE-Konsortium (Integrated Molecular Ana-
lysis of Genomes and their Expression, http:
/limage.llnl.gov) erworben werden. Neben bekann-
ten Sequenzen stehen auch EST (expressed se-
quence tags) zur Verfiigung, die nach tiberlappen-
den Sequenzen in Cluster eingeteilt sind (Bowtell
1999). Die Plasmid-DNA kann aus den E.-coli-Kul-
turen unter Verwendung von Miniprep-Kits isoliert
und als Template fiir eine PCR-Amplifizierung mit
vektor- oder genspezifischen Primern verwendet
werden. Die Herstellung der E.-coli-Klone verlduft
automatisiert, dennoch sind bei deren Verarbei-
tung grofitmogliche Vorsichtsmafinahmen nétig,
um eine Kontamination durch Inhalte benachbar-
ter Locher zu vermeiden (Knight 2001).

Die aufgereinigten PCR-Produkte werden unter
Verwendung eines ,Printers® (Arrayer) auf die
Trageroberfliche des Arrays aufgebracht (Bowtell
1999; Mousses et al. 2000). Bei dem Printer han-
delt es sich um einen PC-gesteuerten Prézisions-

roboter, dessen Arm sich in xyz-Achse mit
hochster Genauigkeit bewegen kann. Das Ansau-
gen der ¢cDNA aus den 96-Loch-Platten erfolgt
iiber Stifte aus Edelstahl, die in der Mitte einen et-
wa 0,002 mm groflen Schlitz besitzen, in den mini-
male Fliissigkeitsmengen (250-500 nl) aufgenom-
men werden konnen. Die Apparatur transportiert
die Stifte dann auf die Trégeroberfliche des Ar-
rays, auf dem wenige Nanoliter der ¢cDNA auf-
gebracht werden. Auf diese Weise entstehen auf
der Glasoberfliche cDNA-Spots mit einem Durch-
messer von 100-150 pm, der Abstand zum néchs-
ten cDNA-Spot betridgt etwa 200-250 pm (Cheung
et al. 1999). Anschlieflend werden die Stifte mit
destilliertem Wasser gewaschen und getrocknet,
ehe der Vorgang fiir neue cDNA-Volumina wieder-
holt wird. Heutige Printer bewiltigen etwa 7
Spots/s. Auf diese Weise konnen 42 Glasarrays mit
je 4000 Genen in weniger als 8 h produziert wer-
den.

Glas hat als Trdgermaterial mehrere Vorteile ge-
geniiber Nylonmembranen. Bei der undurchlissi-
gen und glatten Oberfliche von Glas werden die
Hybridisierungskinetiken weniger beeinflusst als
bei den pordsen Nylonmembranen, bei denen die
Proben und Waschfliissigkeiten erst in die Poren
diffundieren miissen. Da die Lokalisation der
cDNA-Fragmente oder Oligonukleotide aus dem
gleichen Grund priziser definiert ist als auf Nylon-
membranen, ist die abschieflende Bildverarbeitung
einfacher und besser reproduzierbar (Southern et
al. 1999). Bei Fluoreszenzverfahren bestehen zu-
dem geringere Probleme mit Hintergrundsignalen,
und es konnen 2 unterschiedlich markierte Proben
auf einem Array in einer Hybridisierung unter-
sucht werden (Cheung et al. 1999). Dennoch haben
sich neben Glas auch Nylonmembranen bei richti-
ger Anwendung und Interpretation als adidquate
Trégersubstanz fiir Mikroarrays etabliert.

Eine Alternative zu cDNA-Arrays stellen Oligo-
nukleotidarrays dar. Oligonukleotide kénnen eben-
so wie cDNA-Fragmente extern synthetisiert und
auf die Glasoberfliche aufgebracht oder aber di-
rekt auf dem Glas synthetisiert werden. Mit der 2.
Methode ldsst sich eine hohere Dichte auf dem Ar-
ray erreichen. Um sterische Interaktionen zwi-
schen den dicht gepackten Oligonukleotiden zu
verhindern und um die Hybridisierung mit den
Proben zu erleichtern, werden die Oligonukleotide
iiber Oligoethylenglykole mit der Glasoberfliche
verbunden (Southern et al. 1999). Bei lingeren
Oligoethylenglykolen verbessern sich die Hybri-
disierungseigenschaften mit der Probe, da auf die-
se Weise Sequenzen, die ndher an der Glasoberfla-



che lokalisiert sind, besser fiir die Hybridisierung
zugdnglich gemacht werden.

Der am hdufigsten verwendete Oligonukleotid-
glasarray beruht auf der Genchiptechnologie von
Affymetrix (Santa Clara, Kalifornien, USA). Die
Oligonukleotidsynthese erfolgt in situ auf der
Glasoberfliche unter Verwendung photolithogra-
phischer Techniken. Durch gezielte Belichtung ei-
nes Areals werden photolabile Schutzgruppen von
der Oberfliche entfernt. Anschlieflend kann spezi-
fisch an den beleuchteten Stellen die Ankoppelung
eines Nukleotids erfolgen. Dieser Prozess wird
mehrfach wiederholt, sodass schliefflich definierte
25-mer-Oligonukleotide entstehen (Lipshutz et al.
1999). Um eine ausreichende Spezifitit zu gewdhr-
leisten, sind pro Gen mehrere Oligonukleotide auf
dem Array lokalisiert, die zu verschiedenen Ab-
schnitten der Gensequenz homolog sind. Durch
diese Redundanz wird die Identifikation von
falsch-positiven und falsch-negativen Resultaten
erleichtert und fiir die verschiedenen Hybridisie-
rungskinetiken der einzelnen Oligonukleotide ge-
mittelt. Als Negativkontrolle wird dariiber hinaus
pro Gensequenz ein Mismatch-Oligonukleotid ver-
wendet, bei dem ein einzelnes Nukleotid im Ver-
gleich zum Perfect-match-Oligonukleotid aus-
getauscht ist.

1.3.2 Probenherstellung und Markierung

Die Extraktion qualitativ hochwertiger RNA ist ei-
ner der kritischsten Schritte bei Arrayexperimen-
ten. Auch bereits geringfiigig degradierte RNA-
Proben, die fiir andere molekularbiologische An-
wendungen durchaus verwendet werden konnen,
fithren bei Arrays hdufig zu unvollstindigen und
nicht reproduzierbaren Hybridisierungssignalen.
Die RNA-Proben sollten daher grundsitzlich auf
ein denaturierendes RNA-Agarosegel geladen und
nach ihrer Integritdt beurteilt werden (s. Abschnitt
1.2 ,Suppressive subtraktive Hybridisierung®). Ver-
unreinigungen wie z.B. zelluldre Proteine, Lipide
oder Karbohydrate kénnen dariiber hinaus eine
unspezifische Bindung von fluoreszenzmarkierten
cDNA-Fragmenten auf der Arrayoberfliche ver-
ursachen.

Ebenso wie bei anderen Screeningverfahren
schrinken heterogene Gewebe die Aussagekraft
der Analyse stark ein. Eine differenzielle Expressi-
on eines Molekiils kann allein durch ein zufilliges
Ubergewicht einer bestimmten Zellpopulation in
einer der beiden Proben begriindet sein. Umge-
kehrt kann die differenzielle Expression eines Mo-
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lekiils, das nur in einer bestimmten Zellart im Ge-
webe differenziell exprimiert wird, durch die iden-
tische Expression in anderen Zellarten iiberdeckt
werden.

Bei heterogenen Geweben stellt daher die Laser-
mikrodissektion eine L&sungsmoglichkeit dar.
Hierbei werden immunhistochemisch oder ander-
weitig markierte Zellen unter Verwendung eines
Prizisionslasers aus dem Gewebe herausgeschnit-
ten. Dieser Vorgang wird an mehreren Parallel-
schnitten wiederholt, anschlieflend wird aus den
herausgeschnittenen Zellen RNA extrahiert (Lech-
ner et al. 2001). Auf diese Weise sind auch Aus-
sagen {iber unterschiedliche Gewebeabschnitte,
z.B. ,Llining layer und ,sublining“ bei der RA,
moglich. Dariiber hinaus sind Zelllinien sehr gut
als Modell fiir Mikroarrayexperimente geeignet, da
sie ausreichende Mengen RNA liefern und zudem
eine wesentlich homogenere Population darstellen
als primire Zellkulturen (Bowtell 1999).

Ein hédufiges Problem bei den Versuchen ist die
limitierte Menge an RNA, die fiir die Experimente
zur Verfiigung steht. Dies trifft insbesondere auf
Studien zu, die mit menschlichen Geweben arbei-
ten, da hierbei auch ethische Gesichtspunkte zu
beriicksichtigen sind. Ein Schwerpunkt der Ent-
wicklung der letzten Jahre lag daher auf Methoden
zur Amplifizierung von niedrig konzentrierter
Ausgangs-RNA.

Einige dieser Verfahren beruhen auf einer Am-
plifizierung mit PCR-basierten Techniken. Hierfiir
kann Dbeispielsweise die oben beschriebene
SMART-Technologie oder die RAP-PCR verwendet
werden (Lockhart u. Winzeler 2000; Neumann et
al. 2002). Eine weitere Strategie stellt die Signalam-
plifizierung nach erfolgter Hybridisierung unter
Verwendung markierter Antikorper dar (Schulze
u. Downward 2001). Bei diesen Verfahren besteht
allerdings die Moglichkeit, dass sich die Zusam-
mensetzung der RNA-Population durch ungleich-
miflige Amplifizierung individueller Gene verdn-
dert. Um derartige systematische Fehler aus-
zuschlieflen, miissen bei diesen Verfahren entspre-
chende Kontrollen mitgefiihrt werden. Insbesonde-
re ist es nicht moglich, amplifizierte Proben mit
nicht behandelten Proben zu vergleichen.

Fiir die Markierung der Proben werden am hdu-
tigsten Cye3-dUTP und Cye5-dUTP verwendet.
Diese Fluoreszenzfarbstoffe haben eine gute Photo-
stabilitdt und deutlich getrennte Emissionsspektren
(Duggan et al. 1999). Bei der Markierung ist da-
rauf zu achten, dass beide Farbstoffe im Rahmen
der reversen Transkription mit vergleichbarer Effi-
zienz inkorporiert werden. Hierfiir stehen speziell
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entwickelte reverse Transkriptasen zur Verfiigung
(Li et al. 2002). Bei Nylonarrays werden die Pro-
ben meist radioaktiv mit a’’P- oder a’’P-dATP
markiert. Die a**P-Isotope sind etwa 4fach sensiti-
ver als a’’P-Isotope, allerdings konnen bei hoch
exprimierten Molekiilen Uberstrahlungen in be-
nachbarte Areale auftreten. Bei radioaktiv mar-
kierten Proben erfolgt die Auswertung mittels ei-
nes Phosphorimagers nach unterschiedlichen Ex-
positionszeiten. Bei der Verwendung von fluores-
zenzmarkierten Proben wird die Auswertung mit
konfokalen Lasermikroskopen durchgefiihrt.

1.3.3 Auswertung und Datenanalyse

Ein hiufig geduflertes Argument in der Diskussion
um Vor- und Nachteile von Mikroarrays sind die
groflen Mengen an Daten, die bei Arrayexperimen-
ten entstehen und die von Wissenschaftlern nicht
in sinnvoller Weise ausgewertet und interpretiert
werden konnten. Tatsdchlich erfordern die vorher
in der molekularbiologischen Forschung nicht ge-
kannten riesigen Datenvolumen neue Verfahren
der statistischen Auswertung sowie der Speiche-
rung in Datenbanken, die allgemein zugénglich
sein miissen (Lockhart u. Winzeler 2000). Die Ent-
wicklung dieser Verfahren kann nur durch eine
enge Zusammenarbeit zwischen verschiedenen
Disziplinen wie Bioinformatik, Biostatistik, Bio-
physik und Molekularbiologie erreicht werden.
Weitgehende Einigkeit herrscht dariiber, dass im
Rahmen der Mikroarraytechnologie in diesem Be-
reich derzeit der grofite Entwicklungsbedarf liegt
(Brazma u. Vilo 2000; Li et al. 2002; Wu 2001).
Hierbei kann auch auf Erfahrungen in anderen Be-
reichen wie der Flugindustrie oder der Plasmaphy-
sik zuriickgegriffen werden, die Methoden zur
Analyse &hnlich grofler Datenmengen entwickelt
haben (Lockhart u. Winzeler 2000). Die Auswer-
tung und Datenanalyse umfasst folgende Bereiche:
Messung und Erfassung der Rohdaten
Normalisierung der Expressionsdaten
Identifikation von falsch-positiven Signalen
statistische Analyse
Speicherung der Ergebnisse in Datenbanken

Ein allgemein giiltiges Verfahren zur Auswertung
von Arraydaten existiert nicht, da die Auswertung
von der Art des Arrays, von der experimentellen
Fragestellung, vom experimentellen Aufbau sowie
von individuellen laborspezifischen Parametern
abhéngig ist. Dariiber hinaus sind optimale statis-
tische Algorithmen fiir die jeweiligen Fragestellun-

gen erst in der Entwicklung. Die folgenden Ab-
schnitte fassen grundlegende Richtlinien zu den
jeweiligen Bereichen der Datenanalyse zusammen.

1.3.3.1 Messung und Erfassung der Rohdaten

Der erste Schritt in der Datenauswertung stellt die
Lokalisation der einzelnen Signalpunkte auf dem
Array dar. In Abhingigkeit von der verwendeten
Software und der Art des Arrays wird ein Gitter
tiber die Signale gelegt, das manuell konfiguriert
werden kann. Hierbei sollte darauf geachtet wer-
den, dass die Messfliche identisch mit der Signal-
fliche ist, da sonst die Stirke des Signals nicht
vollstindig erfasst wird. Vorsicht ist bei Signalen
mit niedriger Intensitdt geboten, da hierbei haufig
talschlicherweise vielfache Erhéhungen im Ver-
gleich zur Kontrollprobe detektiert werden, ohne
dass diese Ergebnisse reproduzierbar sind. Oft
werden daher Signale, deren Intensitit geringer ist
als der Mittelwert plus 2-mal die Standardabwei-
chung der Hintergrundsignale, von der weiteren
Analyse ausgeschlossen (Li et al. 2002). Eine wei-
tere wichtige Aussage iiber die Homogenitit und
Qualitét eines Signalpunkts liefert die Intensitét in-
dividueller Pixel innerhalb des Signalbereichs, aus
denen die Standardabweichung eines Signals be-
rechnet werden kann. Gleiches gilt fiir die Berech-
nung der Hintergrundsignale (Brazma u. Vilo
2000).

1.3.3.2 Normalisierung

Bevor Aussagen iiber die differenzielle Expression
bestimmter Molekiile getroffen werden konnen,
miissen die Werte in den Proben fiir unterschiedli-
che Mengen an Ausgangs-RNA abgeglichen werden
(Li et al. 2002; Schulze u. Downward 2001; Wu
2001).

Bei der globalen Normalisierung wird die abso-
lute Signalintensitit aller auf dem Array befindli-
cher Gene fiir die Berechnung der geladenen RNA-
Menge herangezogen. Da zwischen den 2 Ver-
gleichsproben immer nur ein kleiner Prozentsatz
von Molekiilen differenziell exprimiert wird, fallen
diese bei der Berechnung der absoluten Intensitdt
nicht ins Gewicht. Dieses Verfahren ist insbeson-
dere fiir Arrays mit einer groflen Anzahl verschie-
dener Gene geeignet sowie fiir Experimente mit
geringen Unterschieden in den Vergleichsproben.

Bei Arrays mit einer geringeren Anzahl von Ge-
nen wie z.B. Nylonmembranarrays werden meist
interne Kontrollen (housekeeping genes) zur Nor-
malisierung herangezogen. Da bei diesem Verfah-



ren nur wenige Signale ausgewertet und zur Be-
rechnung aller weiteren Werte herangezogen wer-
den, ist hier besonders auf die Signalqualitdt
(Standardabweichung der Signalintensitét) zu ach-
ten. Dariiber hinaus muss bedacht werden, dass
sich auch die Expression der so genannten ,house-
keeping genes“ unter bestimmten experimentellen
Bedingungen verdndern kann. Ein Beispiel hierfiir
ist die Beeinflussung von G3PDH durch Hypoxie-
exposition.

Neben unterschiedlich geladenen Mengen an
RNA konnen auch Faktoren eine Rolle spielen,
welche die Intensitit der Signale nichtlinear beein-
flussen. Beispielsweise kann es im Rahmen der
Hybridisierung zu Sittigungsprozessen kommen,
bei denen hoch exprimierte mRNA-Molekiile nicht
durch eine proportional hohe Signalintensitdt re-
prasentiert werden, da nur eine begrenzte Zahl
von cDNA-Molekiilen dieser Gene auf dem Array
fiir die Hybridisierung zur Verfiigung steht. Statis-
tische Verfahren zur Beriicksichtigung dieser
nichtlinearen Effekte befinden sich derzeit in der
Entwicklung (Wu 2001).

1.3.3.3 Reduktion falsch-positiver Signale

Die Identifikation falsch-positiver Signale stellt ein
besonderes Problem bei der Auswertung der Mikro-
arrayexperimente dar. Beim Vergleich von 2 unter-
schiedlichen mRNA-Populationen mittels Oligo-
nukleotidarray betrdgt die Rate an falsch-positiven
Ergebnissen etwa 1-2% (Lipshutz et al. 1999; Mills
et al. 2001). Auch wenn dieser Prozentsatz zunichst
recht niedrig erscheint, muss bedacht werden, dass
dies beispielsweise bei einem Array mit 10000 Ge-
nen eine Anzahl von 100 falsch-positiven Ergebnis-
sen zur Folge hat. Da bei vielen Experimenten oft
nur einige hundert Gene verdndert gefunden wer-
den, kann die Anzahl falsch-positiver Ergebnisse
die Auswertung der Arraydaten stark erschweren.

Die Wahrscheinlichkeit falsch-positiver Ergeb-
nisse korreliert mit der Hohe der differenziellen
Expression. Bei Molekiilen mit einer bis zu 2fa-
chen Veridnderung zwischen den mRNA-Populatio-
nen sind falsch-positive Ergebnisse deutlich wahr-
scheinlicher als bei Molekiilen mit gréfleren Ex-
pressionsunterschieden. In zahlreichen Studien
wurde daher die Schwellenwertmethode zur Re-
duktion falsch-positiver Ergebnisse eingesetzt, in-
dem nur eine differenzielle Expression mit einer
mehr als 2fachen Verdnderung in die weitere Ana-
lyse einbezogen wurde (Wu 2001).

Allerdings ist dieser beliebig festgelegte Schwel-
lenwert mit statistischen Modellen nicht zu be-
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griinden, da die Reproduzierbarkeit der Expressi-
onsunterschiede von zahlreichen labor- und in-
strumentenspezifischen Parametern beeinflusst
wird und keinem starren Schema folgt. Wahrend
daher in einigen Laboratorien eine 2fache Verin-
derung einen optimalen Schwellenwert darstellen
kann, kann dieser Wert in anderen Laboratorien
vollig unzureichend sein (Li et al. 2002). Ein wei-
teres Problem eines beliebig festgelegten Schwel-
lenwerts besteht darin, dass bei diesem Verfahren
eine Anzahl richtig-positiver Molekiile von der
weiteren Analyse ausgeschlossen wird, die trotz ei-
ner weniger als 2fachen Erh6hung wichtige biolo-
gische Funktionen erfiillen koénnen. Besondere
Vorsicht ist daher bei Ergebnissen fiir Molekiile
geboten, deren cDNA zwar auf dem Array vorhan-
den ist, fiir die aber mit dem Schwellenwertverfah-
ren keine differenzielle Expression detektiert wer-
den konnte. Auf der anderen Seite des Spektrums
findet sich auch ein signifikanter Prozentsatz falsch-
positiver Ergebnisse bei Molekiilen mit einer mehr
als 2fachen Erhohung (Churchill u. Oliver 2001).

Eine alternative Vorgehensweise zur Reduktion
talsch-positiver Ergebnisse ist die Wiederholungs-
analyse. Hierbei kann zwischen Wiederholungen
der Arrayhybridisierung (analytische Wieder-
holung) und Wiederholung des Experiments (bio-
logische Wiederholung) unterschieden werden
(Mills et al. 2001). Bei der analytischen Wieder-
holung werden RNA-Proben aus dem gleichen Ex-
periment mit verschiedenen Nylonmembranen
oder Glastrdgern hybridisiert und nur solche Gene
als verdndert gewertet, die auch in den wiederhol-
ten Versuchsansitzen eine differenzielle Expression
auf den verschiedenen Arrays zeigen. Bei der bio-
logischen Wiederholung wird das biologische Ex-
periment (z.B. Stimulierung von Zellen mit einem
Wachstumsfaktor) wiederholt und die extrahierte
RNA bzw. cDNA jeweils mit Arrays hybridisiert.
Entsprechend der analytischen Wiederholung wer-
den nur solche Gene als verdndert gewertet, die re-
produzierbar eine unterschiedliche Expression in
den Experimenten zeigten. Aufgrund der mittler-
weile gut etablierten Arraytechniken ist die biolo-
gische Variabilitit hdufig deutlich grofler als die
analytische Variabilitit. Daher ist bereits bei der
Planung und Durchfithrung der Experimente auf
eine bestmogliche Standardisierung der Versuchs-
bedingungen zu achten (Schulze u. Downward 2001;
Wu 2001). Der Nachteil dieses Verfahrens besteht in
den hohen Kosten, die infolge der wiederholten Hy-
bridisierungen entstehen. Ein Beispiel fiir einen sys-
tematischen Ansatz mit dieser Herangehensweise
wurde von Mills et al. (2001) geschildert.

1
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1.3.3.4 Statistische Analyse

Nach Messung und Erfassung der Rohdaten, Nor-
malisierung sowie Reduktion falsch-positiver Er-
gebnisse besteht die nédchste Aufgabe darin, die er-
haltenen Daten nach mdglichen funktionellen Zu-
sammenhédngen zu katalogisieren und somit einer
Interpretation zugédnglich zu machen. Die verschie-
denen Analyseverfahren konnen dabei grundsitz-
lich in 2 Gruppen eingeteilt werden:

Gruppierung von Genen (Clustering) und

Filterverfahren zur Identifikation von Kandida-

tengenen (Wu 2001).

Ziel der Clusterverfahren ist die Anordnung von
Genen mit gleichem Expressionsverhalten in Grup-
pen, um so Riickschliisse auf dhnliche Regulations-
mechanismen oder biologische Funktionen zu zie-
hen. Bei den Filterverfahren ist die Identifikation
von typischen Effektormolekiilen eines bestimmten
Stimulus (z.B. die molekularen Effekte eines
Wachstumsfaktors auf eine bestimmte Zellart) Ziel
der Analyse.

Filterverfahren zur Identifikation

von Kandidatengenen

Die Wahl der Methode zur Identifikation von Kan-
didatengenen ist weitgehend abhidngig vom Aufbau
des Experiments und den zur Verfiigung stehen-
den Daten. Ein einfaches und zugleich haufig
durchgefiihrtes Experiment ist der Vergleich von 2
Konditionen, beispielsweise von stimulierten und
nichtstimulierten Zellen.

Neben den bereits angesprochenen Richtlinien
zur Normalisierung der Daten und zur Reduktion
falsch-positiver Ergebnisse muss auch das Problem
des Tests multipler Hypothesen beachtet werden.
Bei der Anwendung von statistischen Verfahren
mit einem groflen Datenvolumen kommt es allein
aufgrund der groflen Anzahl von durchgefiihrten
Tests zu einer bestimmten Anzahl von p-Werten,
welche die statistische Signifikanzgrenze erreichen.
Die p-Werte einer statistischen Analyse von Mikro-
arrays miissen daher einer Korrektur unterzogen
werden. Am hiufigsten wird in diesem Zusam-
menhang die Bonferroni-Korrektur verwendet, bei
welcher der angestrebte p-Wert durch die Anzahl
der Tests (Anzahl der Gene) geteilt wird. Aller-
dings resultiert dieses Verfahren in zu strengen
p-Werten fiir das individuelle Gen, sodass neuere
Verfahren wie die Bootstrap-Methode angemesse-
ner erscheinen (Wu 2001).

Zur Reduktion falsch-positiver Ergebnisse soll-
ten Experimente und auch Hybridisierungen wie-

derholt werden. Die Resultate der wiederholten
Experimente konnen mittels parametrischer oder
nicht parametrischer Test statistisch analysiert
werden. Der t-Test als Prototyp eines parametri-
schen Tests setzt eine Normalverteilung der Daten
voraus, in diesem Beispiel eine Normalverteilung
der Expressionswerte eines bestimmten Gens in
den wiederholten Experimenten. Eine Normalver-
teilung der Daten wird bei Mikroarrayexperimen-
ten meist ohne weitere Beweisfilhrung voraus-
gesetzt, da eine Normalverteilung einerseits auf-
grund der meist niedrigen Anzahl an Wieder-
holungen schwierig nachzuweisen und andererseits
aufgrund der Homogenitdt der wiederholten Expe-
rimente anzunehmen ist (Wu 2001).

Der t-Test ist ein hdufig angewandtes Verfahren
zur statistischen Analyse von Mikroarrays. Soll
keine Normalverteilung der Daten vorausgesetzt
werden, konnen die Ergebnisse auch mit nicht pa-
rametrischen Tests wie dem Mann-Whitney-Test
analysiert werden. Hier basiert der Vergleich nicht
wie beim t-Test auf der Varianz der Experimente,
sondern auf Unterschieden in der Rangreihenfolge,
die jedem Experiment zugeordnet wird.

Bisher wurden nur Experimente angesprochen,
in denen 2 verschiedene Bedingungen verglichen
wurden. Hiufig interessiert aber auch der Ver-
gleich mehrerer Bedingungen. Beispielsweise
kénnen Synovialbiopsien von Patienten mit rheu-
matoider Arthritis mit Synovialbiopsien von Pa-
tienten mit Osteoarthritis und reaktiver Arthritis
verglichen werden. Bei der Durchfithrung wieder-
holter Experimente mit den genannten Bedingun-
gen konnen die Ergebnisse mit dem F-Test vergli-
chen werden, der ebenfalls wie der t-Test eine Nor-
malverteilung voraussetzt und auf einer Varianz-
analyse beruht.

Oft ist man auch an Genen interessiert, die ei-
nem bestimmten Expressionsprofil folgen und bei-
spielsweise in Synovialbiopsien von Patienten mit
RA, aber nicht in anderen Erkrankungen, eine ho-
he Expression aufweisen. Derartige Fragestellungen
kénnen mit Pseudoprofilen analysiert werden, bei
denen ein Expressionsmuster vorgegeben wird und
die Gene anhand der Ubereinstimmung zu diesem
vorgegebenen Muster katalogisiert werden (Wu
2001).

Nicht selten fiihren die aufgefithrten statisti-
schen Verfahren zu einer Liste von Kandidaten-
genen, die fiir die untersuchten Bedingungen
moglicherweise funktionell von Bedeutung sind.
Im Weiteren muss die differenzielle Expression der
Kandidatengene mit unabhdngigen Verfahren wie
der Real-time-PCR verifiziert und deren funktio-



nelle Bedeutung durch gezielte Verdnderung der
Expression individueller Gene charakterisiert wer-
den. Hierzu kénnen molekularbiologische Techni-
ken wie die Transfektion mit Expressionsvektoren
zur Uberexpression eines bestimmten Gens oder
dominant-negative Mutanten, Antisense- oder
Knockout-Technologien zur Hemmung der Expres-
sion eines bestimmten Gens verwendet werden. Da
die Anwendung dieser Technologien zeitaufwandig
ist, muss zundchst eine genaue Auswahl interes-
santer Gene erfolgen (Schulze u. Downward 2001).
Neuere Verfahren wie die RNA-interference(RNA;)-
Technologie sind moglicherweise auch fir die
funktionelle Untersuchung einer grofleren Anzahl
von Genen geeignet (Hammond et al. 2001).

Gruppierung von Genen (Clusterverfahren)
Clusterverfahren sind das am héufigsten ange-
wandte Instrument zur statistischen Analyse von
Mikroarrayexperimenten (Brazma u. Vilo 2000).
Ziel jeder Clusteranalyse ist es, Objekte so in
Gruppen oder Cluster einzuteilen, dass die Objekte
eines Clusters einander immer dhnlicher und Ob-
jekte aus verschiedenen Clustern einander immer
undhnlicher werden. Zur Berechnung der Ahnlich-
keit zwischen Objekten werden verschiedene Dis-
tanzmafle wie euklidische Distanzen oder deren
vielfiltige Verallgemeinerungen herangezogen. Auf
diese Weise lassen sich beispielsweise Gruppen von
Genen bilden, die unter verschiedenen Stimulie-
rungsbedingungen ein dhnliches Expressionsver-
halten mit nur geringen, definierten Unterschieden
(Distanzen) aufweisen.
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Misst man unter Verwendung von Mikroarrays
die Expression von Genen in einem Organismus un-
ter verschiedenen Bedingungen, in verschiedenen
Entwicklungsstufen oder in verschiedenen Gewe-
ben, kénnen die Ergebnisse in einer Expressions-
matrix dargestellt werden (Abb. 1.6). In dieser Ex-
pressionsmatrix sind in den Zeilen spezifische Gene
zusammengefasst, wihrend die Spalten die verschie-
denen Versuchsbedingungen reprasentieren. In ein-
zelnen Feldern ist die Expression eines spezifischen
Gens in einer bestimmten Versuchsbedingung er-
sichtlich. Vergleicht man mit Hilfe von Clusterver-
fahren die Expressionsprofile in verschiedenen Zei-
len der Expressionsmatrix, kdnnen auf diese Weise
Gruppen von Genen mit gleichem Expressionsver-
halten und mdglicherweise gleichen Regulations-
mechanismen identifiziert werden. Der Vergleich
von Spalten in der Expressionsmatrix ermoglicht
die Erstellung eines molekularen Profils an differen-
ziell exprimierten Genen in den verschiedenen Ver-
suchsbedingungen. Dieses Verfahren kann beispiels-
weise bei der Analyse von Gewebeproben auch zur
Identifikation von Untergruppen mit einem jeweils
spezifischen Expressionsprofil verwendet werden.

Fir die Analyse von Mikroarraydaten stehen
verschiedene Clusterverfahren zur Verfiigung
(Brazma u. Vilo 2000). Hiufig verwendete Beispie-
le sind hierarchisch-agglomerative und K-means-
Verfahren. Bei hierarchisch-agglomerativen Clus-
terverfahren wird das hierarchische System durch
sukzessive Gruppierung von Genen und im wei-
teren Verlauf durch Fusion von Gruppen zu grofle-
ren Gruppen konstruiert. Die Aggregation beginnt

Bedingung | Bedingung | Bedingung | Bedingung | ...... Bedingung
I II I v n

Gen 1 Xy Xya X3 Xy Xin
Gen 2 Xy Xy Xp3 Xo4 X20
Gen 3
Gen 4
Gen 5

Abb. 1.6. Expressionsmatrix.
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Abb. 1.7. Dendrogramm einer hierarchisch-agglomerativen
Clusteranalyse. Je ndher der Abstand der neu gebildeten
Gruppen zum linken Rand des Dendrogramms, desto homo-
gener ist die Zusammensetzung innerhalb dieser Gruppe.
Im aufgefiihrten Beispiel konnten die Cluster zwischen den
Genen 4 und 7 sowie zwischen den Genen 1 und 3 von Inte-
resse sein und auf gemeinsame Regulationsmechanismen in-
nerhalb der Gruppen hinweisen. Alle hoher hierarchischen
Cluster erscheinen dagegen zu heterogen

hierbei mit der kleinstméglichen Gruppe, die je-
weils nur aus einem Gen besteht. Im weiteren Ver-
lauf werden Gruppen mit dem geringsten Abstand
gemdfl dem gewdhlten Distanzmafl in eine neue
Gruppe zusammengefasst und anschlieffend der
Abstand zwischen den Gruppen neu errechnet.
Hierarchisch-agglomerative Clusteranalysen kon-
nen als Dendrogramm dargestellt werden (Abb.
1.7). Neben dem hierarchischen System ist in Den-
drogrammen auch die Homogenitit der gebildeten
Gruppen ablesbar. Je frither die Clusterbildung er-
folgt, d.h. je ndher der Abstand einer neu gebilde-
ten Gruppe vom linken Rand des Dendrogramms
ist, desto homogener ist diese Gruppe, d.h. desto
dhnlicher sind sich die Gene dieser Gruppe in ih-
rem Expressionsverhalten. Ein vereinfachtes Bei-
spiel einer hierarchisch-agglomerativen Cluster-
analyse ist in Abb. 1.7 dargestellt.

Beim K-means-Clusterverfahren ist im Gegen-
satz zu den hierarchischen Clusterverfahren die
Anzahl der Cluster a priori festgelegt. Anders als
bei hierarchischen Verfahren werden auch nicht
einzelne, kompakte Cluster auf Kosten hoher Hete-
rogenitit in anderen Clustern gebildet. Stattdessen
wird beim K-means-Verfahren nach Gruppierun-
gen gesucht, bei denen jedes Objekt (z.B. die Ex-
pression eines bestimmten Gens) zum Schwer-
punkt seiner Gruppe einen kleineren Abstand be-
sitzt als zu den anderen Gruppenschwerpunkten.
Auf diese Weise entstehen Gruppen mit mittlerer
Homogenitdt, widhrend die Bildung heterogener
Gruppen vermieden wird.

Clusterverfahren sind wiederholt erfolgreich zur
Analyse von Mikroarraydaten eingesetzt worden.

Eine interessante Anwendung ist die Identifikation
von Tumorsubklassen durch hierarchische Cluster-
verfahren. Alidazeh et al. (2000) untersuchten die
molekularen Expressionsmuster von Patienten mit
diffusem groflzelligen B-Zell-Lymphom (DLBCL),
dem hdéufigsten Subtyp der Non-Hodgkin-Lym-
phome. Der klinische Verlauf dieser Erkrankung
ist duflerst heterogen. Zwar spricht initial die
Mehrzahl der Patienten auf die Chemotherapie an,
allerdings erreichen nur weniger als die Hilfte der
Patienten eine dauerhafte Remission mit entspre-
chend besserer Lebenserwartung. Fiir die Erstel-
lung eines Expressionsprofils wurden 96 Proben
aus gesunden und malignen Lymphozyten unter-
sucht. Unter Verwendung eines hierarchischen
Clusteralgorithmus konnte gezeigt werden, dass 2
unterschiedliche Subgruppen von DLBC-Lympho-
men mit jeweils spezifischem Expressionsmuster
existieren. Die 2 anhand ihres Expressionsprofils
definierten DLBCL-Untergruppen korrelierten gut
mit der Lebenserwartung der Patienten. Die mole-
kulare Klassifikation von Tumoren auf der Basis
von Expressionsprofilen kann auf diese Weise zur
Identifikation bisher unbekannter, aber klinisch
signifikanter Tumorsubtypen eingesetzt werden.

1.3.3.5 Speicherung der Ergebnisse
in Datenbanken

Die groflen Mengen an Daten aus Mikroarrayexpe-
rimenten sind fiir herkdmmliche Formen wissen-
schaftlicher Publikationen nur bedingt geeignet.
Wissenschaftliche Zeitschriften versuchen das
Problem limitierter Seitenzahlen einerseits und
grofer Datenmengen andererseits durch Veroffent-
lichungen von Anteilen der Daten als ,zusétzliche
Information® auf ihren Webseiten zu losen. Ein
Problem dieser Publikationsform besteht darin,
dass die Daten durch Veroffentlichung in verschie-
densten Zeitschriften in nicht standardisierten For-
maten vorliegen. Hierdurch werden die Aus-
sagekraft und Vergleichbarkeit der Daten erheblich
eingeschriankt, da insbesondere Mikroarrayexperi-
mente stark durch die Art des Arrays, die experi-
mentellen Bedingungen, die Form der Datenerfas-
sung und Auswertung und zahlreicher anderer Pa-
rameter beeinflusst werden.

Aus diesen Griinden bestehen derzeit Bestre-
bungen, Daten von Mikroarrayexperimenten in
offentlich zugidnglichen Datenbanken nach einem
standardisierten Erfassungsprotokoll zu veroffentli-
chen (Brazma et al. 2001). Als Vorbild kénnen die
GenBank und andere Datenbanken dienen, die zur
Speicherung von Sequenzierdaten nach einem



standardisierten Verfahren benutzt werden. Richt-
linien fiir ein standardisiertes Protokoll zur Erfas-
sung von Mindestinformationen iiber Mikroarray-
experimente (MIAME, minimum information
about microarray experiments) wurden von der
Microarray-Gene-Expression-Database-Gruppe ent-
wickelt (http://www.mged.org) (Brazma et al
2001). Nach diesen Richtlinien sollte ein MIAME-
Dokument Informationen tiiber folgende Bereiche
enthalten:
1. Experimentelle Bedingungen
Art des Experiments mit getesteten Bedin-
gungen und gewdhlten Parametern,
Art und Anzahl der Wiederholungen,
Qualititskontrollen
. Design des Arrays
Beschreibung der Art des Arrays inklusive
Hersteller sowie Informationen iiber die Art
der DNA-Spots (Oligonukleotide/cDNA),
Sequenzierinformation zu jedem Spot,
Kontrollspots
3. Proben
Herkunft der Proben (Zellart, Organismus,
Gewebe),
Art der RNA-Extraktion,
Markierung der Proben
4. Hybridisierung
Art der Hybridisierungslosung,

N

Waschvorginge,
Menge der markierten Probe,
Hybridisierungsdauer,
Volumen,
Temperatur und Art der Hybridisierungs-
kammer

5. Messungen
Speicherung des Rohdatenbilds als Image-File
(z.B. TIFF),

Quantifizierungsmatrix mit Informationen
tiber Bildverarbeitungssoftware und Art der
Quantifizierung,
Expressionsmatrix

6. Normalisierung
Normalisierungsverfahren
Art der Normalisierungskontrollen

Um automatisierte Suchfunktionen zu erleichtern,
soll die Dokumentation in MIAME im Gegensatz
zu herkommlichen Publikationen nicht als freier
Text, sondern strukturiert mit definiertem Voka-
bular erfolgen. Die Einrichtung entsprechender
Datenbanken ist derzeit durch verschiedene Insti-
tutionen (National Center for Biotechnology Infor-
mation, DNA Database of Japan, European Bio-
informatics Institute) in der Entwicklung.
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1.3.4 Anwendungsbeispiel in der Rheumatologie

In den letzten Jahren konnten vermehrt Hinweise
gefunden werden, dass T-Zell-unabhingige Stoff-
wechselwege entscheidend an der progressiven Ge-
lenkzerstorung der RA beteiligt sind. Einen wichti-
gen Beleg hierfiir lieferte das SCID-Maus-Modell
der RA, bei dem humane synoviale Fibroblasten
zusammen mit humanem Knorpel unter die Nie-
renkapsel von SCID-Mdusen gebracht wurden
(Muller-Ladner et al. 1996). In diesem Modell
kann nach 60 Tagen die Invasion der synovialen
Fibroblasten in den Knorpel semiquantitativ ana-
lysiert werden. Dabei zeigen synoviale Fibroblasten
von Patienten mit RA eine deutliche Invasion in
den Knorpel, wahrend Kontrollfibroblasten keine
oder nur eine geringfiigige Invasion aufweisen. Da
SCID-Miuse einen Defekt der T-Zellen aufweisen,
deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass die Knor-
peldestruktion der RA durch intrinsische Eigen-
schaften der rheumatoiden synovialen Fibroblasten
entscheidend mitbeeinflusst wird.

Zur Identifikation von Molekiilen, die fiir die
destruierenden Eigenschaften der rheumatoiden
Fibroblasten verantwortlich sein koénnten, wurde
eine Kombination von Differential-display und Mi-
kroarray angewandt (Neumann et al. 2002).
Hierfiir wurde zunichst RNA von kultivierten syn-
ovialen Fibroblasten von Patienten mit RA sowie
OA extrahiert, im Rahmen der reversen Transkrip-
tion radioaktiv markiert und mit einem kommer-
ziellen cDNA-Array auf Nylonmembranbasis hybri-
disiert. Nachteile dieses klassischen Verfahrens be-
stehen in der relativ geringen Sensitivitit der Me-
thode, welche die Detektion von Molekiilen mit ge-
ringerer Expression erschwert, und in den relativ
groflen Mengen an RNA, die fiir die Experimente
benétigt werden. Aus diesen Griinden wurde dem
Array eine RNA-arbitrarily-primed-Polymeraseket-
tenreaktion (RAP-PCR) vorgeschaltet. Bei diesem
Differential-display-Verfahren werden in den PCR-
Schritten arbitrire Primer verwendet, wodurch es
zu einer Amplifizierung der RNA kommt.

Durch die Kombination der beiden Verfahren
konnte bei etwa 50% der Gene auf dem Array ein
reproduzierbares Hybridisierungssignal detektiert
werden, wihrend die Anzahl detektierbarer Gene
mit der klassischen Methode deutlich geringer war
(Neumann et al. 2002). Mit der kombinierten Me-
thode konnten 8 Gene identifiziert werden, die bei
RA-Fibroblasten hoher als bei OA-Fibroblasten ex-
primiert waren. 4 Gene zeigten ein umgekehrtes
Expressionsmuster. Exemplarisch wurde mittels
Real-time-PCR sowie In-situ-Hybridisierung die
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erhohte Expression des CD82-Antigens in RA-Fi-
broblasten verifiziert. Bei dem CD82-Antigen han-
delt es sich um ein multifunktionelles Tetraspanin,
das bisher nicht mit der Pathogenese der RA asso-
ziiert wurde.

Das kombinierte RAP-PCR-Mikroarray-Verfah-
ren erlaubt die Arbeit mit sehr geringen RNA-
Mengen zur Identifikation von differenziell expri-
mierten Genen. Durch die Verwendung von arbi-
triren Primern erfolgt allerdings eine selektive
und unvollstindige Amplifizierung der RNA-Popu-
lation, sodass sich dieses Verfahren nicht zur Er-
stellung eines Expressionsprofils eignet.

1.4 Resiimee

In der rheumatologischen Grundlagenforschung
wurden in den letzten Jahren zahlreiche Zytokine,
Adhisionsmolekiile, Wachstumsfaktoren, Regulato-
ren der Apoptose und Matrix zerstorende Enzyme
beschrieben. Weniger bekannt, aber fiir die Identi-
fikation neuer therapeutischer Zielmolekiile von
entscheidender Bedeutung, sind dagegen die Aus-
wirkungen dieser Molekiile auf die Expression an-
derer Gene. Die suppressive subtraktive Hybri-
disierung (SSH) und Mikroarrays stellen Verfahren
zur Identifikation differenziell exprimierter Gene
dar. Bei der SSH besteht das Prinzip in einer Hy-
bridisierung von Sequenzen, die sowohl in der
Testprobe als auch in der Vergleichsprobe vorhan-
den sind. Sequenzen ohne Hybridisierungspartner
repriasentieren differenziell exprimierte Gene, die
durch anschliefBende PCR amplifiziert werden
konnen. Die SSH eignet sich insbesondere zur
Identifikation von Sequenzen mit noch unbekann-
ter biologischer Funktion. Zur Erstellung eines
kompletten Expressionsprofils ist dieses Verfahren
aber zu zeit- und zu kostenintensiv.

Die Anwendungsmoéglichkeiten von Mikroarrays
sind vielfiltiger als diejenigen der SSH. Mikroar-
rays konnen u.a. zur Identifikation von Kandida-
tengenen, zur Suche nach Krankheitssubklassen,
zum Aufsuchen gemeinsamer molekularer Regula-
tionsfaktoren durch vergleichbares Expressionsver-
halten und zum Screening nach Polymorphismen
eingesetzt werden.

Klassische wissenschaftliche Experimente beru-
hen auf wissenschaftlichen Hypothesen, die durch
die Ergebnisse der Experimente bewiesen oder wi-
derlegt werden. Im Gegensatz dazu setzen Mikro-
arrayexperimente nicht zwingend eine wissen-

schaftliche Hypothese voraus. Vielmehr konnen
Mikroarrays auch Hypothesen generierende Funk-
tionen haben, indem beispielsweise neue Krank-
heitssubklassen einer zuvor uniformen Entitét pos-
tuliert werden. Es ist wichtig zu betonen, dass die-
se Hypothesen generierende Funktion selbstver-
standlich nicht von der Notwendigkeit befreit, die
neu postulierte Hypothese mit klassischen Metho-
den zu verifizieren.

Viele Autoren sehen eine Hauptgefahr der Mikro-
arrays darin, dass der Reiz der neuen Technologie
viele Wissenschaftler zu einer kritiklosen Anwen-
dung verleiten konnte, ohne sich der Limitierungen
der Methodik ausreichend bewusst zu sein. Im
rheumatologischen Bereich wurden daher Richtlini-
en fiir Studien mit Mikroarrays erlassen (Firestein
u. Pisetsky 2002). Diese Richtlinien umfassen die
Identifikation falsch-positiver Ergebnisse inklusive
einer Untersuchung der Variabilitit spezifischer Ge-
ne in verschiedenen Experimenten, die statistische
Auswertung verbunden mit einer addquaten Anzahl
an Wiederholungen sowie die Bestdtigung der diffe-
renziellen Expression von Schliisselmolekiilen mit
unabhdngigen Methoden. Werden diese und &hnli-
che Richtlinien befolgt, stellen Mikroarrays einen
wichtigen technischen Fortschritt dar, der die mole-
kularbiologische Forschung in den néchsten Jahren
rasant beschleunigen kann.
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