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Abb. 74. Serial analysis of gene expression (SAGE) (nach
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Class/NAWBIS/Modules/Expression/exp82.html mit
freundlicher Genehmigung von Mark E. Minie, Seattle, WA, USA, und dem
NCBI Advanced Workshop for Bioinformation Specialists)

Messung von Expressionsprofilen mittels cDNA-Arrays: cDNA-
Proben in einer Linge von 200-400 Basenpaaren werden automatisiert auf
einem festen Trager immobilisiert. Danach wird mit mRNA des Untersu-
chungsmaterials hybridisiert. Fragmente mit 200 bp zeigen stabile Hybri-
disierungseigenschaften unabhingig von SNPs und variierendem GT-
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Gehalt. Bei Fragmenten iiber als 400 bp kénnen Kreuzhybridisierungen
durch repetitive Elemente und unspezifische Interaktionen auftreten. Eine
Léange von 200-400 bp ist ausreichend, um auch einzelne Gene grofBer
Genfamilien mit hohem Homologiegrad zu unterscheiden (z.B. Cyto-
chrom-P450-Enzyme). Neben cDNA-microarrays gibt es Oligonukleotid-
arrays. Die Proben haben eine Linge von 50-70 Basen. In Hochdurchsatz-
Analysen werden Oligonukleotid-arrays bevorzugt, fiir eine exakte Quan-
tifizierung der mRNA-Expression eignen sich cDNA-arrays. Fiir die Aus-
wertung werden bioinformatische Methoden wie z.B. Cluster-Analyse oder
self-organizing maps verwendet. Microarrays werden nicht nur zur Mes-
sung der mRNA verwendet, sondern auch um Polymorphismen (s. Kap.
7.1) zu detektieren. Ein Beispiel ist in Abb. 7.5 dargestellt.
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Abb. 7.5. Microarrays zum Nachweis genetischer Polymorphismen. a Uber eine
Polymeraseketten-Reaktion (PCR) wird die gewiinschte Sequenz aus der genomi-
schen DNA amplifiziert und mit biotinylierten Nukleotiden markiert. Die PCR-
Produkte werden enzymatisch fragmentiert und mit dem microarray hybridisiert.
Der microarray enthidlt die immobilisierten Wildtyp- und polymorphen Oligo-
nukleotid-Sequenzen fiir therapeutisch relevante Gene wie z.B. CYP-Gene. b Mic-
roarray-Hybridisierungen von Patientenproben mit homozygotem CYP2C9*2/*2
(oben) und heterozygotem CYP2C9*1/*2 (unten) (Abb. von Jose Remacle, Na-
mur, Belgien)
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Anwendung: Es werden Profile der Genexpression oder von Poly-
morphismen erstellt, welche pharmakologische oder toxische Effekte einer
Substanz widerspiegeln. Die Profilbildung verschiedener Substanzklassen
wird bestimmten pharmakologischen und toxischen Mechanismen zuge-
ordnet. Die grundlegende Idee ist, dass verdnderte Genexpressionen oder
Polymorphismen die friihesten messbaren Veridnderungen in Zellen und
Geweben nach toxischer Exposition darstellen.

Hohe Toxizitit ist die hdufigste Ursache, warum neue Substanzen aus
der Arzneimittelentwicklung herausfallen. Héufig wird dies erst relativ
spit im Entwicklungsprozess nach Abschluss der priklinischen Phase bei
klinischen Studien festgestellt. Im schlimmsten Fall tauchen nicht akzep-
table Nebenwirkungen sogar erst auf, wenn das Medikament zugelassen
und auf dem Markt ist. Beispiele aus der Vergangenheit sind z.B. Conter-
gan oder Baycoll. Die Hoffnung ist, dass man mit Hilfe toxikogenomischer
Methoden toxische Effekte und ihre molekularen Wirkmechanismen friih-
zeitig wihrend der préklinischen Untersuchungen vorhersagen kann, um
potentiell toxische Substanzen aus der Entwicklung herauszunehmen.

7.2.3 Proteomik

Das Proteom ist schitzungsweise 3 - 10-mal groBer als das Genom. Diese
Variabilitdt wird durch kovalente Modifikationen, Zell-Zell-Interaktionen,
Protein-Protein- und Protein-Ligand-Interaktionen verursacht. Da solche
Modifikationen die Proteinfunktionen regulieren, ist das Proteom dyna-
misch. Das Genom dagegen weitgehend statisch. Es lassen sich zwei Rich-
tungen proteomischer Analysen verfolgen:

e Die quantitative Erfassung der gesamten Proteinexpression eines Ge-
webes oder einer Zelle (Expressionsproteomik) (Abb. 7.6). Es lassen
sich Signalwege unter physiologischen und pathologischen Bedingun-
gen, der Einfluss von Arzneimitteln auf die Proteinexpression, neue
Krankheitsmarker und dhnliche Fragestellungen untersuchen.

e Die subzelluldre Lokalisierung von Proteinen sowie Protein-Protein-
Interaktionen. Die systematische Identifizierung von Proteinkomplexen
erlaubt die Kartierung zelluldrer Funktionseinheiten verschiedener Pro-
teine. Diese Forschungsrichtung heilit cell-map proteomics.

Trennung und Fraktionierung von Proteinen: Die zweidimensionale
Gelelektrophorese kann mehrere tausend Proteinspots voneinander tren-
nen und erlaubt die Bestimmung des Molekulargewichtes und des isoe-
lektrischen Punktes (pl) sowie die Auftrennung von Isoformen. Die Fliis-
sigkeitschromatographie eignet sich zur Auftrennung maBig komplexer
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