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MIKROBIOLOGIE

DNA-Microarrays sind ein Syn-
onym fiir die praktische Umset-
zung der Ergebnisse aus genomi-
scher Forschung. Auf einer klei-
nen Oberfldche werden dabei syn-
thetische DNA-Molektile in einem
geordneten Raster aufgebracht,
die jeweils ein Gen, einen Se-
quenz-Polymorphismus oder ein
sonstig funktionell wichtiges
Sttick DNA reprdsentieren.

DRr. JOrRG D. HOHEISEL*

ufgrund der sehr geringen Menge
Akbnnen sehr viele verschiedene Mo-

lekiile in einem Raster aufgebracht
und viele identische Raster hergestellt
werden, so dass die Analyse hochparallel
ablaufen kann. Darauf werden dann Nu-
kleinsdure-Isolate aus dem zu untersu-
chenden Zellmaterial hybridisiert. Durch
die Miniaturisierung wird dabei relativ we-
nig Probenmaterial verbraucht, was fiir
klinische Anwendungen wichtig ist. Wah-
rend der Hybridisierung werden die unter-
schiedlichen Molekiile der komplexen Pro-
benmischung physikalisch getrennt, da sie
nur an die jeweils komplementdren Mole-
kiile auf dem Chip binden. Fiir jede Ras-
terposition des Microarrays wird dann die
Menge an gebundenen Nukleinsduremole-
kiilen bestimmt, zurzeit meist durch den

*Dr. J. D. Hoheisel, Deutsches Krebsfor-
schungszentrum, 69120 Heidelberg
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1 Beispiele fir DNA-Microarrays. Als Hinter-
grund ist Teil eines Chips des Geniom Systems
der Firma febit zv sehen, der durch lichtgesteu-
erte in situ Synthese von Oligonukleotiden be-
nutzer-spezifisch gestaltet werden kann. Im
Vordergrund ist das Aufbringen von DNA mittels
Robotern und Teil einer Zweifarbenhybridisie-
rung auf einem solchen Microarray gezeigt.

Nachweis von Fluoreszenzfarbstoffen, die
an das Probenmaterial gebunden wurden.
Wahrend sich die Mehrzahl der Anwen-
dungen noch im preklinischen Bereich ab-
spielen, hat die Technologie auf einigen
Gebieten einen Stand erreicht, der eine
Nutzung im Routinebetrieb mdglich
macht. Mit fortschreitender Entwicklung
- mehr auf der biomedizinischen Seite als
ingeneurtechnologisch - werden mehr
und mehr Tests eine Qualitdt erreichen, die
fiir klinische Anwendungen oder bei-
spielsweise fiir eine Qualitdtssicherung im
Lebensmittelbereich  ausreichen wird.
Dennoch wird eine Reihe von Testverfah-
ren wohl ihre erste Bewdhrungsprobe auf
Anwendungsgebieten finden, die nicht
ganz so kritisch sind, wie etwa in der Tier-
und Pflanzenzucht.

Diagnose

Die Stellung einer Diagnose ist die wohl
~€einfachste” Anwendung von Microarrays.
Eine Klassifizierung pathogener Organis-

2 Unterteilung von Tumoren mittels trans-
kriptioneller Untersuchungen an etwa 3200
Genen, die fir die Tumorbildung in Pancreas
von Relevanz sind. Die farbigen Quadrate
definieren Tumore einzelner Personen. Die
Transkript-Profile wurden nach statischen
Verfahren analysiert und entsprechend dar-
gestellt. Die rdumliche Aufteilung in Patien-
tengruppen verdeutlicht den klaren moleku-
laren Unterschied zwischen verschiedenen
Tumorentypen, die unterschiedlich farbig
gekennzeichnet sind, bei gleichzeitig einem
recht hohen Grad an Homogenitit innerhalb
der Gruppen.

men etwa kann durch den Nachweis be-
stimmter Sequenzen erfolgen. Im Labor fiir
Funktionelle Genomanalyse am DKFZ wur-
de beispielsweise ein Chip entwickelt, der
eine Typisierung aller sequenzierten
menschlichen Papillomaviren erlaubt.
Mittels eines gemeinsamen Primerpaars
wird ein Fragment jeder in menschlichen
Zellen vorhandenen viralen DNA amplifi-
ziert und anschlieRend auf dem Chip cha-
rakterisiert. In einer anderen Anwendung
arbeitet ein Microarray der Firma Affyme-
trix zur Bestimmung aller Mutationen im
Tumorsuppressor-Gen p53 mindestens so
gut wie der jetzige Goldstandard DNA-Se-
quenzierung, so dass auch dort die not-
wendige Genauigkeit gegeben ist. Fiir al-
le solch einfachen Testverfahren miissen
nur die im jeweiligen Fall relevanten Ba-
senaustausche bekannt sein, um sie mit
hoher Qualitdt nachweisen zu konnen. Da
die Interpretation der Ergebnisse recht
einfach zu bewerkstelligen ist, sind viele
solcher Anwendungen grundsdtzlich be-
reit zur Umsetzung in der Routine.

Prognose

Eine weitere Stufe der Komplexitdt ist
die Erstellung einer Diagnose von kom-
plexeren Krankheitsverldufen, an die sich
iiblicherweise eine Prognosestellung an-
schlieRt. "Comparative Genomic Hybridi-
sation" (CGH) erlaubt beispielsweise die
Detektion von Amplifikationen oder Dele-
tionen in der genomischen DNA, die etwa
flir bestimmte Krebsformen spezifisch
sind. Gleichzeitig wird damit eine Progno-
se {iber den Krankheitsverlauf moglich.
Gleiches gilt fiir transkriptionelle Studien.
Verdnderungen in der Transkriptmenge
bestimmter Gene sind hdufig ein Merkmal
fiir den molekularen (Sub-) Typ des Tu-
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mors (Abb. 2) wie auch die Konstitution
des Patienten. Auch Einzelbasenaustau-
sche konnen als Kennzeichen dafiir die-
nen, mit welcher Wahrscheinlichkeit und
wie eine Krankheit sich entwickeln wird.
Letztlich lassen sich selbst chemische Mo-
difikationen wie DNA-Methylierung, die
wiederum kritische Marker fiir funktio-
nell-zelluldre Aspekte sind, als Basenaus-
tausche darstellen und somit diagnostisch
nutzen.

Fiir all diese Analysen fehlt im Augen-
blick aber hdufig noch die statistische Ba-
sis; es miissen erst Untersuchungen an
groReren, epidemiologisch gut definierten
Bevilkerungsgruppen durchgefiithrt wer-
den, um die breite Relevanz der gewon-
nenen Aussagen zu manifestieren.

Therapie

Es besteht kein Zweifel, dass die funk-
tionelle Genomforschung allgemein und
Microarrays im Speziellen einen wichtigen
Beitrag zur Identifizierung neuer Wirkor-
te und damit Wirkstoffe leistet und die Fo-
kussierung auf solche mit besserer Er-
folgsaussicht beschleunigt. Der Flaschen-
hals liegt im Moment aber mehr bei der
Interpretierbarkeit der generierten Daten-
mengen, und auch im grundsdtzlichen De-
sign der Studien. Trotzdem ist in der letz-
ten, wirtschaftlich schwierigen Zeit eini-
ge Kritik an der Leistungsfdhigkeit der
Analysen aufgekommen. Diese liegt aber
hauptsdchlich in den iiberzogenen Erwar-
tungen begriindet, die nicht zuletzt durch
den Biotech-"Boom" und somit aus kom-
merziellen Griinden geweckt wurden. Es
ist unbestreitbar, dass die Genomfor-
schung und dabei speziell auch die Trans-
kript Profilierung von Zellen und Geweben
eine Fiille neuer Wirkorte identifiziert hat,
selbst in Bereichen, in denen wahrend der
letzten Jahrzehnte keinerlei Neuentwick-
lung stattfand. Ein haufiger Kritikpunkt
ist die bisher scheinbar so geringe Aus-
beute an neuen Wirkstoffen, die sich dar-
aus ergeben haben. Dies liegt aber nur dar-
an, dass Genomforschung den Prozess der
Wirkstoffentwicklung nicht unmittelbar
beschleunigt. Es werden nur parallel we-
sentlich mehr interessante Wirkorte iden-
tifiziert, so dass parallel an verschiedenen
Wirkmechanismen gearbeitet werden
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kann, mit verbesserten Chancen auf Er-
folg. Tatsdchlich ist die Zahl an "validier-
ten Targets" augenblicklich so grof3, dass
eine quasi Sdttigung des Marktes entstan-
den ist. Die zeitliche Spanne zwischen
Entdeckung eines interessanten Wirkme-
chanismus und Produkteinfithrung jedoch
ist im Einzelfall nicht wesentlich verkiirzt.
Ein anderer Kritikpunkt ist der enorme
Kostenanstieg in der Entwicklung von
Pharmaka trotz der Anwendung von ge-
nomanalytischen Verfahren. Auch dies ist
aber wiederum ein Fehlschluss; nur ein
sehr kleiner Teil des gesamten Kostenan-
stiegs wird durch die Einfithrung der neu-
en Verfahren verursacht.

Markt

Nichtsdestotrotz ist der Kostenfaktor
ein kritischer Punkt fiir die Etablierung
von Microarrays als Mittel der Routine-An-
wendung. Noch sind die Kosten zu hoch,
um in vielen Fillen den noch relativ ge-
ringen tatsdchlichen Gewinn an Informa-
tion kaufmdnnisch rechtfertigen zu kon-
nen. Dieses Argument schldgt um so mehr
zu Buche, als die Genomforschung mit dem
Anspruch ins Rennen gegangen ist, Ana-
lysen aller Art wesentlich billiger zu ma-
chen. Noch ist das
Microarray-Geschaft
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nicht méglich sein, so dass Microarrays -
oder dhnlich geartete Verfahren - auch
dann zwingend notwendig sein werden.

Ein nicht unwichtiger Faktor, der au-
genblicklich nur schwer abschdtzbar ist,
liegt in der Akzeptanz der Microarrays in
der Routinediagnostik, ein Problem auch
wegen der rasanten Entwicklung des Fel-
des. Fiir einige Anwendungen gibt es Ver-
fahren, die zum Teil mit recht groRem fi-
nanziellen Aufwand etabliert wurden.
Dort miissen sich die vorhandenen Mittel
erst amortisieren bevor neu investiert
wird. Aber auch dort, wo keine Alternati-
ve besteht, ist die tatsdchliche Akzeptanz
nur zogerlich. Mehrere Firmen, die Micro-
arrays fiir Nichtforschungszwecke anbie-
ten, haben in der letzten Zeit diese Erfah-
rung gemacht. Gute Qualitdt sichert noch
nicht eine gute Markteinfiihrung.

... und Zukunft

Die Entwicklung der Microarrays ist bei
weitem noch nicht abgeschlossen. Speziell
markierungsfreie Nachweisverfahren wer-
den entwickelt. Aber auch bereits eta-
blierte Methoden kénnen noch wesentlich
verbessert werden. Die Nachweisgrenze ist
z.B. noch recht schlecht und muss fiir ei-
nige Analysen si-
cherlich noch weit

aber hauptsichlich Weitere Informationen: verbessert werden,
auf die Forschung www.laborpraxis.de hin bis zum Nach-
ausgerichtet, und .| . weis von Einzele-
damit im oberen . & Infxl'd‘ 111967 reignissen.  Auch
Preissegment ange- e Die Arbeitsgruppe Funktionelle sind transkriptio-

siedelt. Mit der Kon-
solidierung des
Marktes und dem
Einstieg von Firmen,

Genomanalyse am Deutschen
Krebsforschungszentrum
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nelle Studien bei-
spielsweise zurzeit
bestenfalls semi-
quantitativ.  Eine

die urspriinglich aus

anderen Geschdftsfeldern kommen aber
neue Vermarktungsstrategien und Ziel-
gruppen einbringen, werden Microarray-
Analysen wesentlich billiger werden und
dann in einer breiten Anwendung ihr vol-
les Potential entfalten konnen. Gleichzei-
tig miissen die Tests vereinfacht werden,
so dass nur noch die wirklich wesentlichen
Molekiile auf dem jeweiligen Chip vorlie-
gen. Aufgrund der Komplexitit des
menschlichen Korpers und anderer biolo-
gischer Systeme, wird in den meisten Fal-
len ein Zuriickgehen auf einen Marker

wirklich quantitati-
ve Bestimmung der RNA-Mengen ist fiir
viele Anwendungen aber wiinschenswert
oder gar Voraussetzung, und grundsdtz-
lich auch durchaus moglich. In einer wei-
teren Analogie zur Entwicklung von Com-
putern wird bei Microarray-Systemen ein
Gerdt beim Kauf bereits ,veraltet” sein,
weil die Entwicklung rasant weiter geht.
Dennoch gibt es wie im Bereich Compu-
tertechnologie auf Dauer keine wirkliche
Alternative.
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