PROTEIN-MIKROARRAYS

Entwicklungen und

Protein-Mikroarrays sind eine
technische Weiterentwicklung von
DNA-Mikroarrays, die heute schon

in der Diagnostik eingesetzt wer-
den konnen. Da die Untersuchung
von Nukleinsduren jedoch viele
Fragestellungen nur unzureichend
oder gar nicht beantworten kann,
ist hierfiir die Analyse auf Pro-
teinebene nétig. In diesem Arti-
kel werden die Mdglichkeiten von
Protein-Mikroarrays anhand von
Beispielen aufgezeigt.

DR. JURGEN KREUTZBERGER*

Mikroarrays entwickelt worden sind,

lassen sich theoretisch auf Protein-
Mikroarrays iibertragen. Dabei treten je-
doch Probleme auf, die auf die unter-
schiedliche Beschaffenheit von Nuklein-
sduren und Proteinen zuriickzufiithren
sind. Nukleinsduren sind untereinander
chemisch und physikalisch sehr dhnlich,
auch wenn diese fiir sehr unterschiedliche
Proteine kodieren.

So sind sie in der Regel negativ geladen
und bestehen nur aus vier verschiedenen
Molekiilen. Proteine hingegen sind aus 20
verschiedenen Aminosduren zusammen-
gesetzt, die geladen und ungeladen, polar
und unpolar sein konnen. Schon diese
Unterschiede in der Primdrstruktur sind
gravierend, hinzukommen weitere Diffe-
renzen in der Sekunddr- und Tertidrstruk-
tur.

Alle diese Unterschiede von Nuklein-
sdauren und Proteinen bewirken in der
Summe eine anspruchsvollere Auswahl der
Oberflache fiir Protein-Mikroarrays, die

Verschiedene Techniken, die fiir DNA-
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1 Schematischer Ablauf der Generierung und Prozessierung von Protein-Mikroarrays,
ausgehend von einer Quelle fiir rekombinanter Proteine (¢cDNA-Proteinexpressions-
bibliothek oder einzelne Klone), iiber Proteinexpression und Aufreinigung bis hin zur

quantitativen Auswertung der mit Serum inkubierten Mikroarrays.

moglichst vielen verschiedenen Ansprii-
chen der aufzutragenden Proteine gerecht
werden muss.

Entwicklung und Anwendung

Auf dem Gebiet der Protein- und Anti-
korperarrays konnten am MPI fiir moleku-
lare Genetik in Berlin wesentliche Ent-
wicklungen verdffentlicht werden. Dabei
wurde das Prinzip der hochdichten Pro-
teinarrays schon 1999 veroffentlicht (1).
Spdtere Arbeiten beschaftigten sich mit
der technischen Weiterentwicklung und
der Selektion von geeigneten Oberfld-
chenmaterialien von Objekttrdgern (2),
um die oben angesprochenen Probleme zu
l6sen.

Die von der Arbeitsgruppe Protein Ex-
pression am MPI neu entwickelte Technik,
MIST, ermdglicht durch sequentielles
Spotten auf dieselbe Mikroarray-Position
von Substrat und Analyt das Arbeiten mit
extrem kleinen Volumina (2) und extrem
hohen Sensitivitdten bis in den Zeptomol-
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Bereich (3). Diese technischen Entwick-
lungen waren Voraussetzung, um Projek-
te mit biologisch-medizinischem Hinter-
grund durchzufithren. Unter anderem
wurden Untersuchungen angestellt, die
zur Identifizierung von Proteinen fiihrten,
gegen die Autoantikorper bei der Rheu-
matoiden Arthritis (4) gerichtet waren.

Identifikation never Targets

N. meningitidis ist einer der Verursa-
cher bakterieller Meningitis. In Europa
sind hauptsdchlich die Serogruppen A, B
und C vertreten, wobei gegen eine Infek-
tion der Serogruppen A und C wirksame,
kommerzielle Impfstoffe vorhanden sind.
Gegen die Serogruppe B konnte allerdings
bisher noch kein wirksamer Impfschutz
entwickelt werden. Eine Ursache hierfiir
ist die strukturelle Ahnlichkeit eines
Hauptantigens des Pathogens mit einem
menschlichen Protein (N-Cam), welches
eine Immunantwort verhindert. Ein wei-
terer Mechanismus, um dem mensch-
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lichen Immunsystem zu entgehen, ist die
Phasenvariation. Bei diesem Phdnomen
werden bestimmte Gene durch Modifika-
tion der Anzahl von Nukleotidrepeats in
der Expression geregelt. In einer Studie
wurde am MPI (6) dieses Phanomen indi-
rekt, mit Hilfe von Meningitis-Patienten-
seren untersucht. Eine Identifikation be-
stimmter Proteine kommt jedoch nur zu-
stande, wenn diese Proteine sowohl im
ausreichenden MaRe exprimiert werden
und zudem auch immunogen sind. Expri-
mierte Proteine, die nicht immunogen
sind, konnen mit diesem Ansatz nicht er-
fasst werden.

Experimentell verlduft der Versuchsab-
lauf bei allen Protein-Mikroarrays folgen-
dermaRen: Die Arrays (mit den rekombi-
nanten Proteinen der phasenvariablen Ge-
ne) werden mit den Seren inkubiert (in
diesem Falle Seren von Meningitis Pa-
tienten bzw. Kontrollpersonen). Danach
werden ungebundene Serumantikérper
abgewaschen und die Mikroarrays mit ei-
nem Fluoreszenz-markierten Antikdrper
gegen humanes IgG (anti-humanes IgG-
Cy5) inkubiert und die ungebundenen
Zweitantikorper in nachfolgenden Wasch-
schritten entfernt. Die gebundenen
Zweitantikorper konnen dann mit Hilfe
eines Laserscanners quantitativ bestimmt
werden.

Von 87 rekombinanten Proteinen konn-
te unter anderen Proteinen das Protein
OpaV in 55% der Patientenseren detek-
tiert werden. Dies zeigt, dass Protein-
Mikroarrays geeignet sind, neue Proteine
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DNA- versus Protein-Arrays

DNA-Arrays sind in der biologischen
Forschung weit verbreitet und nicht
mehr fort zu denken. Sie erlauben die
gleichzeitige, schnelle und kosten-
giinstige Expressionsanalyse von Tau-
senden von Genen. Inzwischen sind
DNA-Mikroarrays auch in die diagnos-
tischen Laboratorien vorgedrungen.
Protein-Arrays, die zeitlich erst spd-
ter auftraten, haben zwar erste Erfol-
ge in der biologischen Grundlagenfor-
schung gefunden, jedoch den Sprung
in das medizinische Labor erst in Pi-
lotprojekten gefunden. Dies liegt z. T.
an den hier beschriebenen techni-
schen Unterschieden. Manche Frage-
stellungen, wie z.B. auch hier be-
schriebene Nachweise von Antikor-
pern oder Proteinen sind mit DNA-Ar-
rays nicht zu 16sen.

mit Beteiligung an bestimmten Krankhei-
ten zu identifizieren.

Zukiinftige Mdglichkeiten

In den letzten Jahren konnte die Ar-
beitsgruppe fiir verschiedenste Anwendun-
gen von Proteinarrays Losungen erarbei-
ten. Dabei ist es nicht immer ohne Schwie-
rigkeiten moglich, jedes gewiinschte Pro-
tein in ausreichender Weise aufzureinigen
und an eine Oberflache zu bin-
den, die fiir eine Vielzahl von
unterschiedlichen Proben ge-
eignet ist. Jedoch steht auch
fiir solche Problemfélle eine
Reihe von Losungsansdtzen
zur Verfiigung. Protein-Mikro-
arrays sind aufwendiger und
schwieriger zu erstellen als
DNA-Mikroarrays, konnen je-
doch bestimmte Fragestellun-
gen (wie z.B. Immunreaktio-
nen oder Translationsereig-

2 Zwei identisch gespottete
Protein-Mikroarrays mit N. me-
ningitidis Proteinen, im oberen
Bereich zur Eichung anti-lgG
Antikorper. Der Array in A wur-
de mit Patienten-, der in B mit
Kontrollserum inkubiert. Die Sig-
nale sind in einer Falschfarben-
darstellung gezeigt, wobei blau
ein schwaches Signal darstellt,
welches iiber griin, gelb, rot bis
weifl immer stirker wird.
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nisse) kldren. Fiir bestimmte Anwendungen
sind inzwischen schon kommerzielle An-
wendungen, wie Antikorper-Mikroarrays
gegen Cytokine auf dem Markt erschienen.

Alle Arraytechnologien haben aber den
grofien Vorteil, dass eine fast beliebige An-
zahl von Parametern fiir einen Patienten
untersucht werden konnen. Es ist eine
Schliisseltechnologie fiir die personalisier-
te Medizin, die fiir den einzelnen Patien-
ten unbestreitbar vorteilhaft ware, jedoch
durch die Moglichkeiten in einem bezahl-
baren Versicherungssystem begrenzt wird.
Fiir Protein-Mikroarrays ist es zwar noch ein
weiter Weg in die medizinischen Untersu-
chungslabors, der zwar nicht aufzuhalten
ist, die Geschwindigkeit mit der dieses ge-
schieht, jedoch von der weiteren (6ffent-
lichen) Forderung abhdngig ist.
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