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Die Aktivitat von kleinen Molekiilen im Rahmen der
Genomik verstehen lernen**
Jun-Seok Lee und Young-Tae Chang*

-rechniken, um mit kleinen Molekiilen
biologische Reaktionswege gezielt zu
verdndern, haben fiir die Entdeckung
und Entwicklung von Arzneien eine
grofle Bedeutung. Wegen der Komple-
xitédt von biologischen Systemen kénnen
die biologische Aktivitdt und die Ziele
von einzelnen Molekiilen jedoch nur
durch miihselige und zeitraubende Ver-
suche ermittelt werden. Diese Proble-
matik veranlasste die Forscher, Verfah-
ren zur Hochdurchsatzanalyse der Ak-
tivitdt kleiner Molekiile zu entwickeln.
Nach einem Jahrzehnt Forschung kon-
nen wir die Funktion von kleinen Mo-
lekiilen in Bezug auf Krankheiten und
Genexpression wesentlich besser ver-
stehen. Als neues vielversprechendes
Verfahren zur Erstellung von Expressi-
onsprofilen fiir kleine Molekiile stellten
Golub et al. kiirzlich die ,,Konnektivi-
titskarte” vor.'* Dieser Karte — oder
Datenbank — wird unter den bislang
verwendeten Methoden momentan das
grofte Potenzial zugesprochen dabei zu
helfen, das Zusammenspiel von Medi-
kament und Medikament, Medikament
und Gen sowie Medikament und
Krankheit besser verstehen zu lernen.
Vor dieser Konnektivitidtskarte war
der ,,US National Cancer Institute 60
Drug Screen“ (NCI60) die umfang-
reichste Plattform, um die Aktivitit von
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kleinen Molekiilen systematisch zu un-
tersuchen. Seit seinem Start in den spé-
ten 1980er Jahren wurde ein breites
Spektrum an synthetischen kleinen
Molekiilen und Naturstoffen in zahlrei-
chen Krebszelllinien durchmustert. Die
erhaltenen Daten lieferten wertvolle
Informationen {iiber die Aktionsweise
der getesteten Verbindungen.**! Beim
NCI-Verfahren wird die Cytotoxizitét
an 60 verschiedenen Krebszelllinien
gemessen. Aus diesen Daten werden
dann Muster der Aktivitét kleiner Mo-
lekiile erstellt, die mithilfe von Priori-
titenkarten (,,Heat Maps®) und hierar-
chischer Clusterbildung ausgewertet
werden.! Eine Einschrankung dieser
Analyse von Molekiilprofilen liegt dar-
in, dass das Muster nur auf einer einzi-
gen finalen phinotypischen Auspriagung
im Zellsystem beruht. Gesamtmuster
weisen hochstwahrscheinlich  koordi-
nierte Fingerabdriicke fiir jede Substanz
auf, die aber nicht direkt mit dem bio-
logischen Reaktionsweg verkniipft sind.

Im Jahr 2000 stellten Hughes et al.
ein Kompendium-Verfahren vor, bei
dem fiir eine Profilerstellung anstelle
der Cytotoxizitdt die Genexpressionssi-
gnatur verwendet wird.”! Nach Vorstel-
lung der Autoren lédsst sich das gesamte
Genexpressionsprofil als Kompendium
des Zellzustands auffassen, ein Konzept,
das die Autoren zumindest an Hefe ve-
rifizieren konnten. Ermutigt durch diese
ersten Studien, entwickelten Golub
et al. ein robusteres System (die so ge-
nannte Konnektivitdtskarte), in dem die
Genexpressionssignatur von kleinen
Molekiilen in Sdugerzellen mithilfe ei-
ner neuartigen Datenverarbeitungsme-
thode analysiert wird."!

Die technische Seite des Konnekti-
vitdtskarten-Systems ist einfach. Die
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Autoren wihlten 164 kleine Molekiile
aus. Jedes dieser Molekiile wurde 6 h in
einer bestimmten Konzentration (meist
10 um) in Sdugerzellen (hauptsdchlich

MCF7-Brustkrebszellen) inkubiert. Al-

le Genexpressionsmuster wurden ver-

glichen, und die Aktivitdten jeder Sub-

stanz in Form einer Rangliste von 22283

Genen dargestellt. Nach Einrichtung

der Referenzdatenbank (453 Einzelbei-

spiele) fiihrten die Forscher eine Da-
tenbankabfrage durch, um den Grad der

Konnektivitdt zu errechnen. Die Ab-

fragesignatur und die Beziehungen der

Aktivitdten der Referenzmolekiile un-

tereinander wurden als Balkendia-

gramm dargestellt, das die Rangfolge
der Vergleichssubstanzen nach ihrer

Konnektivitit angibt (Abbildung 1).
Die Konnektivitidtskarte hat fiinf

klare Pluspunkte:

1) Zur Profilermittlung dient die Gen-
expressionssignatur, was einige Vor-
teile gegeniiber der NCI-Methode
bietet. Der mRNA-Expressionsgrad
steht in direkter Beziehung zu den
biologischen Reaktionswegen, und
das  Genexpressionsprofil — selbst
kann zur Untersuchung von Gen-
funktionen dienen. Allerdings ist die
Handhabung dieser Profildaten
nicht einfach, da eine enorme Da-
tenmenge bewiltigt werden muss.®

2) Die Musteranalyse nutzt einen
nichtparametrischen, rangfolgeba-
sierten ~ Musterabgleich  durch
Kolmogorov-Smirnov-Statistik. Der
Hauptunterschied zwischen der
konventionellen hierarchischen Me-
thode und der neuen Methode (Gen
Set Enrichment Analysis, GSEA)"
liegt darin, dass die erste den Ex-
pressionsunterschied (,,Fold Change
Value“) analysiert, die zweite jedoch
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Abbildung 1. Darstellung des Konnektivititskarten-Abfrageverfahrens (leichte Abinderung der
Originalabbildung!™). Eine Abfragesignatur kann nicht nur aus Mikroarray-Experimenten erstellt
werden (Abfrage 1), sondern auch aus veréffentlichten Informationen zu Genregulationsmustern

(Abfrage 2).

die FEinstufung in einer Genliste.
Konventionelle Methoden zur Mus-
teranalyse an Daten aus Mikroarray-
Experimenten konzentrieren sich
zumeist auf die Gene, bei denen ex-
trem groffe Expressionsunterschiede
auftreten. Diese Expressionsunter-
schiede gehen dann direkt in die
Mustererkennung ein.!'” Allerdings
kann der Expressionsunterschied
von Experiment zu Experiment un-
terschiedlich sein, sodass die Clus-
terbildungsergebnisse durch experi-
mentelle Abweichungen beeintréch-
tigt werden. Dieses durch die expe-
rimentellen Bedingungen ausgeloste
Rauschen kann drastisch reduziert
werden, wenn anstelle der absoluten
Expressionsunterschiede das Rang-
folgesystem der Konnektivitédtskarte
eingesetzt wird, welches das Ver-
gleichen von Datensédtzen aus un-
terschiedlichen experimentellen
Ansétzen moglich macht. Hierarchi-
sche Verfahren haben aulerdem den
Nachteil, dass es keine Standard-
moglichkeit gibt, Entscheidungslini-
en zu bestimmen. So ldsst sich bei
einer hierarchischen Prioritdtenkar-
te zur Clusterbildung kaum sagen,
wo der Grenzwert fiir eine positive
Korrelation liegt. Bei der Konnekti-
vitdtskarte wird dagegen immer ein
Konnektivitdtsmaf ausgegeben.
Dessen Vorzeichen gibt an, ob zwei
Signaturen positiv oder negativ kor-
reliert sind (Null bedeutet keine
Korrelation).

3) Die Datenbankabfrage ist bei der
Konnektivitdtskarte unabhingig von
der experimentellen Plattform. Fiir
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die Abfragesignatur sind nur zwei
Listen von Gensdtzen notwendig
(Satz hochregulierter Gene und Satz
herabregulierter Gene). Nicht nur
die Ergebnisse von Mikroarray-Ex-
perimenten, sondern auch die von
»hassen“ biologischen Experimen-
ten konnen fiir eine Abfrage heran-
gezogen werden.

4) Mit dieser Methode ist es moglich,
kleine Molekiile, Gene und Krank-
heiten in Form von Genexpressi-
onsprofilen umfassend zu verkniip-
fen. Dies bedeutet eine erhebliche
konzeptionelle Ausweitung der NCI-
Analyse, denn diese gestattet nur
einen Vergleich zwischen Substan-
zen.

5) SchlieBlich sind sidmtliche Ver-
gleichsdaten und Analysentechniken
iiber das Internet zugénglich (http:/
wwww.broad.mit.edu/cmap/). Dies
hat allerdings weniger mit der ei-
gentlichen Technik zu tun als viel-
mehr mit der Sichtweise der Auto-
ren. Die Allgemeingiiltigkeit, d. h.
das Tolerieren vieler unterschiedli-
cher experimenteller Formate, und
die interaktiven, offenen Resourcen
sind groBe Pluspunkte der Konnek-
tivitdtskarte.

Mit zwei Fragen evaluierten die
Forscher die Moglichkeiten der Kon-
nektivitdtskarte: 1) Kann die Konnekti-
vitdtskarte die Aktivitdt von kleinen
Molekiilen richtig vorhersagen?
2) Kann dieses Modellsystem Zusam-
menhénge zwischen Krankheitsbild und
kleinen Molekiilen herausfinden?
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Die Antwort auf die erste Frage gab
den Forschern schon der erste Daten-
satz, der eine hohe Korrelation zwischen
drei bekannten Histon-Desacetylase-
(HDAC)-Inhibitoren und ebenso eine
Korrelation zwischen Ostrogenrezep-
tor(ER)-Agonisten und -Antagonisten
zeigte. Dies spricht dafiir, dass die
Genexpressionssignatur eine ganz aus-
gezeichnete Sonde sein kann, um ein
Profil von Molekiilaktivitdten zu erstel-
len. Fiir das groe Spektrum an poten-
ziellen Nutzern gibt es jedoch noch an-
dere Faktoren zu bedenken. Die Auto-
ren wiesen in ihrem Bericht darauf hin,
dass die Inkubationszeit, der Zelltyp im
Assay und auch die Medikamentendosis
die Genexpressionssignatur ganz er-
heblich beeinflussen. Genauer gesagt
unterscheiden sich einige Zelltypen in
der Proteinexpression. Obwohl fiir die
Signaturen von HDAC-Inhibitoren, die
aus fiinf verschiedenen Zelllinien stam-
men, hohe Konnektivitdten beobachtet
werden, konnen in manchen Fillen die
unterschiedlichen Bedingungen der
Zelllinien das Profil der Molekiilaktivi-
tat beeinflussen. Nachgewiesen wurde
dies im Fall der Signatur des ER-Li-
ganden fiir PC3- und HL60-Zellen, die
keine ERs exprimieren.!! Die Autoren
betonten, dass das Konnektivitdtsmal3
von Ostradiol (einem ER-Agonisten) in
ER-expressionsfreien Zelllinien die
Notwendigkeit eines erweiterten Ver-
gleichsdatensatzes belegt.

Ein ebenfalls schwieriges Thema
sind die Dosierung der Substanzen und
die Inkubationszeit. Bei chemisch indu-
zierten Anderungen in den interzellu-
laren Signalwegen handelt es sich um
dynamische Phénomene. Bei Mikroar-
ray-Studien zu Dosierungen und Inku-
bationszeiten wurde beobachtet, dass
ein kleines Molekiil je nach Inkubati-
onszeit und Dosierung unterschiedliche
Genexpressionssignaturen entwickeln
kann.!'"2l Um die Bedingungen zu op-
timieren, damit eine Signatur allge-
meingiiltig werden kann, sind daher
noch einige Anstrengungen notig (Ta-
belle 1).

Im Hinblick auf die zweite Frage
wird als besonderes Merkmal der Kon-
nektivitdtskarte das offene Abfragesys-
tem genannt. Die Autoren versuchten,
aus genetischen Studien zu bekannten
Krankheiten die Daten zu sammeln, und
erzeugten dann Abfragesignaturen fiir
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Tabelle 1: Vergleich von NCI60-Methode und Konnektivitatskarte.

Angewandte

Merkmal NCI60-Methode konventionelles Genexpressionsprofil Konnektivititskarte
erwartetes Substanzvergleich Substanzvergleich, Identifizierung der Verkniipfung Medikament-
Ergebnis Identifizierung des Signalwegs Genkrankheit und des Signalwegs

Analysenparameter Cytotoxizitat

Abfragequelle
Analysenmethode

hierarchische Analyse

Vorteil

Nachteil begrenzte Information

GI50-Daten von 60 Krebszellen

groRRer Vergleichsdatensatz

verschiedene Genanordnungen

Genexpressioninderung

hierarchische Analyse

informationsreich

Unterschiede je nach Ansatz
(groRes Rauschen)

Expressionsprofil von 22283 Genen
(Affymetrix-Array)

Paar von Genlisten (aufwirts und abwirts)
aus mehreren Formaten

nichtparametrische, rangfolgebasierte
statistische Analyse

geringes Rauschen

weitere Validierung erforderlich

Modellkrankheiten wie die erndhrungs-
induzierte Fettsucht und Alzheimer. Die
Alzheimer-Abfragen aus zwei unab-
hédngigen Quellen ergaben eine statis-
tisch signifikante negative Konnektivitét
fiir 4,5-Dianilinophthalimid (DAPH).
Einer unabhingigen Studie zufolge re-
duziert DAPH in vitro spezifisch den
Gehalt an B-Faltblittern bei aggregie-
renden AP1-42-Peptiden.” Die Ergeb-
nisse von Golub et al. stiitzen somit die
Annahme, dass DAPH eine neue Leit-
struktur fiir Wirkstoffe gegen Alzhei-
mer sein konnte. Durch weitere prakti-
sche Anwendungen der Konnektivitéts-
karte konnten auch eine neuartige
Klasse von Modulatoren des Reakti-
onswegs von Heat-Shock-Protein 90
(Gedunin und Celastrol)? und die Me-
dikamentenresistenz von Rapamycin
bei akuter lymphoblastischer Leukdmie
identifiziert werden.’! Diese Beispiele
zeigen, wie die Konnektivitédtskarte da-
bei helfen kann, mithilfe von Genex-
pressionssignaturen Vorhersagen zu
Zielen in der chemischen Genetik zu
treffen.

Die aktuellen Versionen der Kon-
nektivititskarte sehen keine besondere
»Form“ wie eine minimale Zahl an Tags
fiir die Abfragesignatur vor, was volle
Flexibilitdt in den unterschiedlichen
Anwendungsbereichen garantiert. Jede
Forschungsgruppe kann ausgehend von
der gegebenen Datenbank ihre eigene
Anwendungsmethode entwickeln. Die
Konnektivitdtskarte ist zudem nicht auf
eine bestimmte experimentelle Platt-
form beschrinkt, und sidmtliche Daten-
banken sind frei zugénglich. Um die Si-
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gnatur- und Profildatenbank von klei-
nen Molekiilen weiter auszubauen, sind
allerdings gemeinsame Anstrengungen
und eine gute Zusammenarbeit der
Forscher unabdingbar. Es verbleiben
unter anderem die Aufgaben, eine um-
fassende Datensammlung zu Medika-
menten-Screenings aufzubauen sowie
die Dosis-Zeit-Abhédngigkeit und die
Zelltypenspezifitit zu bestimmen. So-
bald die Konnektivitdtskarte aber eta-
bliert und populir geworden ist, haben
wir ein Werkzeug in der Hand, dessen
universelle Sprache hilft, die Aktivitdt
von kleinen Molekiilen in Rahmen der
Genomik besser zu verstehen.
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