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1. Einleitung

Oberfl�chen, die immobilisierte Proteine pr�sentieren,
– so genannte „Proteinbiochips“ – versprechen eine Vielzahl
von Anwendungen, darunter eine schnelle und umfassende
Detektion von Biomarkern in klinischen Proben,[1] das pro-
teomweite Screening von Wechselwirkungen[2] sowie An-
wendungen bei der Wirkstoff-Forschung.[3] Die Vorteile von
Proteinbiochips gegen�ber traditionellen Methoden wie
ELISA (enzymgekoppelter Immunadsorptionstest) bestehen
in der geringen erforderlichen Probenmenge sowie in ihrer
guten Eignung zur Miniaturisierung. Im Fall von Protein-
mikroarrays, die mehrere Proteine zugleich pr�sentieren, re-
sultieren diese Merkmale in der F�higkeit, viele tausend
Proben parallel zu prozessieren – einer Eigenschaft, die f�r
proteomweite Analysen wesentlich ist.

Die Herstellung von Proteinmikroarrays profitiert von
den Fortschritten bei DNA-Mikroarrays, da viele der Appa-
raturen f�r deren Produktion und Analyse auch bei der Fer-
tigung von Proteinmikroarrays eingesetzt werden k�nnen.
Dennoch ist der �bergang von DNA- zu Proteinmikroarrays

wegen der gr�ßeren Empfindlichkeit
von Proteinen kompliziert und erfor-
dert speziell zugeschnittene Methoden
zur Proteinimmobilisierung, die eine
Erhaltung der Integrit�t und Funktio-
nalit�t der Proteine gew�hrleisten.[4]

Proteinbiochips, die definierte Proteinstrukturen pr�sentie-
ren sollen, erfordern sogar noch komplexere Herstellungs-
ans�tze.[4] Auf diesen Gebieten sind allerdings bereits be-
achtliche Fortschritte erzielt worden. K�rzlich beschrieben
wir in einem �bersichtsartikel chemische Strategien zur
Herstellung von Proteinbiochips,[4] w�hrend wir uns im vor-
liegenden Kurzaufsatz auf deren Anwendungen in ausge-
w�hlten Gebieten der biomedizinischen und biotechnologi-
schen Forschung konzentrieren wollen, n�mlich bei der Pro-
teomforschung, der Biomarkerdetektion und der Wirkstoff-
Forschung.

2. Proteomik

Proteinmikroarrays, die eine Vielzahl verschiedener Pro-
teine an ihrer Oberfl�che pr�sentieren, sind eine vielver-
sprechende Plattform f�r biomedizinische Analysen und die
Proteomforschung.[5–7]

In einem der fortgeschrittensten Anwendungsbeispiele
untersuchten MacBeath und Mitarbeiter den Phosphorylie-
rungszustand von ErbB-Rezeptorkinasen mithilfe funktio-
neller Proteinmikroarrays.[8, 9] Die Rezeptoren ErbB2 und
ErbB3 (EGFR) des epidermalen Wachstumsfaktors sind gut
erforschte Mitglieder der ErbB-Familie und als potente On-
kogene bekannt. ErbB4, das nicht eingehend untersucht
wurde, ist kein Onkogen und hat in einigen Tumoren gar eine
Schutzfunktion. Um seine Bedeutung n�her zu untersuchen,
identifizierten MacBeath et al. mithilfe der Tandem-Mas-
senspektrometrie zun�chst phosphorylierte Tyrosinseiten-
ketten an ErbB4. Im Anschluss wurde ein Mikroarray aus
aldehydmodifizierten Glasplatten f�r die Pr�sentation von
96 SH2- und 37 PTB-Dom�nen hergestellt, an dem fluores-
zenzmarkierte Phosphopeptide untersucht wurden, die den
ermittelten Phosphorylierungsstellen aus ErbB4 entsprachen.

Dank Fortschritten bei Immobilisierungsstrategien f�r Proteine sind
Proteinbiochips in den letzten Jahren immer besser verf�gbar gewor-
den. Durch die Integration dieser Assay- und Analyseplattformen in
die biomedizinische und biotechnologische Forschung konnte das
Repertoire an Methoden f�r die Proteomik, die Biomarkerforschung
und die Wirkstoffentwicklung deutlich vergr�ßert werden. In diesem
Kurzaufsatz werden ausgew�hlte Entwicklungen bei der Anwendung
von Proteinbiochips auf diesen Forschungsgebieten beleuchtet.
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Dieser Ansatz erm�glichte die Konstruktion eines quantita-
tiven Wechselwirkungsnetzwerks f�r ErbB4, wobei neue
Wechselwirkungen zwischen ErbB4 und dem DNA binden-
den Protein STAT1 ausgemacht werden konnten, das ver-
mutlich eine Rolle bei der Apoptose spielt (Abbildung 1).
Die Autoren f�hren die Schutzfunktion von ErbB4 in Tu-
moren auf seine F�higkeit zur�ck, unsch�dliche Heterodi-
mere mit anderen ErbB-Rezeptoren zu bilden und somit
durch eine Art „Puffermechanismus“ die Menge an onkoge-
nen Heterodimeren von EGFR, ErbB2 und ErbB3 zu ver-
ringern.[9]

Gong et al. verwendeten ein funktionelles Proteinmikro-
array f�r die Charakterisierung der globalen Protein-Protein-
und Protein-DNA-Wechselwirkungen der Pflanze Arabi-
dopsis thaliana.[10] Ausgehend von FAST-Nitrocellulose-
Membranplatten konstruierten sie ein Mikroarray f�r die
Pr�sentation von 802 Transkriptionsfaktoren (TF) aus Ara-
bidopsis thaliana, die durch Expression in Hefe gewonnen
worden waren. An diesem Mikroarray wurden fluoreszenz-
markierte Oligonucleotide untersucht, die bekannten Bin-
destellen f�r die TF-Familie AP2/ERF entsprechen. So waren
die Autoren in der Lage, sowohl bekannte DNA-TF-Wech-
selwirkungen zu best�tigen als auch neue Wechselwirkungen
von 48 zuvor uncharakterisierten Transkriptionsfaktoren der
AP2/ERF-Familie zu identifizieren.

In einer zweiten Experimentreihe wurde ein 440 Tran-
skriptionsfaktoren pr�sentierendes Proteinmikroarray ver-
wendet, um die TF-Bindung an das so genannte „evening
element“ (EE) zu untersuchen. Bei diesem handelt es sich um

ein Motiv, das in nachtphasentypischen Genen besonders
h�ufig auftritt und mit einer tageszeitabh�ngigen Expressi-
onsregulation in Verbindung steht. Durch Inkubation des TF-
Mikroarrays mit fluoreszenzmarkierten EE-Oligonucleoti-
den ermittelten Gong et al. 41 EE-Motiv bindende Kandi-
daten, von denen bei 11 bereits zuvor eine tageszeitregulierte
Expression festgestellt worden war. Schließlich untersuchten
die Autoren den biotinylierten, GST-markierten Transkripti-
onsfaktor HY5, einen positiven Regulator der Photomor-
phogenese, an einem Mikroarray mit 802 Transkriptionsfak-
toren (GST= Glutathion-S-Transferase). Dabei wurden
durch Detektion mit fluoreszenzmarkiertem Streptavidin 20
reproduzierbare Wechselwirkungen identifiziert, aus denen 4
von 10 zuf�llig ausgew�hlten Treffern durch ein Hefe-Zwei-
Hybridsystem best�tigt werden konnten. Die Befunde lassen
darauf schließen, dass HY5 �ber unterschiedliche Zielmotive
an verschiedene Proteine bindet, und sind in Einklang mit
seiner Rolle als Hauptregulator des lichtabh�ngigen Signal-
netzwerks in Arabidopsis thaliana.[10]

Die Herstellung von Mikroarrays ganzer Proteome ist
technisch anspruchsvoll, da solche Mikroarrays eine Vielzahl
von funktionellen Proteinen enthalten, die isoliert werden
m�ssen. Was die Analyse vollst�ndiger Proteome weiter er-
schwert, ist die Tatsache, dass es sich bei einem gegebenen
Proteom nur um eine Momentaufnahme des Proteinvorrates
einer bestimmten Zellpopulation zu einem bestimmten
Zeitpunkt handelt. Proteine unterscheiden sich nicht nur in
ihrer Struktur, Funktion, Lokalisation, ihren Wechselwir-
kungen und Umsatzgeschwindigkeiten, sondern auch merk-
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lich im Dynamikbereich (Quotient aus Maximal- und Mini-
malwert) ihrer H�ufigkeit (107–108 Kopien in menschlichen
Zellen, 1012 Kopien in Plasma).[11, 12] Dennoch �berwiegen in
der Proteomik die Vorteile von Gesamtproteommikroarrays
bei weitem die Schwierigkeiten bei ihrer Pr�paration, be-
sonders wegen der M�glichkeit, Tausende von Proben
gleichzeitig zu verarbeiten.

3. Biomarkerforschung

Die Verwendung von Mikroarrays f�r die Suche nach
Biomarkern genießt besonders in der Krebsmedizin große
Aufmerksamkeit. Ein Biomarker kann als ein Molek�l oder
Satz von Molek�len verstanden werden, das bzw. der mit ei-
nem definierten Zustand einer Zelle, eines Organs oder eines
Organismus in Zusammenhang steht. Bei diesem biologi-
schen Zustand kann es sich beispielsweise um ein bestimmtes

Stadium einer Krebserkrankung
handeln. So k�nnte die Identifi-
zierung von Biomarkern fr�her
Tumorstadien verbesserte Thera-
pien erm�glichen und die �ber-
lebensraten von Patienten erh�-
hen.[13] Antik�rperarrays sind die
meistverwendeten Proteinarrays
bei der Biomarkersuche und in
der Proteomik.[1,6, 14–20] Typischer-
weise werden entweder Normal-
phasen-Proteinarrays (forward-
phase protein arrays, FPPAs)
oder Umkehrphasen-Proteinar-
rays (reverse-phase protein ar-
rays, RPPAs) verwendet (Abbil-
dung 2).

Bei einem FFPA binden spe-
zifische Antik�rper, die an defi-
nierten Stellen auf dem Mikroar-
ray immobilisiert wurden, Protei-
ne aus einer Probe, z.B. mensch-
lichem Serum. Idealerweise k�n-
nen mehrere Proteine gleichzeitig
auf einem Array detektiert wer-
den. Diese Proteine werden �bli-
cherweise durch die Fluoreszenz
farbstoffmarkierter sekund�rer
Antik�rper oder markierter Pro-
benproteine detektiert.

Auf RPPAs werden mehrere
Proben, beispielsweise von Ge-
webelysaten oder Patientenseren,
direkt auf einem Mikroarray im-
mobilisiert und mit einem einzi-
gen markierten Antik�rper ana-
lysiert, der spezifisch f�r ein be-
stimmtes Protein ist. Die RPPA-
Methode eignet sich vor allem f�r
die Analyse posttranslationaler
Modifikationen. Von besonderer

Bedeutung ist dieser Ansatz bei der Untersuchung von pro-
teinabh�ngigen Signalnetzwerken, die h�ufig an Krebser-
krankungen beteiligt sind. Die Analyse derartiger Modifika-
tionen mithilfe konventioneller, mit rekombinanten Protei-
nen beladener Mikroarrays ist problematisch, da ihre Ein-
f�hrung in diese Proteine durch Expression in Bakterien oder
Hefen oft nicht m�glich ist.[21] Daher sind RPPAs ein viel-
versprechendes Hilfsmittel f�r die klinische Diagnostik, das
folgende Vorteile mit sich bringt:[22–24]

1) Es werden nur geringe Probenmengen ben�tigt.
2) Es ist keine Markierung zellul�rer Proteinlysate erfor-

derlich.
3) Die Methode erm�glicht eine quantitative Detektion.
4) Eine Vielzahl verschiedener Proben kann im Hoch-

durchsatz verglichen werden.
5) Parallele Mehrfachanalysen sind m�glich.
6) Die Methode eignet sich zur Detektion posttranslationa-

ler Modifikationen, z. B. Phosphorylierungen.

Abbildung 1. Quantitative Wechselwirkungsnetzwerke der mit den Rezeptoren der ErbB-Familie assozi-
ierten Tyrosinkinasen. Die Daten wurden durch Pr�sentation von 96 SH2- und 37 PTB-Dom�nen auf
Proteinmikroarrays erhalten. Die SH2/PTB-Mikroarrays wurden mit fluoreszenzmarkierten Polypeptiden
untersucht, die Phosphotyrosine an den ErbB-Kinasen repr�sentierten. Die Detektion der Peptidbin-
dung erfolgte durch Fluoreszenzmessungen. Wechselwirkungsnetzwerke wurden aus den ermittelten,
quantitativen Wechselwirkungsdaten konstruiert.[9] Wiedergabe aus Lit. [9] mit Genehmigung von Else-
vier.
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Die RPPA-Methode ist jedoch dadurch eingeschr�nkt,
dass ausschließlich bekannte Zielmotive nachgewiesen wer-
den k�nnen. Zur Untersuchung der Leistungsf�higkeit von
RPPAs verwendeten Tibes et al. Zell-Lysate von Leuk�mie-
patienten zur Erstellung von RPPA-Mikroarrays auf FAST-
Nitrocelluloseplatten und analysierten diese mit 22 geeigne-
ten Antik�rpern.[25] Die Bindung wurde dabei mithilfe se-
kund�rer Antik�rper und Fluoreszenzmessungen nachge-
wiesen. Von der Pr�paration der RPPA-Proben bis zum
Auslesen der Ergebnisse validierten die Autoren jeden Schritt
mithilfe entsprechender Analysetechniken, z. B. Western-
Blot. Anhand dieses sorgf�ltigen Vergleiches konnten die
Leistungsf�higkeit und Verl�sslichkeit der RPPA-Methode
bei der schnellen Analyse einer Vielzahl von Biomarkern
demonstriert werden.[25]

Die Verwendung spezieller Polypeptidsequenzen, die
unter der Bezeichnung „Proteinepitop-Signaturmarker“ be-
kannt sind (protein epitope signature tags, PrESTs; Abbil-
dung 3), erm�glicht die Erzeugung zahlreicher Antik�rper
gegen ein bestimmtes Proteom.[26] Diese Sequenzen werden
durch heterologe Expression offener Leserahmen (open
reading frames, ORFs) hergestellt, die in Genomuntersu-
chungen ermittelt wurden. Die PrEST-Peptide werden nun
entweder direkt auf einem Mikroarray platziert oder in einer
Hochdurchsatz-Immunisierung zur Erzeugung von Antik�r-
pern eingesetzt. PrEST-Peptidmikroarrays k�nnen f�r die
Spezifit�tscharakterisierung von Antik�rpern verwendet
werden.[27, 28] Allgemein ist die Anwendbarkeit von Anti-
k�rperarrays stark durch die Verf�gbarkeit und Qualit�t der
entsprechenden Antik�rper limitiert. Jeder Schritt bei der
Erzeugung und Verwendung von Antik�rpermikroarrays
umfasst daher eine Qualit�tskontrolle und Validierung mit-
hilfe unabh�ngiger Methoden, um falsch positive oder falsch

negative Treffer zu vermeiden und systematische Fehler zu
reduzieren. Außerdem ist es unabdingbar, dass die verwen-
deten Antik�rper ausreichende Spezifit�ts- und Affinit�ts-
konstanten sowie geeignete Dynamikbereiche aufweisen.
Allerdings werden diese Gr�ßen von den experimentellen
Bedingungen beeinflusst, weshalb Parameter wie die Immo-
bilisierungsbedingungen, der pH-Wert, die Temperatur und
der Aufbewahrungszustand eine maßgebliche Rolle spielen.
Die Optimierung und Validierung dieser Parameter sind da-
her f�r die Verl�sslichkeit der Daten aus Biochipexperimen-
ten entscheidend.

Antik�rpermikroarrays wurden bereits erfolgreich in der
Krebsforschung eingesetzt. Beispielsweise verwendeten San-
chez-Carbayo et al. mit 254 Antik�rpern bedruckte Arrays
zum Vergleich von Blasenkrebspatienten mit einer Kontroll-
gruppe (n = 95). Die Erfolgsquote der Klassifizierung betrug
hierbei 93.7%,[29] sodass auf Basis der Mikroarraydaten und
der �berlebensraten Vorhersagen �ber Patienten mit Bla-
senkrebs getroffen werden konnten. Des Weiteren wurden
Serumproteine identifiziert, die als Biomarker zur Klassifi-
kation bestimmter Blasentumorstadien dienen k�nnten. Zu-
s�tzliche immunhistologische Daten sowie die Befunde von
Gewebemikroarrays stimmten mit den gewonnenen Resul-
taten �berein.

Hudson et al. verwendeten kommerziell erh�ltliche,
hochdichte Proteinmikroarrays (ProtoArray Human Protein
Mikroarray v3.0, Invitrogen) mit 5500 menschlichen Protei-
nen.[30] Die offenen Leserahmen wurden als N-terminale
GST-Fusionsproteine exprimiert und in doppelter Ausferti-
gung auf Nitrocelluloseplatten aufgebracht. Die Autoren
untersuchten die Seren von 30 gesunden Testpersonen und
von 30 Probanden mit Ovarialkarzinom in verschiedenen

Abbildung 2. Normal- (FPPAs) und Umkehrphasen-Proteinarrays
(RPPAs). a) Beim FPPA wird ein bestimmtes, in einer Probe mit ver-
schiedenen Proteinen enthaltenes Protein von Antik�rpern gebunden,
die immobilisiert auf verschiedenen Spots des Mikroarrays vorliegen.
Dabei wird jedes Array mit einer Probe inkubiert. b) Entweder wird ein
markierter sekund�rer Antik�rper (links) oder ein markiertes Analytpro-
tein (rechts) zum Auslesen des FPPA verwendet. In einer Probe k�n-
nen die Endpunkte mehrerer Analyten bestimmt werden. c) Beim RPPA
wird eine verschiedene Proteine enthaltende Probe (z.B. Patientenpro-
ben oder Zell-Lysat) auf einem Mikroarray-Spot immobilisiert, sodass
ein Array hunderte von Proben enth�lt. d) Zur Detektion auf einem
RPPA wird nur ein einziger markierter, f�r ein bestimmtes Protein spe-
zifischer Antik�rper zur Signalerzeugung und -verst�rkung verwendet.
Dies erm�glicht die Endpunktbestimmung eines Analyten �ber hun-
derte von Proben hinweg.

Abbildung 3. PrESTs (Proteinsequenzen von ausreichender L�nge, um
gute Epitope zu enthalten, die jedoch klein genug f�r eine Expression
in Escherichia coli sind) werden durch ein sorgf�ltiges, computerge-
st�tztes Auswahlverfahren generiert. Nach Expression und Immunisie-
rung eines Wirtes erfolgt die Reinigung des so gewonnenen polyklona-
len Antik�rpers durch Affinit�tschromatographie mit dem entsprechen-
den Signaturmarker. Auf diese Art wird ein hochwertiger monospezifi-
scher Antik�rper erhalten.[26] Wiedergabe aus Lit. [26].
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Tumorstadien. Die Motivation dieser Untersuchung lag darin,
dass der am weitesten verbreitete Marker f�r das Ovarial-
karzinom, CA-125, keinen ausreichenden Vorhersagewert f�r
Patienten in fr�hen Stadien der Erkrankung aufweist (Stadi-
en I und II). Dementsprechend bestand das Ziel der Unter-
suchung in der Identifizierung von Proteinbiomarkern f�r
fr�he Erkrankungsstadien, da diese, basierend auf dem Pro-
teinmikroarrayansatz, zuk�nftig bei der Krebstherapie und
-prognose von Nutzen sein k�nnten. Von den 5500 Proteinen
des Mikroarrays wurden 1845 von Autoantik�rpern er-
krankter Probanden sowie 1441 von Autoantik�rpern ge-
sunder Probanden gebunden. Aus diesen Proteinen wurden
730 selektiv von Autoantik�rpern in Tumorpatienten gebun-
den, dagegen nur 326 selektiv in gesunden Probanden.

Leider konnten bei dieser Untersuchung keine Antigene
oder Antigenkombinationen ermittelt werden, die aus-
schließlich von den Seren entweder aller Tumorpatienten
oder aller gesunden Probanden gebunden wurden. Dennoch
wurden mithilfe statistischer Methoden 90 tumorassoziierte
Autoantigene sowie zwei mit dem gesunden Zustand assozi-
ierte Antigene identifiziert. Vier davon – Lamin A/C, das
strukturspezifische Erkennungsprotein 1 (structure-specific
recognition protein 1, SSRP1), Ral-bindendes Protein 1
(RALBP1) und ZNF265 – wurden f�r weitere Validierungs-
untersuchungen aus den zehn Proteinen mit der gr�ßten
statistischen Varianz zwischen erkrankten und gesunden
Probanden ausgew�hlt. Dabei kamen Western-Blots und
Gewebemikroarrays zur Anwendung. Drei der vier Biomar-
kerkandidaten erwiesen sich bei der Analyse von Biopsie-
material als n�tzlich. Damit konnte das Potenzial von Pro-
teinmikroarrays f�r die Suche nach Biomarkern klar nach-
gewiesen werden, wenngleich sich noch herausstellen muss,
ob dieser Ansatz auch bei der Routineuntersuchung von Pa-
tientenseren umsetzbar ist.[30]

Snyder und Mitarbeiter verwendeten Proteinmikroarrays
zur Identifizierung von Antik�rpern gegen das schwere akute
Atemwegssyndrom (severe acute respiratory syndrome,
SARS), und verwandte Coronaviren. Dies gelang in den Se-
ren zweier Patientengruppen (> 600 Proben aus China und
Kanada) mit einer Genauigkeit von ca. 90 %.[31] Hierzu ex-
primierte man in Hefe 82 GST-Fusionsproteine und immo-
bilisierte diese als Umkehrphasen-Proteinarray auf Nitrocel-
luloseplatten (Schleicher & Schuell). Durch Analyse des
Mikroarrays war eine Differenzierung zwischen den beiden
humanen Coronaviren SARS und HCoV-229E m�glich. Das
Screening der Patientenseren konnte dabei mithilfe von sta-
tistischen Methoden und ELISA validiert werden. Dabei
stellte man fest, dass der auf Proteinmikroarrays beruhende
Ansatz mindestens die gleiche Empfindlichkeit wie die ELI-
SA-Standardmethode, aber eine h�here Spezifit�t aufwies.
Weiterhin wurden mehrere Antigene aus verschiedenen Co-
ronaviren gleichzeitig �berpr�ft. Wie durch Langzeitbeob-
achtung der Serumaktivit�t gegen ausgew�hlte Proben (Ab-
bildung 4) gezeigt wurde, haben einige Patienten �ber l�ngere
Zeitr�ume (120–320 Tage) reaktive Antik�rper. Diese Un-
tersuchung ist ein Beispiel f�r die Leistungsf�higkeit von
Proteinmikroarrays in der biomedizinischen Diagnostik.[31]

Anderson et al. beobachteten Tumorantigene bei Brust-
krebs mithilfe eines 1705 Antigene pr�sentierenden Mikro-

arrays, das mithilfe eines Nucleins�ure-programmierten
Proteinarrays (nucleic acid programmed protein array,
NAPPA) konstruiert wurde (Abbildung 5).[32] NAPPA beruht
auf der In-situ-Expression von Proteinen durch auf der
Chipoberfl�che immobilisierte DNA-Template. Auf diese Art
sollten sich die Probleme bei der Proteinisolierung, -reini-
gung, -aufbewahrung oder -immobilisierung in ELISA-An-
wendungen verringern lassen. Dar�ber hinaus erm�glicht die
Methode auch Parallelanalysen. Allerdings ist der NAPPA-
Ansatz �ußerst arbeitsintensiv und f�hrt zu „verunreinigten“
Proteinarrays, die zus�tzlich DNA-Plasmide und Capture-
Antik�rper f�r die erzeugten GST-Proteine enthalten. Seren
von Brustkrebspatientinnen wurden mit dieser Methode auf
p53-spezifische Antik�rper �berpr�ft und die Befunde durch
ELISA und Western-Blot best�tigt.[32]

Die in diesem Abschnitt beschriebenen Beispiele sowie
zahlreiche weitere Untersuchungen demonstrieren das Po-
tenzial von Proteinmikroarrays als n�tzlichen Hilfsmitteln f�r
die Biomarkersuche. Weitere Forschungen werden zeigen, ob
die mit dieser Technik entdeckten Biomarker gut genug f�r
die klinische Diagnostik und pharmazeutische Anwendungen
sind.

4. Wirkstoff-Forschung

Eine Reihe von In-vitro-Methoden, z. B. Affinit�tschro-
matographie und Proteindisplaytechniken wie Phagendis-
plays, werden zur Identifizierung und Validierung pharma-

Abbildung 4. Zeitaufgel�ste Analyse der Serumreaktivit�t SARS-spezifi-
scher Antik�rper aus f�nf kanadischen Probanden. Oben: Testergeb-
nisse der Probanden mit anderen Atemwegserkrankungen. Unten:
Testergebnisse dreier SARS-Patienten. Die relativen Antik�rpermengen
gegen vier der SARS-N-Proteinkonstrukte sowie gegen das Protein
HCoV-229E N wurden zu verschiedenen Zeiten durch Analyse von Pro-
teinmikroarrays beobachtet. Die vertikalen Linien markieren die Zeit-
punkte, an denen Probanden mithilfe biochemischer Assays als SARS-
positiv diagnostiziert wurden. Wiedergabe aus Lit. [31] mit Genehmi-
gung. Copyright 2006 National Academy of Sciences (USA).
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zeutischer Zielstrukturen verwendet.[3,33, 34] Proteinmikroar-
rays kommen h�ufig in Verbindung mit dem In-vivo-Scree-
ning von Ganzzellmodellen zum Einsatz. Trotz der Vorteile
Biochip-basierter Analysen gegen�ber der traditionell ver-
wendeten Affinit�tschromatographie sind Beispiele f�r die
Anwendung von Proteinmikroarrays bei der Identifizierung
von Zielstrukturen noch immer selten. Affinit�tschromato-
graphie ist ein zeitaufw�ndiger Prozess mit einer Tendenz zur
Bindung h�ufiger Proteine, die dazu neigen, die Bindung
weniger h�ufiger Proteine an immobilisierte niedermoleku-
lare Liganden zu st�ren, wodurch die Ergebnisse verf�lscht
werden k�nnen.[3] Proteinmikroarrays sind von dieser
Schw�che jedoch nicht betroffen, da auf ihnen alle Proteine in
der gleichen Menge pr�sentiert werden.[3] Außerdem er-
m�glichen sie ein schnelles Auslesen der Daten und eignen
sich prinzipiell f�r ein Parallel-Screening.[3, 33, 34]

2004 beschrieben Schreiber et al. die Verwendung eines
Proteinmikroarrays zur Dekonvolution pharmazeutischer

Zielstrukturen im Rahmen eines niedermolekularen Hoch-
durchsatz-Screenings.[35] In einem ersten ph�notypenbasier-
ten, chemisch/genetischen Suppressorassay wurden 16320
niedermolekulare Substanzen auf ihre F�higkeit getestet, ei-
ne Wiederaufnahme der Vermehrung von Hefezellen auszu-
l�sen, die zuvor dem antiproliferativen Wirkstoff Rapamycin
ausgesetzt worden waren. Die Autoren ermittelten sechs
niedermolekulare Inhibitoren von Rapamycin (small-mole-
cule inhibitors of rapamycin, SMIR), von denen zwei an-
schließend auf Hefe-Proteomchips zur Identifizierung ihrer
Zielproteine untersucht wurden. Die dazu verwendeten Ar-
rays enthielten die dem vollst�ndigen Hefeproteom nahe
kommende Zahl von 5800 Proteinen und wurden durch Be-
drucken von Aldehyd- oder Nickel-beschichteten Platten mit
GST- oder Polyhistidin-markierten Hefeproteinen erstellt.
Zus�tzlich wurden biotinylierte Varianten der beiden SMIRs
synthetisiert und auf dem Proteomchip inkubiert. F�r die
Detektion der SMIR-Bindung an Proteine auf der Chip-
oberfl�che wurde fluoreszenzmarkiertes Streptavidin einge-
setzt. So waren die Autoren in der Lage, ein zuvor unbe-
kanntes Mitglied des Rapamycin-abh�ngigen Signalnetz-
werks zu identifizieren.[35]

Bei der Wirkstoffsuche ist außer der Bestimmung von
Zielstrukturen auch die Charakterisierung der Aktivit�t nie-
dermolekularer Substanzen von Interesse. Eine aktivit�tsba-
sierte Charakterisierung (activity-based profiling, ABP) er-
m�glicht die Aufkl�rung der Enzymaktivit�t in komplexen
biologischen Mischungen mithilfe aktivit�tsbasierter Sonden.
Diese binden irreversibel an aktive Enzyme und k�nnen an-
schließend durch eine Reportergruppe detektiert werden.[36]

Eine Kombination von ABP mit Proteinmikroarrays erm�g-
licht quantitative „Fingerabdruck“-Analysen von Inhibitoren
gegen Reihen immobilisierter Enzyme im Hochdurchsatz.[37]

Miyake et al. stellten Mikroarrays mit sechs Mitgliedern
aus der Cathepsinfamilie der Cysteinproteasen her und un-
tersuchten damit 194 niedermolekulare Substanzen, von de-
nen acht bereits als Inhibitoren von Cysteinproteasen be-
kannt waren (Abbildung 6).[38] In einem kompetitiven
Hochdurchsatzassay wurden die mit Proteasen beladenen
Mikroarrays mit einem Inhibitor vorinkubiert. Im Anschluss
wurde eine fluoreszierende Affinit�tsmarkierung (fluorescent
affinity label, FAL) hinzugef�gt, bei der es sich um einen
fluorophormarkierten, irreversiblen Cysteinprotease-Inhibi-
tor handelte. Dieser konkurrierte nun mit dem vorinkubier-
ten Inhibitor um Bindung an die immobilisierten Enzyme.
Nach einem Waschschritt gab daher die Menge an verblei-
bender Fluoreszenz Auskunft �ber die Bindungscharakteris-
tika der vorinkubierten Substanz. Mit dieser Methode konnte
die Wirksamkeit aller acht bekannten Cysteinprotease-Inhi-
bitoren best�tigt werden, wobei die gemessenen Inhibitions-
profile (Fingerabdr�cke) mit den Literaturwerten �berein-
stimmten.

In einer weiteren Reihe von Experimenten untersuchten
Miyake und Mitarbeiter die Cysteinprotease-Inhibitoren
konzentrationsabh�ngig zur Bestimmung von Inhibitions-
konstanten, also quantitativer kinetischer Daten. Dabei
stimmten die mit dem Assay gewonnenen Inhibitionskon-
stanten wiederum gut mit den entsprechenden Literaturdaten
�berein.[38] Dieser Ansatz wurde im Anschluss von Yao et al.

Abbildung 5. a) Die Detektion p53-spezifischer Antik�rper mit ELISA
oder NAPPA f�hrte zu �hnlichen Ergebnissen. b) NAPPA, das die er-
folgreiche Expression von vier Proteinen nach Detektion mit anti-GST-
Antik�rpern anzeigt. Anti-p53-Antik�rper wurden in p53-positiven Se-
ren mithilfe eines sekund�ren Antik�rpers nachgewiesen, w�hrend ne-
gative Seren kein Signal zeigten. c) Vergleich der Empfindlichkeit von
ELISA und NAPPA.[32] Adaptiert aus Lit. [32] mit Genehmigung. Copy-
right 2008 American Chemical Society.
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optimiert und erweitert. Durch die Verwendung eines in
mehrere Subarrays aufgeteilten Proteasemikroarrays war
man in der Lage, gleichzeitig quantitative Inhibitor-Finger-
abdr�cke an mehreren Proteasen zu erstellen. Anhand dieser
Experimente konnten zus�tzliche Selektivit�tsinformationen
�ber die Inhibitoren gewonnen werden.[39]

Proteinmikroarrays k�nnen bei der Wirkstoffsuche f�r
den indirekten Nachweis von Wechselwirkungen zwischen
Proteinen und niedermolekularen Liganden zum Einsatz

kommen. Beispielsweise k�nnen Antik�rperarrays dazu ver-
wendet werden, den Einfluss von Wirkstoffen auf das Pro-
teom eines Organismus durch Vergleich der Expressions-
mengen in dessen An- und Abwesenheit zu ermitteln.

Sokolov und Cadet wendeten eine Mikroarraytechnik an,
um die Korrelation zwischen Proteinexpressionsmengen und
dem Verhaltensph�notyp von mit Methamphetamin behan-
delten M�usen zu untersuchen. Interessiert war man dabei an
der Erkennung neuronaler Anpassungen, die mit Metham-
phetamin-Missbrauch einhergehen k�nnten.[40] Diese Sub-
stanz gilt bei Menschen, aber auch bei einer Reihe von Tie-
ren, z. B. Katzen, Nagetieren und nichtmenschlichen Prima-
ten, als Ausl�ser aggressiven Verhaltens. Bei den mehrere
Wochen lang chronisch mit Methamphetamin behandelten
M�usen wurde eine h�here Aggressivit�t und Mobilit�t als
bei der Kontrollgruppe festgestellt. Zum Vergleich der Pro-
teinexpressionsmengen wurde ein k�ufliches Antik�rperar-
ray mit 378 monoklonalen Antik�rpern herangezogen, die
unter anderem von Bedeutung f�r die Signaltransduktion und
Neurobiologie waren. Nach Entnahme von Hirngewebe aus
den M�usen wurden die Proteine extrahiert, mit Fluores-
zenzfarbstoffen markiert und anschließend auf dem Anti-
k�rperarray inkubiert. Die Datenauswertung zeigte eine
Herunterregulation von sieben Proteinen und eine Hochre-
gulation von einem Protein. Unter den herunterregulierten
befanden sich Erk2, eine Hauptkomponente des MAP-Ki-
nase-Wegs (MAP-Kinase = Mitogen-aktivierte Proteinkina-
se), und 14-3-3e, ein Inhibitor von ProteinkinaseC. Diese
Befunde wiesen zusammen mit einem anschließenden Kina-
se-Screening auf eine Beteiligung des MAP-Kinase-Wegs an
der Verhaltens�nderung hin, wie dies bereits in anderen
Tiermodellen beobachtet wurde. Zwar sind noch weitere
Untersuchungen notwendig, diese Ergebnisse demonstrieren
aber bereits klar die Anwendbarkeit Mikroarray-basierter
Ans�tze.

Trotz der Vorteile von Proteinmikroarrays, wie der ein-
fachen und schnellen Hochdurchsatzanalyse Tausender von
parallelen Proben, kamen Proteinmikroarrays bei der Wirk-
stoffsuche bisher nur wenig zum Einsatz. Eine breitere (und
m�glicherweise standardm�ßige) Anwendung wird vermut-
lich benutzerfreundlichere und robustere Proteinmikroarray-
Plattformen erfordern als die derzeit verf�gbaren; außerdem
werden etablierte und standardisierte Prozeduren zur Da-
tenanalyse und Qualit�tskontrolle ben�tigt. Mit dem Auf-
kommen modernerer Methoden zur Erstellung von Protein-
biochips zusammen mit immer besser standardisierten Pro-
teinmikroarrayverfahren ist zu erwarten, dass Proteinbio-
chips eine wachsende Verbreitung bei der Wirkstoffsuche
finden werden.[4]

5. Schlussfolgerungen und Ausblick

Ziel dieses Kurzaufsatzes war es, den aktuellen Stand bei
den Anwendungen der Proteinbiochiptechnik zu beleuchten.
Auf vielen verschiedenen Forschungsgebieten ist eine stei-
gende Zahl von Anwendungsbeispielen zu verzeichnen. Es
gibt erstaunliche Fortschritte auf Gebieten wie der Biosen-
sorentwicklung oder der Gewebezucht, die zwar nicht direkt

Abbildung 6. a) Fluoreszenz-Scans eines mit verschiedenen Konzen-
trationen an Proteaseinhibitor FAL behandelten Proteasemikroarrays
zu unterschiedlichen Zeitpunkten. b) Fluoreszenzaufnahme eines Sub-
arrays mit immobilisierten Cathepsin-Protease-Spots in doppelter Aus-
f�hrung (hum: Mensch, bov: Rind, rec: rekombinant; Cathepsin-Subty-
pen sind mit Buchstaben bezeichnet). c) Reaktionsgleichungen f�r den
Proteasemikroarray, die aus einer Anpassung an die experimentellen
Kurven gem�ß einer Michaelis-Menten-Kinetik abgeleitet wurden
(Et =Etotal). d) Struktur der fluoreszierenden Affinit�tsmarkierung (FAL).
e) Aus dem Mikroarray in (a) erhaltene Daten f�r Cathepsin L bei meh-
reren FAL-Konzentrationen und zu verschiedenen Zeitpunkten. f) Aus
dem Mikroarray in (a) erhaltene Anfangsgeschwindigkeiten f�r alle
Proteasen bei verschiedenen FAL-Konzentrationen.[38] Wiedergabe aus
Lit. [38] mit Genehmigung. Copyright 2005 Macmillan Publishers Ltd:
Nature Biotechnology.
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auf Proteinbiochips aufbauen, aber nichtsdestoweniger eine
kontrollierte Immobilisierung von Proteinen auf Substraten
erfordern.

Biosensoren versprechen eine direkte, empfindliche und
schnelle Analyse komplexer Gemische (z.B. medizinischer
Proben), die gegenw�rtig noch zeit- und materialintensive
Techniken wie ELISA n�tig macht. Daher k�nnten Biosen-
soren die Analyse komplexer Proben im Gesundheitswesen,
der Medizin und den Biowissenschaften revolutionieren.[41]

Mit verschiedenen Ans�tzen auf der Grundlage von Nano-
dr�hten, Oberfl�chenplasmonenresonanz oder Mikrocanti-
lever-Sensoren konnten hier bereits vielversprechende Re-
sultate erzielt werden.[42, 43] Die Forschungsgruppen von
Whitesides[44] und Niemeyer[45] beschrieben unabh�ngig von-
einander Produktionswege f�r finanziell erschwingliche Ein-
weg-Biosensorplattformen. Lieber und Mitarbeiter demon-
strierten die Verwendung von Nanodraht-Feldeffekttransis-
toren zur elektrischen Detektion erkrankungstypischer Mar-
kerproteine in klinisch relevanten Serumproben. Letztlich
k�nnte dieser Ansatz eine Mustererkennung f�r bereits vor-
handene wie auch f�r neue Biomarker in der Diagnostik er-
m�glichen.[41, 46]

Matrices mit immobilisierten morphogenen Proteinen
werden in der Gewebezucht �blicherweise als Strukturbasis
f�r Zellen in Knochen-,[47, 48] Haut-,[49, 50] Gelenkknorpel-[51]

und Gef�ßgewebe[52] sowie bei der Expansion neuronaler
Stammzellen[53] verwendet. Iwata et al. entwickelten verbes-
serte Zellkultursubstrate f�r das selektive Wachstum neuro-
naler Stammzellen, die k�nstliche Dimere des epidermalen
Wachstumsfaktors pr�sentieren, eines starken Aktivators der
NSC-Proliferation. Ihr Ansatz ergab deutlich h�here
Wachstumsgeschwindigkeiten als herk�mmliche Metho-
den.[54] Radisic et al. gelang der Zusammenbau von Endo-
thelzellen in einem dreidimensionalen Kollagenger�st, indem
sie dieses mit vaskul�rem endothelialem Wachstumsfaktor
(vascular endothelial growth factor, VEGF) funktionalisier-
ten. So konnte gezeigt werden, dass in großen, dreidimen-
sionalen Gewebekonstrukten eine Vaskularisierung, die zur
Gew�hrleistung der Sauerstoffversorgung erforderlich w�re,
mithilfe von immobilisiertem VEGF realisierbar ist.[55]

Ungeachtet der großen Zahl erfolgreicher Anwendungs-
beispiele von Proteinbiochips in der biomedizinischen und
biotechnologischen Forschung bleibt noch eine Reihe von
Aufgaben zu bew�ltigen. Derzeit werden die meisten Prote-
inbiochips nach traditionellen Strategien hergestellt, die eine
beliebige Orientierung der Proteine auf der Chipoberfl�che
zur Folge haben. Eine solch zuf�llige Ausrichtung kann je-
doch durch sterische Hinderung negative Auswirkungen auf
die Proteinaktivit�t oder Ligandenbindung haben, was zu
einer Abnahme der Effizienz oder gar zu einer Verf�lschung
der Ergebnisse des Assays f�hren k�nnte.[34] Die L�sung
dieses Problems liegt m�glicherweise in der Weiterentwick-
lung der Methoden zur Proteinbiochipherstellung, und in den
letzten Jahren wurden bereits viele entsprechende Methoden
eingef�hrt.[4]

Die Expression und Reinigung Tausender Proteine unter
Erhaltung ihrer Aktivit�t ist �ußerst anspruchsvoll.[34] Den-
noch befindet sich eine steigende Zahl von Methoden f�r die
schnelle Produktion hochwertiger Proteinbiochips im Pro-

teom-Maßstab f�r einige Organismen in der Entwicklung. Als
Beispiel kann die expressionsfertige Voll-L�ngen-Gen-
sammlung FLEXgene („full-length expression-ready gene
collection“) angef�hrt werden, die aus Sammlungen der
kompletten ORF-Plasmide f�r einige Spezies besteht und der
einfachen Klonierung und Expression ganzer Proteome
dient.[56]

Die Einf�hrung markierungsfreier Detektionsmethoden,
wie der Massenspektrometrie und Oberfl�chenplasmonen-
resonanz, wird die Analyse von Mikroarrays sp�rbar verein-
fachen, da keine Markierung der Wechselwirkungspartner
mehr notwendig ist. Diese Eigenschaft ist vor allem f�r Bio-
chip-basierte Analysen im großen Maßstab von Bedeutung.
Evans-Nguyen et al. immobilisierten Antik�rper auf einer
superhydrophoben, mit selbstorganisierten Monoschichten
modifizierten, por�sen Goldoberfl�che und inkubierten diese
mit einem Plasma, das zuvor mit Peptidantigenen versetzt
worden war. Die anschließende Detektion gebundener Pep-
tide erfolgte direkt mit MALDI.[57] Ein �bersichtsartikel von
Campbell und Kim diskutiert die vielversprechende Anwen-
dung der Oberfl�chenplasmonenresonanz bei der markie-
rungsfreien Detektion von Protein-Protein-Wechselwirkun-
gen auf Proteinmikroarrays.[58]

Die Standardisierung der Produktion, Anwendung und
Datenanalyse von Mikroarrays w�rde die Qualit�t der mit
ihnen gewonnenen Daten erh�hen und sicherstellen. Eine
derartige Standardisierung w�rde anschließende Untersu-
chungen zur Verifizierung der Resultate des Proteinmikro-
array-Screenings durch unabh�ngige Methoden umfassen.

Angesichts der beeindruckenden Fortschritte der letzten
zehn Jahre wird keine dieser H�rden un�berwindbar sein.
Wir gehen dementsprechend davon aus, dass die Proteinbio-
chiptechnik schon sehr bald zu einem Standardwerkzeug der
Forschung werden wird, wie es DNA-Mikroarrays bereits
heute sind.
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