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DNS-Mikroarrays sind Träger aus
Glas oder Kunststoff (Nylon), auf

denen Erbmaterial in hoher Anzahl
und Dichte in definierter Mikroanord-
nung („Microarray”) fixiert oder synthe-
tisiert wird. Mikroarrays mit fixierten
cDNS, Oligonukleotiden oder Fragmen-
ten aus der Polymerasenketten Reak-
tionen nennt man gespottete Micro-
arrays, solche wo direkt auf dem Bio-
chip Oligonukleotide in hoher Auflö-
sung synthetisiert werden, nennt man
„High Density Oligonucleotide Micro-
arrays (HDOs)”. 

Der Biochip oder
DNS-Mikroarray

Das Messprinzip der DNS-Mikroarray-
Analyse (Abb. 1) beruht auf der Wech-
selwirkung von Ribonukleinsäure (RNS)-
Molekülen mit ihren entsprechenden
komplementären Desoxyribonuklein-
säure (DNS)-Gegenstücken auf dem Bio-
chip (DNS-Mikroarray). Das gewählte
biologische Untersuchungsmaterial (z.B.
menschliche Zellkulturen, Gewebefrak-
tionen, Biopsien, Vollblut etc.) wird mit
einem pflanzlichen Einzelstoff, Extrakt
oder Vielstoffgemisch sowie dem kor-
respondierenden Lösungsmittel paral-
lel behandelt. Anschliessend werden in
einem ersten Schritt RNS-Moleküle aus
dem behandelten Untersuchungsmate-
rial gewonnen und gereinigt. Nach 
einer Prozessierung der RNS in cRNS
(komplementäre RNS) wird diese mar-
kiert und auf dem Biochip in räumli-
che Nähe zu DNS-Molekülen gebracht.

Im Falle passender komplementärer
Gegenstücke an der DNS binden diese
markierten RNS-Moleküle über Was-
serstoffbrücken an die DNS (Abb. 2).
Dieser Prozess wird Hybridisierung ge-

nannt. Ungebundene oder unspezifisch
gebundene RNS-Stücke werden abge-
waschen und entfernt. In einem Scan-
ner wird der Biochip ausgelesen, in-
dem der Farbstoff durch Laserlicht an-

Die vollständige Sequenzierung des menschlichen Erbgutes bietet vielfältige Analyse-
möglichkeiten zur genomweiten Betrachtung aller Gene auf transkriptioneller, regula-
torischer und funktioneller Ebene. Aufgrund der komplexen Zusammensetzung und
der zu erwartenden multifaktoriellen Wirkungen von Naturstoffgemischen oder Phyto-
pharmaka sind einer auf Evidenz basierten molekularen Wirkbeschreibung oftmals
Grenzen gesetzt. Die DNS-Mikroarray-Technologie ist ein molekularbiologisches Hoch-
durchsatzverfahren, welches eine umfassende Analyse der Transkriptionsereignisse
am Gesamtgenom erlaubt. DNS-Mikroarrays werden erfolgreich in vielen Bereichen
der Zellbiologie zur Erfassung von differentiellen Genexpressionsereignissen eingesetzt
und könnten auch neue Erkenntnisse zur Wirkungs- und Risiko-Nutzenabschätzung von
pleiotrop wirksamen Naturstoffen und Lebensmitteln liefern. Die vorliegende Publika-
tion befasst sich mit der Frage, inwieweit diese neue Technologie eine Verbesserung
der analytischen Plattformen zur Wirkbeschreibung von Naturstoffpräparaten darstellt.
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Platforms for a better Understanding of Molecular Effects of Natural
Compounds or just Science Fiction?

The completed sequence data of the human genome offers a wide variety of methods
to study all genes at the transcriptional, regulatory and functional levels in a genome-
wide manner. To identify the effects of mixtures of natural or herbal remedies, an evi-
dence-based approach on the molecular level is often limited due to their complex
composition and multifactorial effects. The DNA microarray technology is a high-
throughput method which allows comprehensive analysis of transcriptional events on
the overall genome. DNA microarrays are successfully used in many areas of cell biol-
ogy for the detection of differential expressed genes and may also generate new
insights into the impact and risk of pleiotropic active natural products and foods. The
present paper addresses the question whether this new technology can be useful for
an upgrading of the analytical platforms in order to improve the understanding of mol-
ecular effects induced by natural compounds in cellular test models and humans.
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geregt und die Fluoreszenzintensität
der verschiedenen Sektoren am Bio-
chip quantifiziert wird. Die Fluores-
zenzintensitäten, die mit den verschie-
denen Bindeereignissen korrespondie-
ren, liefern ein präzises Mass für die
aus dem Untersuchungsmaterial iso-
lierte RNS-Menge, welche auf dem Bio-
chip mit DNS in Wechselwirkung ge-
treten ist. Indirekt kann von der Höhe
der Fluoreszenzintensitäten auf dem

Chip auf die Expressionsstärken ge-
schlossen werden. Durch das Mikroar-
ray-Rasterverfahren können alle diffe-
renziell regulierten Gene auf dem Bio-
chip identifiziert und in eine Genliste
übertragen werden. Diese Genlisten
liefern dann die Grundlage für die
bioinformatische Beschreibung der
zellulären Wirkmuster in einer genom-
weiten systembiologischen Zusammen-
schau (Abb. 3). 

Sequenzdatenbanken –
Bibliotheken der Genome 

Methodische Weiterentwicklungen in
der Sequenzierung der Erbsubstanz
(DNS, Desoxyribonukleinsäure) haben
zur vollständigen Entschlüsselung des
genetischen Bauplanes verschiedens-
ter Organismen geführt. Einem multi-
nationalen Vorhaben (Humangenom-
projekt) und einer privaten Initiative
(Firma Celera) verdanken wir die ers-
ten Entwürfe der Basensequenzen des
menschlichen Erbgutes [1]. Am 29. April
2003, fünfzig Jahre nach der Aufklärung
der DNS-Doppelhelix durch JAMES WAT-
SON und FRANCIS CRICK [2], wurde die Se-
quenz des menschlichen Referenzge-
noms wesentlich vervollständigt und
vom National Center for Biotechnology
Information (NCBI) als „Version 33“
der gesamten wissenschaftlichen Welt
online zur Verfügung gestellt [3]. Eine
aktuelle Statistik (Januar 2009) zeigt
im „Entrez Genome Project“ mit 834
komplett sequenzierten Genomen ver-
schiedenster Organismen den Erfolg
dieses Erweiterungsprogramms auf. 

Im Vergleich einiger Organismen
(Tab. 1) zeigt sich, dass die Komplexi-
zität eines Organismus nicht mit der
Genomgrösse korrelieren muss. So ist
die Genomgrösse der Tabakpflanze mit
4.500 MB (Sequenzierung ist noch nicht
abgeschlossen) deutlich grösser als die
des Menschen (3.000 MB). Zusätzlich
unterliegen etwa 74% aller Multi-
Exon-Gene des menschlichen Genoms
dem alterantiven Spleissen. Die Basen-
sequenz eines Gens kann somit für un-
terschiedliche Proteine kodieren, wo-
durch z.B. eine menschliche Zelle mit
rund 33.000 Genen viele hunderttau-
send verschiedene Proteine bilden
kann. Aus relativ wenigen Genen kann
dadurch ein ausserordentlich komple-
xes Proteom von 500.000 bis 1.000.000
Proteinen entstehen, womit auch die
intra-individuelle Variabilität des Ge-
noms begründet ist [4]. Eine Sonder-
form des DNS-Mikroarrays, die Exon-
DNS-Mikroarray-Technik, berücksich-
tigt diesen Umstand (Abb. 4). Bei der
Exon-Technologie wird jedes Gen in
seiner Exon-Struktur analysiert und
nicht nur ein oder zwei repräsentative
Exons, wie beim herkömmlichen 3´-ba-
sierten Mikroarray. Damit ist es mög-
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Tab. 1. Auswahl von Genomgrössen sequenzierter Spezies. Die Genomgrösse ist in Megabasen
(MB) angegeben.

Organismus Genomgrösse Chromosomen

Arabidopsis thaliana (Acker-Schmalwand) 120 5

Drosophila melanogaster (Fruchtfliege) 180 4

Mus musculus (Hausmaus) 2.500 20

Homo sapiens (Mensch) 3.000 23

Nicotiana tabacum (Tabakpflanze 4.500 4

Abb. 1. Schematische Darstellung einer DNS-Mikroarray Analyse. Das Messprinzip beruht auf
der Wechselwirkung von Ribonukleinsäure (RNS)-Molekülen mit ihren entsprechenden komple-
mentären Desoxyribonukleinsäure (DNS)-Molekülen auf dem Biochip (DNS-Mikroarray). Das ge-
wählte biologische Untersuchungsmaterial (hier menschliche Zellkultur) wird mit einem pflanz-
lichen Vielstoffgemisch sowie dem korrespondierenden Lösungsmittel parallel behandelt. An-
schliessend werden in einem ersten Schritt RNS-Moleküle aus den behandelten Zellen gewon-
nen und gereinigt. Nach einer Prozessierung der RNS in cRNS (complementary (komplementäre)
RNS) wird diese markiert und auf dem Biochip in räumliche Nähe zu den DNS-Molekülen ge-
bracht. Nach erfolgter Bindung (Hybridisierung) und Laseranregung kann mittels CCD-Kamera die
Fluoreszenzintensität ausgelesen werden. Sie ist ein indirektes Mass für die gebildete RNS-
Menge im Untersuchungsmaterial. Aus der Transkriptionsstärke kann die Genexpression abge-
leitet werden.



lich Transkripte mit undefinierten 3´
Enden, nicht polyadenylierte RNS, ver-
stümmelte (trunkierte) Transkripte, al-
ternative Polyadenylierungsstellen, de-
gradierte Proben, genomische Deletio-
nen und natürlich auch alternative
Spleissvarianten, zu analysieren.

Die Analyse der Gesamtheit

Aus der systematischen Absicht, das
gesamte Repertoire von exprimierten
Genen eines Organismus zu erfassen,
entstand der Begriff „Genomics“. In
grossen Datenbanken wurden diese
genomischen Informationen gespei-
chert und stehen für Sequenzverglei-
che zur Verfügung. In den letzen Jah-
ren sind zusätzliche Kunstwörter mit
dem Suffix -omics entstanden. Diese
omics-Suffixe bezeichnen Technologien,
welche sich mit der Analyse von biolo-
gischen Funktionseinheiten beschäfti-
gen. Die bekanntesten Technologiebe-
reiche sind die Genomics (Analyse der
Gesamtheit der Gene [Genom] eines
Organismus), die Proteomics (Analyse
der Gesamtheit der Proteine [Proteom]
eines Organismus) und die Metabolo-
mics (Analyse der Gesamtheit der Me-
taboliten [Metabolom/Metabonom] ei-
nes Organismus). Daneben gibt es noch
Sonderformen, welche die besondere
Anwendung der Genomik für Wirkbe-
schreibungen verdeutlichen wie z.B.
die Phytopharmakogenomik (Wirkbe-
schreibung von Pflanzeninhaltsstoffen
auf das Genom), die Nutrigenomik
(Wirkbeschreibung von Nahrungsmit-
teln auf das Genom) oder die Toxiko-
genomik (Wirkbeschreibung von toxi-
schen Substanzen auf das Genom). 

Der Prozess der Namensfindung für
solche Funktionskreise ist noch nicht
abgeschlossen. Übergeordnete Funk-
tionskreise sind ebenfalls denkbar. So
kann man z.B. die Kombination der Ge-
nomik mit der Proteomik als Interak-
tomik bezeichnen. Allen omics-Tech-
nologien gemeinsam ist der Anspruch
eines hohen Probendurchsatzes (engl.
high throughput) bei der Analyse der
Einzelelemente. Werden solche Verfah-
ren, z.B. zum Auffinden neuer Tumor-
therapeutika und Medikamente aus
grossen pflanzlichen oder synthetischen
Stoffsammlungen verwendet, spricht
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Abb. 2. Transkription, Translation und Transkriptomanalyse. Transkription ist der Prozess des Um-
schreibens von genetischer Information aus Desoxyribonukleinsäuren (DNS) in Ribonukleinsäu-
ren (RNS, Boten- oder messenger RNS, mRNS). Als Translation wird die Übersetzung der mRNS-
Information in Proteine bezeichnet. Die Genexpression beschreibt die sequenzielle Abfolge von
Transkription und Translation. Am Biochip kommt es zu einer sequenzspezifischen Wechselwir-
kung zwischen cRNS und DNS. Nach der Laseranregung kann die Fluoreszenzintensität ausge-
lesen und als sogenanntes CEL-File gespeichert werden. Eine DNS-Mikroarray-Analyse ist streng
genommen eine Transkriptionsanalyse (Transcriptomics), da nur die Bildung von mRNS im Unter-
suchungsmaterial analysiert wird. Über die Bindungsaffinität zwischen RNS (aus dem Untersu-
chungsmaterial) und DNS am Chip kann man indirekt auf die Genexpression im Untersuchungs-
material rückschliessen.

Abb. 3. Schematischer Aufbau des genomischen Lokus eines Gens (oben) mit Exons (grün) und
Introns (rot), des EXON Arrays (Mitte) mit den Sonden (gelb) über alle Exons verteilt und (unten)
der 3’-Array mit Sonden nur am 3’-Ende der ersten Exons. Da etwa 74% aller Multi-Exon-Gene
alternativ gespleisst werden, ermöglicht die Exon-Strategie auch die Analyse von Transkripten
mit undefinierten 3’-Enden, nicht polyadenylierter RNS, degenerierten Proben, genomischen De-
letionen und alternativen Spleissvarianten.



man von high throughput screening
(HTS).

Transkriptionsanalyse als
Basis der Wirkbeschreibung

Präzise definiert ist die Mikroarray-
Technologie ein DNS-DNS- oder DNS-
RNS-Nanoverfahren. Der Begriff der
Genexpressionsanalyse hat sich etab-
liert, obwohl Transkriptionsereignisse
analysiert werden. Mithilfe dieser Ana-
lysetechnik werden grundlegende phy-
siologische und pathophysiologische
Veränderungen in lebenden Zellsyste-
men, in Vollblut oder von Gewebebiop-
sien auf der Basis der gebildeten RNS-
Menge darstellbar. Diese Interpreta-
tion kann jedoch nicht direkt erfolgen,
sondern erst nach Prozessierung der
gewonnen RNS aus dem Untersu-
chungsmaterial (z.B. isolierte RNS aus
Zellkulturen, Vollblut, Biopsien), Hy-
bridisierung (Anlagerung von DNS an
DNS oder cRNS an DNS auf dem Mi-
kroarray) und Laserscanning. Bis zu
einer endgültigen Aussage über die
Änderung der Expression bedarf es
aber einer aufwendigen statistischen
und bioinformatischen Aufbereitung
der Daten. Unabhängige Messanord-
nungen, z.B. Echtzeit-Polymeraseket-
tenreaktion (RT-PCR), Western-Blot,
siRNS-Knock-out (small interference
RNS k.o.)-Experimente, Knock-out-Tiere
(enthalten gentechnisch deaktivierte
Gene) etc., werden dann zur Bestäti-
gung der Expressionsereignisse heran-
gezogen. Ein Vergleich von Transkrip-
tionsprofilen liefert differentielle Ex-
pressionsunterschiede (Expressions-
stärken) von hunderten bis tausenden
Transkripten gleichzeitig zu Tage. Geht
man hypothetisch davon aus, dass
pflanzliche Gemische einen höheren
Grad an multifaktoriellen Signalmus-
tern erzeugen als pflanzliche oder syn-
thetische Einzelsubstanzen, ist eine
möglichst breite Informationsquelle
zur Interpretation der Wirkmuster
wünschenswert. Sinngemäss gilt die
Abfragemöglichkeit mulifaktorieller
Ereignisse uneingeschränkt auch für
Einzelstoffe. Im Falle zu erwartender
pleiotroper Wirkmuster pflanzlicher
Gemische und Extrakte ist eine Hoch-
durchsatzplattform nötig. Die DNS-Mi-

kroarray-Technik liefert eine solche
Plattform.

DNS-Mikroarrays
... zur Stoffprüfung 
an Säugerkulturzellen 

Zur molekularen Analyse der Wirkbe-
ziehungen von Naturstoffen benötigt
man Modelle. Säugetierzellen in Kultur
weisen im Vergleich zum menschlichen
Organismus eine niedrigere biologi-
sche Komplexität auf. Dennoch sind
Zellkulturen unschätzbare Hilfsmittel
zur Beschreibung physiologischer Pro-
zesse und ein anerkanntes Werkzeug
der biomedizinischen Forschung zur
Ermittlung reproduzierbarer biologi-
scher Daten. Es gibt jedoch auch Ein-
schränkungen bei der Beurteilung von
DNS-Mikroarray-Daten aus Zellkultur-
Experimenten. Säugetierzellen in Kul-
tur sind meist immortalisiert (durch

Einführung viraler oder zellulärer On-
kogene unsterblich gemacht) und des-
halb genetisch instabil. Immortali-
sierte Zellkulturen zeigen z.B. oft eine
artifizielle Expression von Cytochrom
P450-Isoenzymen, was zu Fehlinter-
pretationen von Metabolisierungser-
eignissen von Naturstoffen in Zellkul-
turen führen kann. Zellen ausserhalb
des natürlichen Organverbandes benö-
tigen Nährlösungen (Medien), die eine
möglichst exakte Nachahmung der phy-
siologischen Lebensbedingungen im
Organverband gewährleisten. Diese
Medien müssen neben Salzen, Vitami-
nen, Spurenelementen, Puffersubstan-
zen auch Wachstumsfaktoren, meist
als tierisches fötales Serum, enthalten.
Da die Zusammensetzung von Serum
nicht konstant ist und mit dem Alter
der Föten, deren Herkunft und Fütte-
rung der Tiere variiert, sind die Ver-
suchsergebnisse durch die nicht defi-
nierte und nicht konstante Zusammen-
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Abb. 4. Überführung der CEL-File-Information in die Genliste und von dort in eine funktionelle
Netzwerkbeschreibung. In einem Scanner wird der Biochip ausgelesen, indem der Farbstoff durch
Laserlicht angeregt und die Fluoreszenzintensität der verschiedenen Sektoren am Biochip quan-
tifiziert wird. Die Fluoreszenzintensitäten, die mit den verschiedenen Bindeereignissen korre-
spondieren, liefern ein präzises Mass für die aus dem Untersuchungsmaterial isolierte RNS-
Menge, welche auf dem Biochip mit DNS in Wechselwirkung getreten ist. Indirekt kann von der
Signalstärke (Fluoreszenzintensität) auf dem Chip auf die relative Expressionsstärke geschlossen
werden. Durch das Mikroarray-Rasterverfahren können alle differenziell regulierten Gene auf dem
Biochip identifiziert und in eine Genliste übertragen werden. Diese Genlisten liefern dann die
Grundlage für die bioinformatische Netzwerkbeschreibung der zellulären Wirkmuster in einer ge-
nomweiten systembiologischen Zusammenschau. 



setzung der Seren oft nicht aussage-
kräftig oder vergleichbar. Weiters be-
steht bei tierischen und menschlichen
Zellkulturen ein hohes Risiko einer
Kontamination durch Bakterien, Pilze,
Mycoplasmen und Viren aus Seren.
Durch Testung der Serumchargen vor
dem Einsatz in Zellkultur-Experimen-
ten können aber nicht erwünschte 
Nebeneffekte vermieden werden.

Neben Säugertierzellkulturen wer-
den häufig auch Hefestämme für Mik-
roarray-Untersuchungen eingesetzt.
Zwei Publikationen, LOPEZ et al., 2008
[5], und AGARWAL et al., 2008 [6], wei-
sen Saccharomyes cerevisiae (Bäcker-
hefe) als gutes Hefemodell für genom-
weite Untersuchungen aus. Auf Grund
der sehr gut verstanden Reproduk-
tionsgenetik der Bäckerhefe eignet
sich dieses System besonders gut für
den HTS-Ansatz bei der genomweiten
Wirkmusterfindung.

Im Umgang mit schlecht wasserlös-
lichen Naturstoffgemischen ist es wich-
tig zu beachten, dass Endkonzentra-
tionen von >1% organischem Lösungs-
mittel (z.B. Ethanol) im Kulturmedium
bereits zu erheblichen Signalauslen-
kungen (z.B. Aktivierung von Kinasen)
führen können. Neben der Verwen-
dung diverser Zellkulturmodelle sind
Primärkulturen (nicht immortalisierte
Zellkulturen, welche direkt aus Ge-
webe gewonnen wurden) alternative
Ausgangsmaterialien für Mikroarrays
mit Naturstoffgemischen. Für beide
Ansätze gilt das Konzentrations-Effekt-
Paradigma, das besagt, dass irrele-
vante Konzentrationsbereiche zu völlig
unsinnigen und nicht interpretierba-
ren Daten führen können. Deshalb
müssen Mikroarray-Experimenten im-
mer Wachstumskinetiken und Dosis-
Wirkbestimmungen der Proben vor-
ausgehen, welche eine Wirkung inner-
halb vertretbarer biologischer Grenzen
anzeigen. Dies gilt insbesondere für
pflanzliche Vielstoffgemische schlech-
ter Löslichkeit oder geringer Biover-
fügbarkeit.

Beachtet man die zellbiologischen
Einschränkungen durch Immortalisie-
rung und Kulturbedingungen, sind
Zellmodelle bei der Generierung von
Wirkhypothesen jedoch eine gute Platt-
form für genomweite DNS-Mikroarray-
Analysen mit Naturstoffgemischen.

Eine Aussage über physiologische Pro-
zesse, wie sie im Zellverband stattfin-
den (z.B. Leberstoffwechsel), ist nur in
Ausnahmemodellen (z.B. HeaptoSys
Consortium, Analytik der Cytochrom
P450-Isoenzyme in Mikrosomenfrak-
tionen der Leber) möglich. Aber auch
hier gelten Einschränkungen durch die
gewählte CYP-Analytik. 

... zur Stoffprüfung
an Tiermodellen

Tiermodelle erweitern die Analyse-
plattform, um physiologische Verlaufs-
prozesse, wie z.B. die gastrointestinale
Verdauung oder organspezifische Stoff-
austauschmuster, untersuchen zu kön-
nen. Auch hier gilt das Konzentrations-
Effekt-Paradigma. Aussagen über die
tatsächlichen bioaktiven Stoffkonzen-
trationen im jeweiligen Untersuchungs-
organ sind aufgrund meist fehlender
Aufnahmekinetiken und Metabolisie-
rungsraten schwierig. Besonders hilf-
reich erscheinen Tiermodelle mit einem
speziellen Funktionshintergrund (z.B.
veränderter Hirnstoffwechsel, Arterio-
sklerose-, Stress-, Entzündungsmodelle
etc.). Dieser Ansatz ist deshalb so wich-
tig, da Milieuänderungen zu veränder-
ten metabolischen Ereignissen (z.B.
Bildung von Sauerstoff- oder Stick-
stoffradikalen, Änderungen im Zytokin-
spiegel, sezernierte Botenstoffe, Wuchs-
stoffe etc.) führen, welche eine diffe-
rentielle Genexpression auslösen kön-
nen. Die Erfassung dieser milieube-
dingten Genexpression ist zur Beschrei-
bung der systeminhärenten Auslen-
kungen vor der DNS-Mikroarray-Ana-
lyse wichtig. Erst damit werden phy-
siologische und pathophysiologische
Prozesse wechselseitig beschreibbar. Sie
liefern die Daten für die Funktions-
interpretation der DNS-Mikroarray-
Analyse und die Modellbildung. 

Ein Beispiel zur Vertiefung dieser
Ansicht zeigt das genomweite Expres-
sionsprofiling mit einem standardisier-
ten Pflanzenextrakt in einem Ratten-
Stressmodell. In diesem Modell [7] wur-
den männliche Sprague-Dawley-Ratten
mit Johanniskraut-Extrakt STW3VI®

und dem selektiven Serotonin-Wieder-
aufnahmehemmstoff Fluoxetin unter
Stress (1h/Tag Restraint Stress für 21

Tage) behandelt. Untersucht wurde die
Wirkung einer oralen Behandlung mit
klinisch wirksamem Johanniskraut-
extrakt (STW3VI®, 250 und 500 mg/kg)
im Vergleich zu Fluoxetin® (10 mg/kg)
und Placebo. Neben neuroethologischen
und biochemischen Parametern wurde
eine DNS-Mikroarray-Analyse (Affy-
metrix Gene Chip Rat Genome 230 2.0)
an Hypothalamus und Hippocampus-
Schnitten der Ratten durchgeführt. Die
Auswertung erfolgte mittels LIMMA
(Linear Models for Microarray Analy-
sis) und der PANTHER Datenbank. 
Erste Ergebnisse aus dem Hippocam-
pus zeigen, dass chronischer Stress
über 21 Tage zu einer differentiellen
Regulation von 256 Genen im Vergleich
zur ungestressten Kontrollgruppe führt.
In der Fluoxetin-Gruppe konnten in ge-
stressten Tieren 43 differentiell regu-
lierte Gene gefunden werden. Die Gabe
von STW zeigt konzentrationsabhängig
140 (250 mg/kg) bzw. 223 Gene (500
mg/kg STW) differentiell reguliert. 
Einige der unter STW-Behandlung aus-
gelenkten Gene sind in Signalwegen re-
präsentiert, die hypothetisch an der
Entstehung der Depression beteiligt
sind. Eine Schnittmengenbildung jener
Gene, die sowohl in die STW- als auch
in die Fluoxetin-Gruppe fallen, ist nicht
publiziert.

... zur Beurteilung der
Stoffwirkung im Menschen

Zellkultur- und Tier-Modelle sind inte-
graler Bestandteil zur molekularen Be-
urteilung biochemischer und physiolo-
gischer Prozesse. Die in diesen Model-
len gewonnenen Daten können aber
nicht unmittelbar auf den Menschen
übertragen werden. Aus der Sicht der
Patientensicherheit wäre es besonders
wünschenswert, zwischen Respondern
und Non-Respondern im Probanden-
kollektiv vor der Einnahme von Natur-
stoffen unterscheiden zu können. Dies
setzt das Vorhandensein prädiktiver
Genmuster voraus, die für diese per-
sonalisierte Diskriminierung der Wir-
kung verantwortlich sein könnten. In
grossen placebokontrollierten Medika-
mentenstudien (z.B. Glivec®) konnten
solche Kollektive ansatzweise bestimmt
werden. Einschränkend muss betont
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werden, dass diese Analytik an das
Vollblut oder aus Vollblut isolierte und
dann kultivierte periphere Monozyten
(PBMCs, peripheral blood mononuclear
cells) gebunden ist, da nur Zellpopula-
tionen aus dem Blut für diese Analyse
in Frage kommen. 

... zur Beschreibung 
molekularer Wirkmuster
von Naturstoffen

Im Wesentlichen gibt es zwei Haupt-
anwendungen von DNS-Mikroarrays in
der Naturstoff-Forschung: (i) die Wirk-
musterbeschreibung von pflanzlichen
Einzelstoffen sowie (ii) die Testung und
Wirkbeschreibung von Extrakten und
komplex aufgebauten Vielstoffgemi-
schen. Innerhalb der Naturstoffmedi-
zin sind Mikroarrays prominent in den
Feldern Phytopharmakogenomik, Phyto-
pharmakogenetik und Nutrigenomik
vertreten [8]. Zunehmend erobern
DNS-Mikroarray-Techniken auch Fel-
der der Zell- und Tumorbiologie. Be-
sonders in der Tumorbiologie spielen
DNS-Mikroarray-Techniken zur Erfas-
sung von Genexpressionsänderungen
eine besondere Rolle, da Gene, die in
bestimmten Tumortypen erhöhte oder
verminderte Expressionsraten aufwei-
sen, als neue Marker in der Diagnostik
angesehen werden.

In der Pharmakodynamik von Na-
turstoffen werden DNS-Mikroarrays
zum Auffinden neuer diagnostischer
und prognostischer Indikatoren und
Biomarker der therapeutischen Wir-
kung sowie für die Aufklärung der mo-
lekularen Wirkmechanismen oder für
die Identifizierung und Validierung
neuer molekularer Angriffspunkte (z.B.
Ionenkanäle, Rezeptoren) für die pflanz-
liche Arzneimittelentwicklung einge-
setzt. In der Pharmakogenomik finden
DNS-Mikroarrays Verwendung zur
Vorhersage der Wirksamkeit, Sicher-
heit und Beschreibung potenzieller Ne-
benwirkungszenarien der pflanzlichen
Naturstoffe bei präklinischen Studien.
Sie sind wichtige Instrumente zur Iden-
tifizierung jener Gene, die Sensitivität
und Resistenz gegenüber den verab-
reichten Naturstoffen auslösen.

Schliesslich sind DNS-Mikroarrays
auch in der Pharmakognosie zur kor-

rekten botanischen Identifizierung und
nomenklatorischen Einordnung von
pflanzlichen Rohstoffen als Teil der
Standardisierung und Qualitätskon-
trolle von Nutzen. In zahlreichen Un-
tersuchungen haben DNS-Mikroarrays
bereits ihre Tauglichkeit für das ge-
nomweite Stoffaudit erfüllt. Ein Bei-
spiel liefert die Arbeit von RONG et al.
[9]. Hier wurde die DNS-Mikroarray-
Technologie für die Qualitätskontrolle
von TCM-Produkten vorgeschlagen.
Diese Form der genomischen HTS-
Analyse soll, zusätzlich zu klassischen
chromatographischen Methoden, soge-
nannte biologische „Fingerabdrücke“
(Genome-wide biological response fin-
gerprints) der TCM-Formulierungen
als Mass für die Qualität liefern. 

Mit der erhöhten Nachfrage von
wissenschaftlich validierten und stan-
dardisierten pflanzlichen Produkten
steigt auch der Anspruch für ein bes-
seres Verständnis der molekularen Me-
chanismen, welche der biologischen
Wirkung von Naturstoffen zugrunde
liegen. 

Die Nützlichkeit von DNS-Mikroar-
rays bei der Identifizierung von Wirk-
profilen pflanzlicher Vielstoffgemische
soll exemplarisch anhand von Unter-
suchungen zu Ginkgo biloba-Blattex-
trakten beschrieben werden. Extrakte
aus Blättern des ostasiatischen Bau-
mes Ginkgo biloba werden seit Jahren
als Nahrungsergänzungsmittel mit an-
tioxidativer, neuroprotektiver und durch-
blutungsfördernder Wirkung, u.a. zur
Verbesserung der Gedächtnisleistung,
empfohlen. Obwohl die neuroprotekti-
ven Effekte des standardisierten Gink-
go biloba-Extraktes EGb 761® auf mo-
lekularer und zellulärer Ebene sowie
in Tiermodellen und Patientenstudien
vielfach nachgewiesen wurde, blieb
der molekulare Wirkmechanismus un-
bekannt. Diese Lücke konnte nun par-
tiell mit DNS-Mikroarray-Experimen-
ten geschlossen werden. Relevante
neuromodulatorische Angriffspunkte
konnten über die DNS-Mikroarray-
Analyse identifiziert werden. 

In einer Studie von WATANABE [10]
wurden im Cortex und im Hippocam-
pus von Mäusen, deren Nahrung über
einen Monat mit EGb 761-Extrakt (300
mg/kg; n=10) ergänzt wurde, signifi-
kant regulierte Gene gefunden, welche

auf beschriebene neuromodulatori-
sche Effekte hinweisen. Eine gleich-
grosse Kontrollmausgruppe wurde mit
dem Placebo behandelt. Aus den ent-
nommenen Gewebeproben wurde RNS
extrahiert, prozessiert und auf einem
Maus Affymetrix MuU74 Gene Chip®

Mikroarray hybridisiert. Von den ins-
gesamt ~6.000 Genen und ~6.000 ESTs
(expressed Sequence tags, EST’s sind
transkribierte Nukleotidsequenzen, die
gewöhnlich durch Sequenzierung einer
cDNS-Bibliothek erhalten werden) war
nur ein Gen im Hippocampus und
9 Gene im Cortex mehr als 3-fach
hochreguliert. Unter den 9 differentiell
regulierten Genen im Cortex fanden
sich Ionen-Kanäle, Wachstumshormo-
ne, Transkriptionsfaktoren und neu-
roprotektive Moleküle, deren Expres-
sion durch die Supplementierung mit
EGb 761-Extrakt signifikant gesteigert
wurde. 

Ein ähnlicher experimenteller Auf-
bau, hier jedoch an einem PC12-Zell-
modell, wurde von SMITH et al. vorge-
stellt [11]. Mit EGb 761-Extrakt behan-
delte PC12-Zellen (Zellen stammen aus
einem Nebennierentumor einer be-
strahlten Ratte) konnten mehrere apop-
tose-regulierende Gene differenziell
hinauf- bzw. hinunterreguliert aufge-
funden werden. Die Autoren diskutie-
ren die Hemmung apoptotischer Gene
als jene gesuchten Signale, welche für
die Neuroprotektion verantwortlich
sind [11]. Weiterführende Experimente
zur endgültigen Klärung der beschrie-
benen neuroprotektiven Signalwege
unter EGb 761 stehen noch aus.

Eine kürzlich erschienene Publika-
tion von SU et al. [12] verwendete erst-
mals einen Whole-Genome-DNS-Mi-
kroarray (Mouse One Array™) mit
~30.000 Genen, um die Effekte von
EGb 761-Ginkgo-Extrakt auf die Gen-
expression im Frontallappen von Mäu-
sen zu untersuchen, deren Nahrung
für sieben Tage mit EGb 761-Extrakt
(20 mg/kg) ergänzt wurde [12]. Von den
insgesamt 29.922 analysierten Genen
waren in dieser Studie 2209 Trans-
kripte differentiell exprimiert, davon
1097 hoch- und 1112 hinunterregu-
liert. 

Eine Pathwayanalyse mit diesen Da-
ten zeigte, dass im Frontallappen der
Maus 10 Signalwege statistisch signifi-
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kant (p<0.05) mit der EGb 761-Be-
handlung assoziiert waren. Darunter
fanden sich Signalwege mit hoher Prä-
senz in neurologischen Funktionsbe-
reichen („neuroactive ligand-receptor
interaction pathway“ (p=4.13E-06);
„axon guidance pathway“ (p=1.97E-
02); „long-term potentiation pathway“
(p=3.34E-02).

Ein weiteres Beispiel der Brauch-
barkeit der Mikroarray-Technik zur
Aufklärung der molekularen Wirkung
von Naturstoffen liefern Untersuchun-
gen mit standardisierten, auf 5-Loxin
angereicherten Weihrauch (Boswellia
serrata)-Extrakten. ROY et al. [13]
konnte dabei in einer DNS-Mikroarray-
Analyse an menschlichen mikrovasku-
lären Endothelzellen (HMEC) vermu-
tete anti-inflammatorische Effekte von
Boswellia serrata-Extrakten auf trans-
kriptioneller Ebene bestätigten [13].
Das proinflammatorische Zytokin TNF-
α induzierte in dieser Untersuchung
522 entzündungsrelevante Gene. Von
diesen 522 Genen waren 113 Gene sen-
sitiv auf eine Behandlung mit Boswel-
lia serrata-Extrakten. Durch Zuhilfe-
nahme von diversen Datenbanken
(GenMAPP, KEGG) konnte gezeigt wer-
den, dass besonders Matrix-Metallo-
proteinase-Gene von den Boswellia-
Extrakten in der Expression gehemmt
wurden. In unabhängigen Rückbestäti-
gungsuntersuchen der Genexpression
(mittels RT-PCR) konnte eine Sensitivi-
tät von Boswellia-Extrakten gegenüber
VCAM-1 (vascular cell adhesion mole-
cule-1, Ig-Superfamilie) und ICAM-1 (in-
ter cellular adhesion molecule-1) be-
stätigt werden. In einem Carrageen-in-
duzierbaren Ratten-Entzündungsmo-
dell wurden ähnliche Daten gefunden.

Häufig führen Naturstoffe zu einer
Stimulation oder Veränderung des Le-
berstoffwechsels. Ein interessantes
DNS-Mikroarray-Modell zur Abfrage
früher Toxizitätsprofile bei der Verab-
reichung von Lebertoxinen (drug-in-
duced sensitivity studies) an Ratten
und in der Nachbehandlung von Le-
berschnitten (rat liver slice model)
wurde von ELFERINK et al. vorgestellt
[14]. Da mehrere Zellsysteme (Kupffer-
Zellen, Stellatzellen und Hepatozyten)
in einer multi-zellulären Biokonversion
von Lebertoxinen beteiligt sind, haben
die Autoren in diesen Experimenten

versucht, ein Korrelat zwischen pheno-
typischen Leberschäden (Ratte) und
Genexpressionsveränderungen (an Ex-
vivo-Gewebeschnitten) zu finden. 

Die Autoren kommen zum Schluss,
dass die aufgefundenen Genexpres-
sionsmuster (Gene expression pattern)
mit den phänotypischen Daten hoch
korrelieren und das „Rat liver slice“-
Modell geeignet ist, um eine multizel-
luläre Lebertoxizität, auf der Basis des
Genexpressionsprofilings, anzuzeigen.
Diese Publikation und eine Arbeit von
MINAMI et al. [15] zeigen die Brauch-
barkeit der DNS-Mikroarray-Technolo-
gie zum Toxizitätsprofiling. Für Natur-
stoffe ergeben sich hier interessante
Testmöglichkeiten zur Klärung leber-
toxischer Eigenschaften.

In zahlreichen anderen Zellkultur-
modellen wurden pflanzliche Extrakte,
Auszüge oder Zubereitungen bei Ge-
nomstudien verwendet. So finden sich
in der Literatur Hinweise auf eine DNS-
Mikroarray-Analyse zur Wirkung von
Genistein und PC-SPES (pflanzliche Mi-
schung aus Scutellaria baicalensis,
Glycyrrhiza glabra, Ganoderma luci-
dum, Isatis indigotica, Panax pseudo-
ginseng, Dendranthema morifolium
Rabdosia rebescens und Serenoa re-
pens) in Prostata-Karzinomzellen [16],
Übersichtsarbeit). 

Heisswasserextrakte aus Pfingstro-
senwurzeln (Paeonia radix) wurden in
HepG2-Leberzellen mittels DNS-Mikro-
array-Experiment untersucht. Die Rolle
der differentiell regulierten pro-apop-
totischen Gene blieb jedoch zweifel-
haft. Coptidis rhizoma (Huanglian, TCM)
und Berberin (Isochinolinalkaloid, z.B.
aus der Berberitze) wurden an acht
verschiedenen Pankreas-Krebslinien
genomweit analysiert.

Ähnliche Studien gibt es zu Propolis-
präparaten und Echinacea bei Erkäl-
tungskrankeiten und zur verbesserten
Wundheilung [16]. Zu den besonders
umfassend beschriebenen pflanzlichen
Monosubstanzen gehören Curcumin
(Diferuloylmethan) und Resveratrol
(3,5,4’-Trihydroxystilben [7]). Zahlrei-
che DNS-Mikroarray-Analysen beschrei-
ben die antiapototische [18], proapop-
totische [19] sowie antientzündliche
Wirkung [20] von Curcumin.

In einer Zwischenbilanz kann man
anmerken, dass DNS-Mikroarray-Ana-

lysen in allen Bereichen der molekula-
ren Naturstoff-Forschung anzutreffen
sind. Die Einsatzgebiete reichen von 
einer genomweiten Wirkprofil-Erstel-
lung bis hin zum Stoffaudit und zum
Toxizitätsprofiling. Aufgrund genom-
weiter Abfragemöglichkeiten stellen
DNS-Mikroarrays eine deutliche Er-
weiterung und Verbesserung der ana-
lytischen Plattformen zur molekularen
Wirkmusterbeschreibung von Natur-
stoffen dar. 

Fazit

DNS-Mikroarray-Technologien sind
Hochdurchsatzverfahren, die auf der
Wechselwirkung von RNS mit komple-
mentären DNS-Molekülen beruhen. Die
definierte Anordnung der DNS-Sonden
am Biochip ermöglicht eine eindeutige
Zuordnung der differentiell exprimier-
ten Gene. Mit Hilfe statistischer und
bioinformatischer Methoden kann dann
aus der Fluoreszenzintensität (Signal-
stärke) auf dem Biochip das Expres-
sionsverhalten ausgelesen werden. In
Ergänzung zu massenspektrometri-
schen Methoden (MALDI-TOF, SELDI-
TOF etc.) zur Verlaufskontrolle der un-
ter dem Einfluss von Naturstoffen frei-
gesetzten Biomarker erweitert die
DNS-Mikroarray-Technologie die be-
stehende Analytik auf das gesamte Ge-
nom ausgewählter Untersuchungsmo-
delle. 

Zur Sicherung der Ansprüche von
Unbedenklichkeit und Wirksamkeit
von Naturstoffpräparaten sind robuste
kostengünstige Hochdurchsatzverfah-
ren anzustreben. 

Für die Bewertung pleiotrop wir-
kender Naturstoffgemische sind ge-
nomweite Expressionsprofile hilfreiche
Analysemethoden zur Klärung physio-
logischer oder pathophysiologischer
Funktionen im gewählten Untersu-
chungsmaterial. Eine molekulare Ri-
siko-Nutzenabschätzung von bioakti-
ven Vielstoffgemischen muss sowohl
die allgemein gültigen Anforderungen
an Phytoarzneimittel erfüllen, aber auch
die Besonderheiten der pleiotropen
Wirkung angemessen berücksichtigen
[21]. In Zellkulturen oder Tiermodellen
sind solche Risiko-Nutzenabschätzun-
gen methodisch leichter durchführbar,
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was zu einer breiten Anwendung der
DNS-Mikroarray-Technologien in Zell-
modellen geführt hat. 

Der unmittelbare Nutzen von DNS-
Mikroarrays zur Beurteilung der Wir-
kung oder eines Risikopotentials beim
Menschen nach Einnahme von Natur-
stoffpräparaten ist vorerst auf das Voll-
blut beschränkt. Die flächendeckende
Entnahme von Vollblut im Zuge prä-
klinischer und klinischer Prüfungen
werden jedoch die Anwendungshäufig-
keit der DNS-Mikroarray-Plattformen
zur molekularen Beschreibung der Na-
turstoffwirkungen vergrössern. Die
Überwindung bestehender technischer
Schwachstellen, neue kostengünstigere
Biochip-Lösungen sowie verbesserte
Algorithmen zur Auswertung werden
ihren Teil zur Implementierung von
DNS-Mikroarray-Plattformen für die
breite Naturstoff-Forschung beitragen.
Gemeinsam mit Techniken der Proteo-
mik, Metabolomik und Massenspektro-
metrie werden genomische Verfahren
in den nächsten Jahren zu wichtigen
Instrumenten der Naturstoff-Forschung
werden. 
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