DNA-Chips - Wie misst man Unterschiede in der Genexpression von Tumor- und Normalgewebe?


Aus Gewebeproben von Tumor- und Normalgewebe wird jeweils die gesamte RNA isoliert.

Exemplarisch betrachten wir das weitere Vorgehen für Ausschnitte aus jeweils 3 RNA-Stücken. Ergänzen Sie an den mit ... gekennzeichneten Stellen die fehlenden Informationen.



	RNA aus Normalgewebe
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	RNA aus Tumorgewebe

	cDNA-Stücke mit grün fluoreszierendem Farbstoff
	Herstellung von fluoreszenz-markierter cDNA aus der RNA

          grün fluoreszierender 

          Farbstoff 

          rot fluoreszierender 

          Farbstoff 

Wichtiges Enzym: 

Reverse Transkriptase


	cDNA-Stücke mit rot fluoreszierendem Farbstoff

	Was passiert? (Erhitzen auf 90°C)       Die doppel-        strängige DNA auf dem Chip wird einzelsträngig       
Aufbringen der beiden markierten cDNAs auf den Chip

Was passiert? cDNA-Stücke können an komplemen-      Mehrere Stunden bei 37°C 

täre Sequenzen auf dem Chip binden

	Abwaschen der überschüssigen cDNA



	So sieht ein Ausschnitt aus dem Chip jetzt aus:

	Ergänzen Sie die fehlenden cDNA-Stücke! 
	
	

	Kennzeichnen Sie jeweils die fluores-zierenden Stellen auf dem Chip farbig!
	
	Anregung des grün fluoreszierenden Farbstoffs mit

einem Laser (( = 532 nm)

	
	
	Anregung des rot fluoreszierenden Farbstoffs mit

einem Laser (( = 635 nm)

	
	
	Verrechnung der beiden Bilder ( rot+ grün = gelb)


Auswertung:

a) Welche Schlüsse über die Genexpression in den beiden Gewebetypen lassen sich aus diesem Ergebnis ziehen? Gen 1 wird nur im Normalgewebe, Gen 2 nur im Tumor exprimiert, Gen 3 in beiden, Gen 4 in keinem der beiden Gewebe.
b)   Geben Sie mögliche Erklärungen für die unterschiedliche Genexpression! 

Gen 1 könnte etwas mit der normalen Funktion des untersuchten Gewebes zu tun haben. 

Typische Beispiele für in Tumorgewebe stärker exprimierte Gene (hier Gen 2) sind solche, die Funktionen im Zellzyklus oder Stoffwechsel haben. 

Als Beispiel für Gen 3 könnte man ß-Actin nennen, ein Gen, das in vielen Geweben gleich stark exprimiert wird (allerdings kann es in bestimmten Tumoren stärker exprimiert sein). 

Als Beispiel für Gen 4 können Gene dienen, die in vielen Geweben nicht exprimiert werden, etwa solche, die in der frühen Embryonal-Entwicklung wichtig sind (manche davon werden in bestimmten Tumoren allerdings wieder exprimiert).
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