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Beschreibung
Technisches Gebiet

[0001] Es wird ein Verfahren zum ldentifizieren re-
produzierbarer  Genexpressions-Variationsmuster,
die mittels des Variationsgrads, der in einem kalibrier-
ten Datensatz beobachtet wird, informativ sind, be-
reitgestellt. Die Variationen kdénnen mit anderen
nicht-genetischen Anzeichen wie klinischen Indikato-
ren (fir Menschen) einer traditionellen Natur korre-
liert sein, mussen aber nicht per se kausal sein.

Technischer Hintergrund

[0002] Es gab betrachtliche Diskussionen ein-
schlie3lich Kongressanhdrungen bezuglich medizini-
scher Irrtimer. Zu einer Quelle fur medizinische Irrti-
mer gehoren Irrtimer bei Arzneimittel-Verabreichun-
gen. Es ist dokumentiert, dass mehr als 98.000 stati-
onar aufgenommene Patienten jahrlich Opfer von Irr-
timern bei der Arzneimittel-Verabreichung sind
(Feststellung der amerikanischen pharmazeutischen
Vereinigung in der Unterausschussanhdrung des Se-
nats-Haushaltsausschuss fir Arbeit, Gesundheit und
Erziehung zu medizinischen Irrtimern am 13. De-
zember 1999). Zu diesen Irrtimern gehoéren Proble-
me, die sich aus Arzneimittel-Wechselwirkungen fur
einen bestimmten Patienten, der mehr als ein Arznei-
mittel nimmt, ergeben, Probleme beziiglich des An-
sprechens eines Individuums auf ein bestimmtes
Arzneimittel und falsche Arzneimittel-Verabreichung
bzw. Medikation fir einen bestimmten Zustand. Me-
dizinische Irrtiimer ergeben sich ferner als ein Ergeb-
nis von Fehldiagnosen. Dies kann als ein Ergebnis
unempfindlicher Diagnosetechniken oder eines brei-
ten Bereichs interpersoneller Abweichungen bei der
Art, auf die sich ein klinischer Zustand manifestiert,
auftreten. Gegenwartig stehen wenige Hilfsmittel zur
Optimierung der Prognose, der Diagnose und der Be-
handlung eines medizinischen Zustands unter Be-
ricksichtigung des bestimmten Phanotyps und Ge-
notyps eines Individuums zur Verfiigung.

[0003] Es gab ein wachsendes Interesse an pflanz-
lichen Arzneimitteln oder Nutrazeutika. Diese werden
oft in Entwicklungslandern angebaut und unterliegen
einer geringen oder keiner Qualitatskontrolle. Es ist
haufig der Fall, dass eine Charge eines Nutrazeuti-
kums wirksam sein kann, wobei es keine Sicherheit
gibt, dass eine zweite Charge wirksam sein wird. Dar-
Uber hinaus ist die Analyse von Nutrazeutika proble-
matisch, weil diese Arzneimittel komplexe Gemische
sind, bei denen wenig bezlglich des Wirkstoffs be-
kannt ist.

[0004] Alle neuen therapeutischen Mittel erfordern
irgendeine Form von klinischer Erprobung. Es ist be-
kannt, dass ein Arzneimittel zur Tumorbehandlung,
das bei einer klinischen Erprobung unter Verwen-

dung von Standard-Anwerbungstechniken flir Patien-
ten getestet wird, tatsachlich nur begrenzte Wirksam-
keit zeigen kann. Wenn die vorteilhafte Wirkung, die
in einer klinischen Population beobachtet wird, zu
klein ist, erhalt das Arzneimittel nicht die Zulassung
durch die Nahrungs- und Arzneimittelbehérde zur
Verwendung bei der Bevélkerung insgesamt. Die be-
obachtete kleine vorteilhafte Wirkung kann jedoch
tatsachlich ein Artefakt der Gestaltung der klinischen
Erprobung oder der klinische Endpunkt bei der Pati-
enten-Population sein. Es ware wiinschenswert, Kri-
terien zum Durchmustern von Patienten zu haben,
wenn sie in eine klinische Erprobung eintreten, um si-
cherzustellen, dass die vorteilhafte Wirkung eines
Arzneimittels, falls sie existiert, nachgewiesen und
quantifiziert werden kann.

[0005] WO 98/24935 A1 offenbart Verfahren zum
Identifizieren spezifischer Krankheitszustands-Mar-
ker, die in peripheren Lymphozyten von Patienten als
Reaktion auf einen Krankheitszustand in einem un-
terschiedlichen Ausmal} exprimiert werden als derar-
tige Marker im Peripherblut eines normalen Individu-
ums exprimiert werden. Die Verwendung von relati-
ver quantitativer RT-PCR (reverse Transkripta-
se-PCR) wird offenbart zur Identifizierung alternativ
gespleifdter Formen von IL-8 mRNA, die zwischen
normalen Individuen und Individuen mit metastasie-
rendem Prostatakrebs unterschiedlich exprimiert
werden. Derartige alternativ gespleildte Formen von
IL-8 mMRNA koénnen als diagnostische Biomarker ver-
wendet werden. In einigen Ausfihrungsformen kann
die Messung von Serum-IL-8-Genprodukt mit ande-
ren Markern von Prostata-Erkrankung, wie PSA,
PAP, HK2, PSP, und PS-MA,, kombiniert werden.

[0006] GemalR der vorliegenden Erfindung wird ein
Verfahren bereitgestellt zur Beurteilung eines biologi-
schen Zustands eines Subjekts bzw. eines Testob-
jekts auf der Basis einer ersten Probe, die von dem
Subjekt erhalten wird, wobei die Probe eine Quelle
von RNAs bereitstellt, dadurch gekennzeichnet, dass
das Verfahren aufweist:
(a) Ableiten aus der ersten Probe eines ersten
Profildatensatzes, wobei der erste Profildatensatz
drei oder mehr Elemente umfasst, wobei jedes
Element ein relatives quantitatives Mal} fir die
Menge in der ersten Probe eines gesonderten
bzw. einzelnen transkribierten RNA-Bestandteils
in einer Gruppe von Bestandteilen ist, die derart
ausgewahlt werden, dass die Messung der Be-
standteile die Beurteilung des biologischen Zu-
stands ermdglicht, wobei die relative Quantifizie-
rung von mRNA in der Probe bestimmt wird, in-
dem eine quantitative PCR mit RNA, welche aus
der Probe extrahiert wird, mit einer definierten
Amplifikationseffizienz flr die Targettranskripte
durchgefihrt wird und der Unterschied bei Grenz-
wertzyklen (delta C;) zwischen einem Grolen-
marker und den Targettranskripten von Interesse
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bestimmt wird; und

(b) Erzeugen eines kalibrierten Profildatensatzes
fur die Gruppe, wobei jedes Element des kalibrier-
ten Profildatensatzes eine Funktion eines ent-
sprechenden Elements des ersten Profildatensat-
zes und eines entsprechenden Elements eines
Grundlinien-Profildatensatzes fir die Gruppe ist;
wobei der kalibrierte Profildatensatz einen Satz
von Werten darstellt, bei welchem ein Variations-
muster in einer reproduzierbaren Weise mit einem
bestimmten Zustand korreliert.

[0007] Messung des biologischen Zustands; und
Erzeugen eines kalibrierten Profildatensatzes fir die
Gruppe, wobei jedes Element des kalibrierten Profil-
datensatzes eine Funktion eines entsprechenden
Elements des ersten Profildatensatzes und eines
entsprechenden Elements eines Grundlinien-Profil-
datensatzes fir die Gruppe ist, wobei der kalibrierte
Profildatensatz ein MaR fir den biologischen Zustand
des Subjekts bereitstellt.

[0008] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird
ein Verfahren bereitgestellt zur Beurteilung eines bio-
logischen Zustands, der von einem Mittel beeinflusst
wird, wobei das Verfahren umfasst: Erhalten einer
Probe, die RNAs und/oder Proteine enthalt, von einer
Zielpopulation von Zellen, denen das Mittel verab-
reicht wurde; Ableiten eines ersten Profildatensatzes
aus der Probe, wobei der erste Profildatensatz eine
Mehrzahl von Elementen umfasst, wobei jedes Ele-
ment ein quantitatives MaR fur die Menge eines un-
terschiedlichen RNA- oder Protein-Bestandteils in ei-
ner Gruppe von Bestandteilen, die so ausgewahit
werden, dass eine Messung der Bestandteile eine
Beurteilung des biologischen Zustands ermdglicht,
ist; und Erzeugen eines kalibrierten Profildatensatzes
fur die Gruppe, wobei jedes Element des kalibrierten
Profildatensatzes eine Funktion eines entsprechen-
den Elements des ersten Profildatensatzes und eines
entsprechenden Elements eines Grundlinien-Profil-
datensatzes fir die Gruppe ist, wobei der kalibrierte
Profildatensatz ein Mal fir den biologischen Zu-
stand, wie er durch das Mittel beeinflusst wird, bereit-
stellt.

[0009] In einer bevorzugten Ausfihrungsform wird
ein Verfahren bereitgestellt zur Beurteilung der Wir-
kung eines ersten Mittels auf einen biologischen Zu-
stand in Beziehung zur Wirkung eines zweiten Mit-
tels, umfassend: Erhalten einer ersten bzw. einer
zweiten Probe von einer ersten und einer zweiten
Zielpopulation von Zellen, denen das erste bzw. das
zweite Mittel verabreicht wurde, wobei jede Probe
RNAs und/oder Proteine enthalt; Ableiten eines ers-
ten Profildatensatzes von der ersten Probe und eines
zweiten Profildatensatzes von der zweiten Probe,
wobei die Profildatensatze jeweils eine Mehrzahl von
Elementen umfassen, wobei jedes Element ein quan-
titatives Mal} fur die Menge eines unterschiedlichen

RNA- oder Protein-Bestandteils in einer Gruppe von
Bestandteilen ist, die so ausgewahlt werden, dass
eine Messung der Bestandteile eine Messung des bi-
ologischen Zustands ermdglicht; und Erzeugen eines
ersten kalibrierten Profildatensatzes und eines zwei-
ten Profildatensatzes flir die Gruppe, wobei (i) jedes
Element des ersten kalibrierten Profildatensatzes
eine Funktion eines entsprechenden Elements des
ersten Profildatensatzes und eines entsprechenden
Elements eines ersten Grundlinien-Profildatensatzes
fur die Gruppe ist, und (ii) jedes Element des zweiten
kalibrierten Profildatensatzes eine Funktion eines
entsprechenden Elements des zweiten Profildaten-
satzes und eines entsprechenden Elements eines
zweiten Grundlinien-Profildatensatzes fiir die Gruppe
ist, wobei die kalibrierten Profildatensatze ein Maf3 fir
die Wirkung des ersten Mittels auf den biologischen
Zustand in Beziehung zur Wirkung des zweiten Mit-
tels liefern.

[0010] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird
ein Verfahren zur Durchfihrung einer klinischen Er-
probung eines Mittels bereitgestellt, umfassend: Ver-
anlassen der Blindverabreichung nach Wahl eines
Placebos oder des Mittels an jeden Kandidaten aus
einem Pool von Subjekten bzw. Testpersonen; und
Verwenden von quantitativer Genexpression zur
Uberwachung einer Wirkung einer derartigen Verab-
reichung.

[0011] In einer bevorzugten Ausflihrungsform wird
ein digitales Speichermedium bereitgestellt, auf dem
ein Computer-lesbarer kalibrierter Profildatensatz ge-
speichert wird, wobei: der kalibrierte Profildatensatz
eine Probe mit RNAs und/oder Proteinen, die von ei-
ner Ziel-Zellpopulation abgeleitet sind, an die ein Mit-
tel verabreicht wurde, betrifft; der kalibrierte Profilda-
tensatz eine erste Mehrzahl von Elementen umfasst,
wobei jedes Element ein quantitatives Mal} einer Ver-
anderung in einer Menge eines unterschiedlichen
RNA- oder Protein-Bestandteils in einer Gruppe von
Bestandteilen, die so ausgewahlt sind, dass eine
Messung der Bestandteile eine Messung eines biolo-
gischen Zustands, wie er durch eine Verabreichung
des Mittels beeinflusst wurde, ermdglicht, ist.

[0012] In einer bevorzugten Ausfihrungsform wird
ein digitales Speichermedium bereitgestellt, auf dem
eine Mehrzahl von Aufzeichnungen bzw. Verzeich-
nissen R, die eine Population von Subjekten bzw.
Testobjekten betreffen, gespeichert wird, wobei jedes
Verzeichnis R, einem gesonderten Fall P, eines Com-
puter-lesbaren Profildatensatzes P entspricht, worin:
jeder Fall P, des Profildatensatzes P einer von einem
Subjekt abgeleiteten, unterschiedlichen Probe ent-
spricht, wobei die Probe RNAs und/oder Proteine
enthalt; der Profildatensatz P eine Mehrzahl von Ele-
menten M, umfasst, wobei jedes Element M, ein
quantitatives Mald der Menge eines unterschiedli-
chen RNA- oder Protein-Bestandteils in einer Gruppe
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von Bestandteilen, die so ausgewahlt sind, dass eine
Messung der Bestandteile eine Messung eines biolo-
gischen Zustands ermdglicht, ist; jedes Verzeichnis
R, fUr jedes Element M; eines entsprechenden ge-
sonderten Falls P, des Profildatensatzes P einen
Wert umfasst, der dem Wert des Elements M; ent-
spricht; und jedes Verzeichnis R; auch einen Hinweis
auf eine charakteristische Eigenschaft des Subjekts
bezuglich des Verzeichnisses umfasst, wobei die
charakteristische Eigenschaft mindestens eine der
Eigenschaften Altersgruppe, Geschlecht, Ethnizitat,
geografische Lokalisierung, Erndhrung, medizinische
Storung, klinischer Indikator, Medikation, physische
Aktivitat, Kérpermasse und Umwelt-Exposition ist.

[0013] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird
ein digitales Speichermedium bereitgestellt, auf dem
eine grofle Anzahl Computer-lesbarer Profildatensat-
ze gespeichert wird, worin jeder Profildatensatz eine
Probe betrifft, die von einer Ziel-Zellpopulation, an die
ein Mittel verabreicht wurde, abgeleitet ist, wobei die
Probe RNAs und/oder Proteine enthalt; jeder Profil-
datensatz eine Mehrzahl von Elementen umfasst,
wobei jedes Element ein quantitatives Mal} fur die
Menge eines unterschiedlichen RNA- oder Prote-
in-Bestandteils in einer Gruppe von Bestandteilen,
die so ausgewahlt sind, dass eine Messung der Be-
standteile eine Messung eines biologischen Zu-
stands ermdglicht, ist; und die Gruppe fir alle Profil-
datensatze dieselbe ist.

[0014] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der
Erfindung wird ein Verfahren zur Beurteilung eines bi-
ologischen Zustands eines Subjekts auf der Basis ei-
ner Probe von dem Subjekt, wobei die Probe RNAs
und/oder Proteine enthalt, bereitgestellt, wobei das
Verfahren umfasst; Ableiten eines ersten Falls eines
Profildatensatzes aus der Probe, wobei der Profilda-
tensatz eine Mehrzahl von Elementen umfasst, wo-
bei jedes Element ein quantitatives Mal fir die Men-
ge eines unterschiedlichen RNA- oder Protein-Be-
standteils in einer Gruppe von Bestandteilen, die so
ausgewahlt werden, dass eine Messung der Be-
standteile eines Messung des biologischen Zustands
ermdglicht, ist; und Erzeugen eines ersten Falls eines
kalibrierten Profildatensatzes fur die Gruppe, worin
jedes Element eines Falls des kalibrierten Profilda-
tensatzes eine Funktion eines entsprechenden Ele-
ments eines Falls des Profildatensatzes und eines
entsprechenden Elements eines Falls eines Grundli-
nien-Profildatensatzes fir die Gruppe ist, wobei der
kalibrierte Profildatensatz ein MaR fir den biologi-
schen Zustand des Subjekts liefert; Zugreifen auf Da-
ten in einer Zustands-Datenbank, wobei die Zu-
stands-Datenbank eine Mehrzahl von Verzeichnis-
sen, die sich auf eine Population von Subjekten be-
ziehen, hat, wobei jedes Verzeichnis einem geson-
derten Fall des kalibrierten Profildatensatzes ent-
spricht; und Beurteilen des ersten Falls des kalibrier-
ten Profildatensatzes in Beziehung zu Daten in der

Zustands-Datenbank.

[0015] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der
Erfindung wird ein Verfahren zum Anzeigen quantita-
tiver Genexpressions-Analysedaten im Zusammen-
hang mit der Messung eines biologischen Zustands
bereitgestellt, wobei das Verfahren umfasst: Identifi-
zieren eines ersten Profildatensatzes, der fiir die Ge-
nexpressions-Analysedaten relevant ist, wobei der
erste Profildatensatz eine Mehrzahl von Elementen
umfasst, wobei jedes Element ein quantitatives Maf3
fur die Menge eines unterschiedlichen RNA- oder
Protein-Bestandteils in einer Gruppe von Bestandtei-
len, die so ausgewahlt werden, dass eine Messung
der Bestandteile eine Messung des biologischen Zu-
stands ermdglicht, ist; Erzeugen eines kalibrierten
Profildatensatzes fir die Gruppe, wobei jedes Ele-
ment des kalibrierten Profildatensatzes eine Funktion
eines entsprechenden Elements des ersten Profilda-
tensatzes und eines entsprechenden Elements eines
Grundlinien-Profildatensatzes fiir die Gruppe ist, wo-
bei der kalibrierte Profildatensatz ein Maf fur den bi-
ologischen Zustand des Subjekts liefert; und Anzei-
gen des kalibrierten Profildatensatzes in einem grafi-
schen Format.

[0016] Eine bevorzugte Ausfiihrungsform betrifft ein
beschreibendes Verzeichnis einer Veranderung bei
einem biologischen Zustand, das umfasst: einen ers-
ten Satz numerischer Genexpressionswerte flir eine
Gruppe von Genorten, wobei jeder Wert in dem Satz
einem einzelnen Genort in einer Gruppe von Genor-
ten entspricht, wobei der Satz von Werten einen Pro-
fildatensatz flir eine Population von Zellen, die einem
ersten biologischen Zustand unterliegen, bildet; ei-
nen zweiten Satz numerischer Genexpressionswerte
fur die Gruppe von Genorten, wobei jeder Wert in
dem Satz einem einzelnen Genort entspricht, wobei
der Satz von Werten einen Grundlinien-Profildaten-
satz flir eine zweite Population von Zellen, die einem
zweiten biologischen Zustand unterliegen, bildet, wo-
bei der zweite Satz von Werten optional ein Durch-
schnitt fir mehrere Genexpressionswerte von meh-
reren Populationen von Zellen fur jeden Ort in der
Gruppe ist; und einen dritten Satz von Zahlen, der
dem Verhaltnis des ersten Satzes von Werten und
des zweiten Satzes von Werten beziglich jedes Ge-
nortes in der Gruppe entspricht, wobei der dritte Satz
ein kalibrierter Profildatensatz ist; wobei der Profilda-
tensatz und der kalibrierte Profildatensatz fiir den
ersten biologischen Zustand bezuglich des zweiten
biologischen Zustands beschreibend sind.

[0017] In einer bevorzugten Ausflihrungsform wird
ein Verfahren zum Diagnostizieren eines biologi-
schen Zustands eines Subjekts bereitgestellt, das
umfasst: Erhalten einer Probe von einem Subjekt;
Aussetzen einer Population von Zellen der Probe und
Bestimmen des Vorliegens eines ersten biologischen
Zustands im Hinblick auf einen zweiten biologischen
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Zustand nach einem der obigen Anspriche.

[0018] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird
ein Verfahren zum Diagnostizieren einer Anfalligkeit
fur einen biologischen Zustand bei einem Subjekt be-
reitgestellt, das ein Erhalten einer Probe von dem
Subjekt; Schaffen eines beschreibenden Verzeich-
nisses, gemal dem Obigen, worin der Grundlinien-
satz von Werten ein Durchschnitt von zweiten Wer-
ten, die in einer Bibliothek beschreibender Verzeich-
nisse fur den zweiten biologischen Zustand enthalten
sind, ist; wobei die Bibliothek eine Mehrzahl beschrei-
bender Verzeichnisse enthalt, die entsprechend ei-
nem vorbestimmten biologischen Zustand gruppiert
sind; Vergleichen des kalibrierten Profildatensatzes
des Subjekts mit der Bibliothek kalibrierter Profilda-
tensatze und Diagnostizieren der Anfalligkeit des
Subjekts, umfasst.

[0019] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird
ein Verfahren zum Uberwachen des Verlaufs eines
biologischen Zustands bereitgestellt, das umfasst:
Schaffen einer Mehrzahl beschreibender Verzeich-
nisse gemal dem Obigen; wobei jeder Satz von ers-
ten Werten bei vorgewahlten Zeitintervallen bezug-
lich des ersten Verzeichnisses bestimmt wird; Ver-
gleichen jedes kalibrierten Profildatensatzes mit ei-
ner Bibliothek kalibrierter Profildatensatze, wobei die
Mehrzahl kalibrierter Profildatensatze gemaf einem
vorbestimmten biologischen Zustand gruppiert wird;
und Bestimmen des Verlaufs des biologischen Zu-
stands im Hinblick auf Genexpression.

[0020] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird
ein Verfahren zum Nachweisen der biologischen Ak-
tivitat einer Zusammensetzung bereitgestellt, das
umfasst: Auswahlen einer Population von Zellen;
Aussetzen der Zellen der Zusammensetzung; und
Bestimmen des Verzeichnisses gemal der obigen
Beschreibung unter Verwendung eines standardisier-
ten Grundlinien-Profildatensatzes fur den biologi-
schen Zustand.

[0021] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird
ein Verfahren zur Bestimmung, welches therapeuti-
sche Mittel aus einer Auswahl aus einer Mehrzahl
therapeutischer Mittel einem Subjekt zu verabreichen
ist, um einen biologischen Zustand in einem Subjekt
von einem ersten biologischen Zustand zu einem
zweiten biologischen Zustand zu verandern, bereit-
gestellt, das umfasst: Aussetzen einer Probe von
dem Subjekt jedem von einer Mehrzahl therapeuti-
scher Mittel; Bestimmen eines beschreibenden Ver-
zeichnisses fir jede der Proben nach einem der oben
beschriebenen Verfahren, Vergleichen jedes der kali-
brierten Profildatensatze mit einer Bibliothek kalib-
rierter Profildatensatze, wobei die Bibliothek kalibrier-
ter Datensatze gemal einem vorbestimmten biologi-
schen Zustand gruppiert ist; und Bestimmen, wel-
ches der therapeutischen Mittel in der Lage ist, den

ersten biologischen Zustand in einem Subjekt zu dem
zweiten biologischen Zustand in dem Subjekt zu ver-
andern.

[0022] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird
ein Verfahren zum Charakterisieren der biologischen
Wirksamkeit einer einzelnen Charge einer mittels ei-
nes Herstellungsprozesses erzeugten Zusammen-
setzung bereitgestellt, das aufweist: Bereitstellen ei-
nes Fingerabdruck- oder Signaturprofils nach ir-
gendeinem der obigen Verfahren; und Markieren der
Charge der Zusammensetzung durch Anbringen des
Fingerabdrucks (Signaturprofils) auf jedem Behalter
in der Charge.

[0023] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird
ein Verfahren zum Zugreifen auf biologische Informa-
tion auf einem digitalen Speichermedium wie oben
beschrieben bereitgestellt, das aufweist: Verfligbar-
machen der Information fir einen Verwender.

[0024] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird
ein Verfahren zur Verbraucherbeurteilung eines Pro-
dukts bereitgestellt, wobei die Verbraucherbeurtei-
lung auf ein Signaturprofil angewiesen ist, das um-
fasst: Identifizieren des Produkts unter Verwendung
des Signaturprofils.

[0025] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird
ein Computerprogramm-Produkt zur Beurteilung ei-
nes biologischen Zustands eines Subjekts oder zur
Beurteilung eines biologischen Zustands, der sich
aus der Verwendung eines Mittels ergibt, das ein
Computer-verwendbares Medium mit einem Compu-
ter-lesbaren Programmcode darauf umfasst, bereit-
gestellt, wobei der Computer-Programmcode um-
fasst:

einen Programmcode zum Klassifizieren einer Probe
von dem Subjekt oder des Mittels fur ein identifizier-
bares Verzeichnis; einen Programmcode zum Ablei-
ten eines ersten Datensatzes, wobei der erste Profil-
datensatz eine Mehrzahl von Elementen umfasst,
wobei jedes Element ein quantitatives Mal fiir die
Menge eines unterschiedlichen RNA- oder Prote-
in-Bestandteils in einer Gruppe von Bestandteilen,
die so ausgewahlt sind, dass eine Messung der Be-
standteile eine Messung des biologischen Zustands
ermdglicht, ist; wobei der Profildatensatz in dem Ver-
zeichnis gespeichert wird; und einen Programmcode
zum optional Erzeugen eines kalibrierten Profildaten-
satzes fur die Gruppe zur Speicherung in dem Ver-
zeichnis, wobei jedes Element des kalibrierten Profil-
datensatzes eine Funktion eines entsprechenden
Elements des ersten Profildatensatzes und eines
entsprechenden Elements eines Grundlinien-Profil-
datensatzes fir die Gruppe ist, wobei der kalibrierte
Profildatensatz ein MaR fir den biologischen Zustand
des Subjekts bereitstellt.
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Kurze Beschreibung der Zeichnungen

[0026] Die vorstehenden Merkmale der Erfindung
werden besser verstanden durch Bezugnahme auf
die folgende genaue Beschreibung, unter Bezugnah-
me auf die folgenden Zeichnungen genommen, in de-
nen:

[0027] Fig.1 ein Diagramm ist, das den Informati-
onsfluss von Daten, die in der molekularen Pharma-
kologie und Toxikologie, bei klinischen Tests gewon-
nen wurden, und die Verwendung der Daten fir die
Anwendung auf die individualisierte Medizin zeigt.

[0028] Fig. 2 ein Diagramm ist, das den Arzneimit-
tel-Erforschungsweg neuer Verbindungen von frihen
Indizien bis zu wahrscheinlichen Arzneimittel-Kandi-
daten zeigt. Wenn auch kalibrierte Profildatensatze
beim vorklinischen Schritt angegeben sind, kdnnen
doch Genexpressionsdaten gewonnen werden, und
das ist in jedem beliebigen der gezeigten Stadien
nutzlich. IND bezieht sich auf investigative new drug
(neues Forschungsarzneimittel) und betrifft ein fri-
hes Stadium bei der behérdlichen Uberpriifung.

[0029] Fig. 3 ein Diagramm ist, das einen Vergleich
von in vivo- und in vitro-Protokollen zur Erstellung ka-
librierter Profildatensatze zum schnellen Einschatzen
von Produktkandidaten-Toxizitdt und -Wirksamkeit
gemal mehreren Ausflihrungsformen der vorliegen-
den Erfindung darstellt.

[0030] Fig. 4 ein Diagramm ist, das die Anwendung
von Genexpressions-Profilierung als ein Leitfaden flr
praklinische und klinische Studien gemaR einer Aus-
fuhrungsform der vorliegenden Erfindung zeigt.

[0031] Fig.5 ein Diagramm ist, das ein Verfahren
gemal einer Ausfihrungsform der vorliegenden Er-
findung zum Erhalten von Profildaten in Abwesenheit
eines Stimulus und in Anwesenheit eines Stimulus
zeigt.

[0032] Fig. 6 ein Diagramm ist, das die Schaffung
einer Bibliothek von Profildaten, die einer Mehrzahl
von Subjekten zugeordnet sind, gemaR einer Ausfih-
rungsform der vorliegenden Erfindung zeigt.

[0033] Fig. 7 ein Diagramm ist, das den Aufbau ei-
nes Profildaten-Verzeichnisses gemaf einer Ausfih-
rungsform der vorliegenden Erfindung veranschau-
licht.

[0034] Fig. 8 ein Diagramm ist, das einen Datenein-
gangsschirm fir ein Datenverzeichnis des in Fig. 7
gezeigten Typs und typische Zusammenhange, in
denen Datenverzeichnisse kompiliert werden koén-
nen, gemal Ausflhrungsformen der vorliegenden
Erfindung veranschaulicht.

[0035] Fig. 9 eine Ausfiihrungsform der vorliegen-
den Erfindung zeigt, bei der Profildaten, entweder in
Rohform oder in kalibrierter Form, unter Verwendung
von Daten aus einer Datenbank, auf die aus der Fer-
ne Uber ein Netzwerk zugegriffen wird, gepruft wer-
den.

[0036] Fig. 10 ein Schema einer klinischen Erpro-
bung in Phase zwei, die Genexpressions-Profilierung
verwendet (a), zeigt. Das rechte Feld (b) zeigt an,
dass dieselbe Information in Phase IV oder in Studien
nach der Vermarktung verwendet werden kann, um
die Wirksamkeit bereits zugelassener und vermarkte-
ter Arzneimittel zu vergleichen oder um die Vermark-
tung derartiger Therapien zu lenken; um die Wahl der
Therapie fiir ein individuelles Subjekt oder eine Popu-
lation aus einer Klasse geeigneter Verbindungen zu
lenken.

[0037] Fig. 11 eine Balkengrafik ist, die eine grafi-
sche Darstellung in der Form eines Histogramms
zeigt, das kalibrierte Profildatensatze auf der Basis
von quantitativer Expression von RNA in Zellen einer
Vollblutprobe unter Verwendung einer Gruppe von
zwoOIf Bestandteilen, wobei jeder Bestandteil einem
einzigartigen Genort entspricht, darstellt. (a) Die Blut-
probe wird ex vivo mit durch Hitze abgetoteten Sta-
phylokokken stimuliert und weiter H7-TPCK,
H9-UT-77 oder H16-Dex, wie angegeben, ausge-
setzt. Der Grundlinien-Profildatensatz ist eine Blut-
probe, die ex vivo (in vitro) mit durch Hitze abgetote-
ten Staphylokokken stimuliert wurde. (b) Die Blutpro-
be wird ex vivo mit Lipopolysaccharid (LPS) stimu-
liert, und wird dann weiter den Verbindungen H7-TP-
CK, H9-UT-77 oder H16-Dex, wie angegeben, aus-
gesetzt.

[0038] Fig. 12 eine Balkengrafik mit einer logarith-
mischen Achse ist, die eine grafische Darstellung ka-
librierter Profildatensatze flr ex vivo mit Lipopolysac-
charid (LPS) stimuliertes Vollblut zeigt, wobei eine
Gruppe von neun Bestandteilen verwendet wird, wo-
bei jeder Bestandteil einem Genort entspricht, der die
angegebenen Genprodukte codiert, wobei das Blut
aullerdem entziindungshemmenden Mitteln: Methot-
rexat, Meclofenamat und Methylprednisolon ausge-
setzt wird. Der Grundlinien-Profildatensatz wird von
LPS-stimulierten (aber ansonsten unbehandelten)
Zellen abgeleitet.

[0039] Fig. 13 Balkengrafiken mit logarithmischer
Achse sind, die eine grafische Darstellung kalibrierter
Profildatensatze fur zwei verschiedene Proben von
Vollblut (a) 991116 und (b) 991028, die den biologi-
schen Zustand der Zellen widerspiegeln, zeigen, wo-
bei eine Gruppe von 24 Elementen verwendet wird,
wobei jedes Element einem Genort entspricht, wobei
der Grundlinien-Profildatensatz von unbehandelten
Zellen abgeleitet ist. Die kalibrierten Datensatze fir
Zellen, die 6 h lang drei eine Entziindung induzieren
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den Mitteln (Lipopolysaccharid, durch Hitze abgett-
tete Staphylokokken und Phytohdmagglutinin) aus-
gesetzt wurden, werden fir jede Probe verglichen. (c)
zeigt einen direkten Vergleich von LPS-stimulierten
991116 bezlglich 991028 als der Grundlinien-Profil-
datensatz. (d) zeigt einen direkten Vergleich zwi-
schen unstimulierten 991116 und 991028.

[0040] Fig. 14 eine Balkengrafik mit einer logarith-
mischen Achse ist, die eine grafische Darstellung ka-
librierter Profildatensatze unter Verwendung einer
Gruppe von 22 Bestandteilen zeigt, wobei jeder Be-
standteil einem Genort entspricht, wobei der Grundli-
nien-Profildatensatz von unbehandelten Zellen abge-
leitet ist. Vollblut wird 6 h lang ex vivo drei eine Ent-
zindung induzierenden Mitteln (Lipopolysaccharid,
durch Hitze abgetotete Staphylokokken und Phyto-
hamagglutinin) ausgesetzt, die dann mit einem einzi-
gen entzindungshemmenden Mittel (Methylpredni-
solon) behandelt werden, um Ahnlichkeiten und Un-
terschiede bei der Wirkung eines einzigen Mittels auf
Zellpopulationen, die sich in ihrem biologischen Zu-
stand unterscheiden, erkennen zu lassen.

[0041] Eia. 15 eine Balkengrafik mit einer logarith-
mischen Achse ist, die eine grafische Darstellung ka-
librierter Profildatensatze fur Vollblut zeigt, wobei sich
ein kalibrierter Datensatz auf ein Subjekt (Subjekt 2)
bezieht, das in vivo mit einem Corticosteroid (Dexa-
methason) behandelt wurde, sich ein zweiter Daten-
satz auf die Behandlung einer Blutprobe von demsel-
ben Subjekt vor der in vivo-Behandlung bezieht, wo-
bei jene Probe ex vivo (in vitro) behandelt wurde, und
sich der dritte Datensatz auf ein zweites Subjekt be-
zieht, das in vivo mit Dexamethason behandelt wurde
(Subjekt 1). Die Datensatze demonstrieren die Re-
produzierbarkeit und Vorhersagbarkeit einer ex vivo
(in vitro)-Behandlung von Blut im Vergleich zu einer in
vivo-Behandlung mit demselben Mittel. Die Figur
zeigt auch eine geringflgige Variation zwischen Pro-
ben von verschiedenen Subjekten, was eine interper-
sonelle Variabilitat widerspiegelt. Es wird eine Grup-
pe von vierzehn Bestandteilen bereitgestellt. Der
Grundlinien-Profildatensatz ist von unbehandeltem
Vollblut von dem Subjekt gleicher Abstammung ab-
geleitet.

[0042] Fig. 16 eine Balkengrafik mit einer logarith-
mischen Y-Achse ist, die eine grafische Darstellung
kalibrierter Profildatensatze fir Vollblut zeigt, wobei
sich ein kalibrierter Datensatz auf (a) 2 Subjekte be-
zieht, die in vivo drei Tage lang mit einem inaktiven
bzw. wirkungslosen Placebo und (b) 3 Tage lang mit
aktivem bzw. wirksamem Prednisolon bei 100
mg/Tag behandelt wurden. Der Datensatz zeigt eine
gewisse Variation zwischen Proben von unterschied-
lichen Subjekten, die mit demselben Arzneimittel be-
handelt wurden. Die Datenséatze demonstrieren eine
Ahnlichkeit der Reaktionen (ber dieselben Genorte
sowie eine quantitative Variation an anderen Orten,

was eine quantifizierbare interpersonelle Variation
nahelegt. Es wird eine Gruppe von acht Elementen
bereitgestellt. Der Grundlinien-Profildatensatz ist von
unbehandeltem Vollblut abgeleitet.

[0043] Fig. 17 eine Balkengrafik mit logarithmischer
Y-Achse ist, die eine grafische Darstellung kalibrierter
Prazisionsprofildatensatze fur zwei Proben zeigt, die
von einem einzigen Subjekt innerhalb einer Periode
von 19 Tagen genommen wurden, wobei eine Grup-
pe (z.B. eine Entziindungsgruppe) von 24 Elementen
verwendet wurde, wobei jedes Element einem einzig-
artigen Genort entspricht. Der Grundlinien-Profilda-
tensatz bezieht sich auf Peripherblut, das von dem
Subjekt vor der Behandlung genommen wurde.,

[0044] Fig. 18 (a bis e) Balkengrafiken mit einer lo-
garithmischen Achse sind, die eine grafische Darstel-
lung kalibrierter Profildatensatze fir jeweils 5 Subjek-
te, von denen eine Blutprobe genommen wurde, zei-
gen. Jede der Blutproben wurde fiir eine Dauer von 4
h ex vivo (in vitro) dem Entziindungsmittel Phytoha-
magglutinin (PHA) oder einem therapeutischen Mittel
(entziindungshemmenden Mittel) in unterschiedli-
chen Konzentrationen: 0,1 uyM, 0,3 pM, 1 pM, 3 pM
und 5 M ausgesetzt, um die optimale Dosis zur Be-
handlung des Subjekts zu bestimmen. Es wurde eine
Gruppe von 6 Bestandteilen, die 6 Genorten entspra-
chen, verwendet. Der Grundlinien-Profildatensatz
war die von dem Donor gleicher Abstammung erhal-
tene unbehandelte Probe.

[0045] Fig. 19 eine Balkengrafik mit einer logarith-
mischen Achse ist, die eine grafische Darstellung ka-
librierter Profildatensatze fiir 3 verschiedene Subjek-
te mit verschiedenen biologischen Zustanden zeigt,
wobei eine Gruppe mit 24 Bestandteilen verwendet
wird. Die Profildatensatze zeigen Variabilitdt geman
den Zustanden, wobei sie die Basis flr eine diagnos-
tische Signaturgruppe liefern. (a) zeigt einen kalib-
rierten Profildatensatz fir einen Raucher gegen eine
Grundlinie fur einen Nichtraucher. (b) zeigt einen ka-
librierten Profildatensatz fir ein Subjekt mit chroni-
scher obstruktiver Lungenerkrankung gegen eine
Grundlinie fur ein Subjekt ohne diese Erkrankung.
Der Grundlinien-Profildatensatz ist von einem Sub-
jekt abgeleitet, das bezuglich dieser Zustande ,nor-
mal" ist.

[0046] Fig. 20 veranschaulicht, dass individuelle
Reaktionen von einer dhnlich behandelten Populati-
on unterschieden werden kdénnen. Es wird ein Ver-
gleich der Reaktion eines einzelnen Tiers, verglichen
mit seiner experimentellen Kohorte (n = 5 Tiere), be-
zuglich eines einzigen Orts (GST-P) bereitgestellt.
Der Grundlinien-Datensatz ist der Kohortendurch-
schnitt. Die Figur zeigt, dass dieses Tier in den ersten
zwei Tagen der Studie signifikant von dem taglichen
Populationsdurchschnitt abwich, aber im Verlauf der
Zeit nach der Behandlung mit Acetaminophen dem
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Kohortendurchschnitt ahnlicher wurde.

[0047] Fig. 21 eine Balkengrafik mit einer logarith-
mischen Achse ist, die eine grafische Darstellung ka-
librierter Profildatensatze fiir Blutproben, die ex vivo
mit LPS oder mit LPS und einem von drei entzin-
dungshemmenden pflanzlichen Mitteln (Echinacea,
Arnica oder sibirischer Ginseng) in einer Konzentrati-
on von 200 p g/ml behandelt wurden, zeigt. Es wird
eine Gruppe von 24 Bestandteilen verwendet. Der
Grundlinien-Profildatensatz ist von LPS-stimulierten
Zellen ohne eine pflanzliche Behandlung abgeleitet.
Die Figur veranschaulicht die Wirksamkeit der Ver-
wendung des kalibrierten Prazisionsprofils zur Unter-
suchung der Gesamtwirkungen komplexer Verbin-
dungen wie Nutrazeutika, deren biologische Wirkung
eine Aufsummierung von mehr als einer Aktivitat ist.
In diesem Fall wird jedes der Pflanzenmittel als ein
Immunostimulans konsumiert, die kalibrierten Prazi-
sionsprofile offenbaren jedoch ein einzigartiges Mus-
ter, das eine Mischung von sowohl immunstimulie-
renden als auch entzindungshemmenden Wirkun-
gen zeigt.

[0048] Fia. 22 eine Balkengrafik mit einer logarith-
mischen Achse ist, die eine grafische Darstellung ka-
librierter Profildatensatze fiir Blutproben, die ex vivo
mit LPS oder mit LPS und Methylprednisolon oder mit
LPS und Arnika behandelt wurden, zeigt. Der Grund-
linien-Profildatensatz ist eine LPS-behandelte Blut-
probe.

[0049] Fia. 23 eine Balkengrafik mit einer logarith-
mischen Achse ist, die eine grafische Darstellung ka-
librierter Profildatensatze fir Proben von THP-1-Zel-
len, die mit LPS oder mit LPS und Arnika in drei un-
terschiedlichen Konzentrationen behandelt wurden,
wobei eine Gruppe von 22 Bestandteilen verwendet
wurde, zeigt. Der Grundlinien-Profildatensatz ist un-
behandelte THP-1-Zellen. Die Figur veranschaulicht
eine Konzentrationsantwort bezliglich der Genex-
pression Uber das kalibrierte Profil.

[0050] FEia. 24 eine Balkengrafik mit einer logarith-
mischen Achse ist, die eine grafische Darstellung ka-
librierter Profildatensatze fir Proben von THP-1-Zel-
len, die ex vivo mit vier verschiedenen Handelsmar-
ken von Echinacea behandelt wurden, wobei eine
Gruppe von 8 Bestandteilen verwendet wurde, zeigt.
Der Grundlinien-Profildatensatz ist unbehandelte
THP-1-Zellen.

[0051] Fig. 25 die Verwendung des kalibrierten Pro-
fils zum Vergleichen der relativen Wirksamkeit Gber
die Marken oder unterschiedlicher Formulierungen
veranschaulicht. Kalibrierte Profildatensatze fur
pflanzliche Praparate von unterschiedlichen Herstel-
lerquellen bezuglich einer Indikator-Monozyten-Zellli-
nie (THP-1) sind grafisch gezeigt, wobei der Grundli-
nien-Profildatensatz THP-1-Zellen ohne das pflanzli-

che Mittel sind. (a) Drei kommerzielle Echin-
acea-Pflanzenpraparate mit 250 (pg/ml); (b) Drei
Pflanzenpraparate mit unterschiedlichen Konzentra-
tionen (250 pg/ml, 50 pg/ml und 3-10 pg/ml); (c) vier
kommerzielle Echinacea-Marken mit 250 pg/ml).

Genaue Beschreibung spezifischer Ausflihrungsfor-
men

[0052] Die folgenden Begriffe, wie sie in dieser Be-
schreibung und den begleitenden Anspriichen ver-
wendet werden, sollen die angegebenen Bedeutun-
gen haben, es sei denn, der Zusammenhang erfor-
dert etwas anderes:

Eine ,Sammlung von Zellen" ist ein Satz von Zellen,
wobei der Satz mindestens einen Bestandteil hat.

[0053] Eine ,Population von Zellen" umfasst eine
oder mehrere Zellen. Eine Population von Zellen
kann sich auf Zellen in vivo oder auf in vitro-Kulturen
beziehen. In vitro-Kulturen kénnen Organkulturen
oder Zellkulturen umfassen, wobei Zellkulturen pri-
mare Zellkulturen oder Fortsetzungs-Zellkulturen eu-
karyotischer oder prokaryotischer Zellen sein kon-
nen. Zelllinien kdnnen Primarkulturen oder Zellpro-
ben, z.B. von einem Tumor, aus Blut oder einer Blut-
fraktion, oder Biopsie-Explantate von einem Organ
sein, oder sie kdnnen geschaffene Zelllinien oder mi-
krobielle Stamme sein.

[0054] Eine ,Region des Subjekts", aus der Proteine
erhalten werden, kann (muss aber nicht) derselbe
Teil des Subjekts sein, woraus eine Sammlung von
Zellen oder eine Population von Zellen erhalten wur-
de. Die Zellen und die Proteine kdnnen beispielswei-
se beide aus Blut des Subjekts erhalten werden. Al-
ternativ kdbnnen beispielsweise die Zellen aus Blut er-
halten werden, und die Proteine kdnnen durch Ab-
schaben von Gewebe erhalten werden, oder umge-
kehrt. In ahnlicher Weise kénnen die Proteine bei-
spielsweise aus dem Urin des Subjekts erhalten wer-
den, wahrend die Zellen von woanders erhalten wer-
den kénnen, wie beispielsweise aus Blut.

[0055] Eine ,Gruppe" von Genen ist ein Satz von
Genen, der mindestens zwei Bestandteile enthalt.

[0056] Ein ,normativer" Zustand eines Subijekits,
dem eine Zusammensetzung verabreicht werden
soll, bedeutet den Zustand eines Subjekts vor der
Verabreichung, selbst wenn es sich ergibt, dass das
Subjekt unter einer Krankheit leidet.

[0057] Eine ,Expression" eines Gens umfasst das
Genprodukt, ob Boten-RNA oder Protein, das sich
aus der Translation der Boten-RNA ergibt.

[0058] Eine ,grofle Anzahl" von Datensatzen auf
der Basis einer gemeinsamen Gruppe von Genen ist
eine Anzahl von Datensatzen, die ausreichend grof}
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ist, um zu erlauben, dass eine statistisch signifikante
Schlussfolgerung beziglich eines Falls eines Daten-
satzes auf der Basis derselben Gruppe gezogen wer-
den kann.

[0059] Ein ,biologischer Zustand" eines Subjekts ist
der Zustand des Subjekts in einem einschlagigen Be-
reich, der sich unter Beobachtung befindet, und ein
derartiger Bereich kann irgendeinen Aspekt des Sub-
jekts, der hinsichtlich einer Zustandsveranderung
Uberwacht werden kann, umfassen, wie Gesundheit,
Krankheit einschlieB3lich Krebs; Trauma; Alterung; In-
fektion; Gewebedegeneration; Entwicklungsschritte;
physische Fitness; Fettsucht oder Stimmung. Wie zu
sehen ist, kdnnen die Zustande chronisch oder akut
oder einfach voribergehend sein. Darlber hinaus
kann ein angepeilter biologischer Zustand uberall in
dem Organismus oder der Population von Zellen ma-
nifest sein, oder er kann auf ein spezifisches Organ
(wie Haut, Herz, Auge oder Blut) beschrankt sein.
Der Begriff ,biologischer Zustand" umfasst einen
~physiologischen Zustand".

[0060] Die ,Blindverabreichung" eines Mittels, das
aus einer Zusammensetzung oder einem Placebo
ausgewahlt wird, an ein Subjekt bei einer klinischen
Erprobung umfasst die Verabreichung der Zusam-
mensetzung oder des Placebos an das Subjekt nach
einem Protokoll, wonach das Subjekt nicht weil3, ob
die verabreichte Substanz die Zusammensetzung
oder ein Placebo ist.

[0061] Ein ,Organismus" ist eine beliebige lebende
Zelle einschliellich Mikroorganismen, Tieren und
Pflanzen. Ein Tier ist in diesem Zusammenhang ge-
wohnlich ein Saugetier, kann aber auch ein Wirbel-
tier, das kein Saugetier ist, wie z.B. ein Zebrafisch,
oder ein wirbelloses Tier, wie z.B. Caenorhabditis
elegans, sein.

[0062] Ein ,Mittel" ist eine Zusammensetzung oder
ein Stimulus. Ein ,Stimulus" bzw. ,Stimulans" kann
beispielsweise Ultraviolett A oder B, oder Lichtthera-
pie fur jahreszeitlich bedingte Depression, oder eine
Behandlung von Psoriasis mit Psoralen oder eine Be-
handlung von Melanomen mit eingebettetem radio-
aktivem Seed, andere Strahlungsexposition, etc.,
umfassen. Eine ,Zusammensetzung" umfasst eine
chemische Verbindung, ein Nutrazeutikum, eine
Kombination von Verbindungen oder ein komplexes
Gemisch.

[0063] Ein klinischer Indikator" ist irgendein physio-
logisches Datenelement, das alleine oder in Verbin-
dung mit anderen Daten zur Beurteilung des physio-
logischen Zustands einer Sammlung von Zellen oder
eines Organismus verwendet wird. Dieser Begriff um-
fasst vorklinische Indikatoren.

[0064] Eine ,Signaturgruppe" istirgendeine Gruppe,

die eine Unterklasse von Bestandteilen reprasentiert,
wobei die Unterklasse von Bestandteilen entspre-
chend dem relativ hohen Informationsniveau bezlg-
lich eines biologischen Zustands, das von jedem Ele-
ment des Datensatzes vermittelt wird, ausgewahlt
wird.

[0065] Ein ,verschiedener RNA- oder Protein-Be-
standteil" bzw. ,gesonderter RNA- oder Protein-Be-
standteil" in einer Gruppe von Bestandteilen ist eine
Gruppe, die RNA und/oder Protein umfasst, und je-
der Bestandteil der Gruppe ist verschieden.

[0066] Die vorliegende Erfindung umfasst die Er-
stellung kalibrierter Datenséatze, die einen biologi-
schen Zustand oder eine Wirkung eines Mittels auf
einen biologischen Zustand beschreiben. Ein kalib-
rierter Datensatz reprasentiert einen Satz von Wer-
ten, die Variationen in der Genexpression entspre-
chen, wobei die Variationen informativ sind. Dieser
Weg erfordert nicht eine umfassende Analyse der ge-
samten Genexpression in Zielzellen, die mit einem
bestimmten Zustand in Zusammenhang steht. Eben-
so wenig ist irgendein einzelner Genort notwendiger-
weise von besonderer Signifikanz. Vielmehr wird
nach einem Variationsmuster (einem Profil) gesucht,
das in einer reproduzierbaren Weise mit einem be-
stimmten Zustand korreliert. Es kann sein, dass es
kein apriori-Wissen von einer Korrelation gibt, son-
dern vielmehr kann eine Korrelation geschaffen wer-
den durch Auswerten einer Gruppe von Bestandtei-
len vernlnftiger GréRe (beispielsweise bis zu 100 Be-
standteilen) und wiederholtes Testen der Genexpres-
sionsprofile fir verschiedene Subjekte oder fir das-
selbe Subjekt, von denen die informativsten Orte flur
einen bestimmten Zustand ausgewahlt werden kon-
nen. Es kann eine informative Untergruppe von Be-
standteilen in einer Gruppe, die flir einen bestimmten
Zustand Ubereinstimmend variieren, ausgewahlt wer-
den, und diese Untergruppe kann dann die Signatur-
gruppe werden, wobei die Signaturgruppe zu einem
Signaturprofil fuhrt.

[0067] In weiteren Ausfiihrungsformen der Erfin-
dung kann irgendein beliebiger kalibrierter Datensatz
fur ein Individuum, der mehr Elemente hat als eine
einzige Signaturgruppe widerspiegelt, hinsichtlich ka-
librierter Profile, die zusatzlichen Signaturgruppen
entsprechen, durchforstet werden, wodurch mdgli-
cherweise neue Einsichten in Wirkungsmechanis-
men eines biologischen Zustands auf Gensatze be-
reitgestellt werden. Die Messung von Veranderungen
in transkribierter RNA in einer Zelle als ein Ergebnis
einer Umweltveranderung oder von Altern ist ein du-
Rerst empfindliches Mal fiir die Reaktion einer Zelle.
Heute verfligbare Techniken zum Quantifizieren tran-
skribierter RNA in einer Zelle vergréRern die Emp-
findlichkeit des Wegs. Die bevorzugten Ausfihrungs-
formen der Erfindung, die auf Veranderungsmuster in
Mengen an transkribierter RNA gerichtet sind, stellen
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ein Mittel zum Fokussieren auf und Interpretieren von
dieser reichhaltigen Information bereit.

[0068] Im Gegensatz zu dem obigen Weg wurde im
Stand der Technik der Sequenzierung des menschli-
chen Genoms und der Identifizierung aller darin co-
dierten Gene viel Aufmerksamkeit gewidmet. In Be-
gleitung der wachsenden Menge an Sequenzdaten
schaffen Mikroarrays ein Mittel zur Untersuchung
tausender Gensequenzen auf Mutationen. Mikroar-
rays werden verwendet, um DNA-Profile bereitzustel-
len, die Mutationen bei einem Individuum identifizie-
ren, und jene Mutationen werden mit Vorhersagen
beziglich einer Krankheit bei jenen Individuen in Zu-
sammenhang gebracht. Nun sind Transkriptomik und
Proteomik der Brennpunkt wachsender Aufmerksam-
keit. Diese Studien sind auf die Analyse des gesam-
ten Kérpers von RNA und Protein, die von lebenden
Zellen erzeugt werden, gerichtet. Mikroarrays stellen
ein Verfahren zum Analysieren vieler tausend unter-
schiedlicher menschlicher RNAs daraufhin, ob sie
exprimiert werden und von welchen Zellen, bereit.
Beispielsweise hat ein Projekt, das von dem nationa-
len Krebsinstitut und anderen unternommen wurde,
um von verschiedenen Arten von Krebszellen er-
zeugte mRNAs zu untersuchen, 50.000 Gene offen-
bart, die bei einer oder bei mehreren Krebsarten aktiv
sind. Das Ziel dieser Studien ist, neue Krebs-Arznei-
mittel zu identifizieren, die auf das Ausschalten oder
auf die Steigerung der Produktion bestimmter Protei-
ne gerichtet sind (Kathryn Brown, The Human Geno-
me Business Today, Scientific American, July 2000,
Se. 50; Julia Karow, The ,Other" Genomes, Scientific
American, July 2000, S. 53; Ken Howard, "The Bioin-
formaties Gold Rusen, Scientific American, July
2000; S. 58; Carol Ezzell, Beyond the Human Geno-
me, Scientific American, July 2000, S. 64; alle durch
Bezugnahme aufgenommen). Gré3ere Bemuhungen
zur Korrelierung der genetischen Variation von Indivi-
duen und der funktionellen Wechselbeziehungen von
Genen bei Gesundheit und Krankheit werden in einer
Vielfalt von Konsortien, einschliellich dem Single Nu-
cleotide Polymorphism Consortium (Einzelnucleo-
tid-polymorphismus-Konsortium) und dem Human
Epigenome Consortium (menschliches Epige-
nom-Konsortium) (Beck et al. Nature BioTechnology
17 (1999) S. 1144) durchgefiihrt. Das Epige-
nom-Konsortium plant, Satze von Genom-Fragmen-
ten sowohl von gesunden als auch von erkrankten In-
dividuen in den 500 unterschiedlichen menschlichen
Geweben zu analysieren (Bioworld International: 22.
Dezember, 1999). Dieser Weg trachtet danach, die
absolute Expression von Genen, die mit einem be-
stimmten Zustand verbunden ist, mit dem Vorliegen
jenes Zustands zu korrelieren. Beispiele fur Stand
der Technik, der danach trachtet, Genexpression in
absoluten Mengen zu messen, einschlieBlich durch
subtraktive Verfahren oder durch Bestimmung der
Mengen im Hinblick auf Haushaltungsgene oder
durch Anpeilen eines einzigen Genexpressionssys-

tems sind US 5 643 765; US 5 811 231; US 5 846
720; US 5 866 330; US 5968 784; US 5994 076; WO
97/41261; WO 98/24935; WO 99/11822; WO
99/44063; WO 99/46403; WO 99/57130; WO
00/22172 und WO 00/11208.

[0069] Wir haben einen unterschiedlichen und neu-
en Weg zu dem Obigen eingeschlagen, indem wir re-
produzierbare Variationsmuster der Genexpression,
die vermittels des Variationsgrads zwischen einer
Probe und einer Grundlinie, beispielsweise einem
Subjekt mit dem Zustand und dem Subjekt ohne den
Zustand, informativ sind, identifizieren. Die Variatio-
nen kdénnen mit anderen nicht-genetischen Anzei-
chen, wie klinischen Indikatoren (fir Menschen) einer
traditionellen Natur korreliert sein, mussen aber nicht
per se ursachlich sein. Dementsprechend wird die
Menge an Genexpressionsprodukt (beispielsweise
RNA-Transkript), die von einem Genort in einer Zelle
unter bestimmten Umstanden produziert wird, ge-
messen und dann als ein Wert in einem ersten Profil-
datensatz gespeichert. Dieser Wert wird kalibriert be-
zuglich eines zweiten Werts (eines Grundlinien-Pro-
fildatensatzes), um ein Element eines kalibrierten
Profildatensatzes bereitzustellen. Die fur den Profil-
datensatz aufgezeichneten Werte, die sich auf einen
bestimmten Grundlinien-Datensatz stutzen, um ei-
nen kalibrierten Datensatz zu erzeugen, werden Teil
des beschreibenden Verzeichnisses, wobei irgendei-
ner oder alle in einer Datenbank gespeichert werden
kénnen, auf die Uber ein globales Netzwerk zugegrif-
fen werden kann, so dass irgendwelche beliebigen
neuen Daten in der Form eines Profildatensatzes
oder eines kalibrierten Profildatensatzes, die an ir-
gendeinem globalen Standort gemessen werden, di-
rekt mit einem Archiv beschreibender Verzeichnisse,
wozu kalibrierte Profildatensatze und Grundlini-
en-Datensatze gehdren, verglichen werden kénnen,
um die gespeicherte Bibliothek von Profilen zu erwei-
tern und Vorhersagedaten oder diagnostische Daten
Uber einen bestimmten biologischen Zustand oder
ein bestimmtes biologisches Mittel bereitzustellen.

[0070] Wir haben die Verwendung ausgewahiter
Gruppen von Bestandteilen, die Genorten entspre-
chen, von denen eine quantitative Genexpression
gemessen wird, indem beispielsweise die transkri-
bierte RNA in einer Probe eines Subjekts quantitativ
gemessen wird, beispielhaft fur Anwendungen veran-
schaulicht, die umfassen: (a) Messung der therapeu-
tischen Wirksamkeit natirlicher oder synthetischer
Zusammensetzungen oder Stimulantien, die einzeln
oder in Kombinationen oder Gemischen fur einen Be-
reich angepeilter physiologischer Zustande formuliert
werden kdnnen; (b) Vorhersagen toxikologischer Wir-
kungen und der Dosis-Wirksamkeit einer Zusam-
mensetzung oder eines Gemisches von Zusammen-
setzungen fir ein Individuum oder in einer Populati-
on; (¢) Bestimmung, wie zwei unterschiedliche Mittel,
die in einer einzigen Behandlung verabreicht werden,
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miteinander Wechselwirken kdnnten, um irgendeine
synergistische, additive, negative, neutrale oder toxi-
sche Aktivitat festzustellen; (d) Durchfihrung vorklini-
scher und klinischer Erprobung bzw. Versuche durch
Bereitstellung neuer Kriterien zur Vorauswahl von
Subjekten gemaly informativer Profildatensatze zur
Offenbarung des Krankheits-Status, und Durchfih-
rung vorangehender Dosisstudien fir diese Patien-
ten vor der Durchfiihrung von Versuchen der Phase
1 oder 2. Genexpressions-Profilierung kann verwen-
det werden, um die Kosten klinischer Versuche der
Phase 3 zu verringern, und kann Uber Versuche der
Phase 3 hinaus verwendet werden; (e) Indizierung fur
zugelassene Arzneimittel; (f) Auswahl einer geeigne-
ten Medikation in einer Klasse von Medikationen fir
einen bestimmten Patienten, die auf ihre einzigartige
Physiologie gerichtet ist; (g) Diagnostizieren oder Be-
stimmen einer Prognose fur einen medizinischen Zu-
stand oder eine Infektion, die dem Einsetzen von
Symptomen vorangehen kann, oder alternativ Diag-
nostizieren schadigender Nebenwirkungen, die mit
der Verabreichung eines therapeutischen Mittels ver-
bunden sind; (h) Bewerkstelligen der Gesundheits-
fursorge fur einen Patienten; und (e) Qualitatskontrol-
le fUr verschiedene Chargen eines Mittels oder eines
Gemisches von Mitteln.

Das Subjekt

[0071] Die Verfahren hierin kdnnen auf ein Subjekt
angewendet werden, das einen beliebigen lebenden
Organismus umfasst, wobei ein lebender Organis-
mus einen Prokarioten wie ein Bacterium oder einen
Eukarioten einschliellich einzelliger eukariotischer
Organismen an einem Ende des Spektrums und
Menschen am anderen Ende und alles, einschlief3-
lich Pflanzen, dazwischen umfasst. Die Figuren be-
treffen kalibrierte Profildatensatze, die von Menschen
und Saugetieren erhalten werden. Dennoch kénnen
die hier offenbarten Verfahren ohne das Erfordernis
unangemessener Experimente von einem Durch-
schnittsfachmann auf Zellen anderer Organismen
angewendet werden, weil alle Zellen RNA transkri-
bieren und es in der Technik bekannt ist, wie RNA
aus allen Arten von Zellen zu extrahieren ist.

[0072] Eine Gewebeprobe kbnnte eine einzige Zelle
oder mehrere Zellen oder Fragmente von Zellen ent-
halten. Koérperflissigkeit umfasst Blut, Urin, Spinat-
flissigkeit, Lymphe, Schleimhaut-Absonderungen,
Hamolymphe oder irgendeine andere in der Technik
fur ein Subjekt bekannte Korperflissigkeit. Fir ein
tierisches Subjekt kann eine Gewebe- oder Flissig-
keitsprobe mittels eines Biopsienadel-Aspirats, einer
Spulungsprobe, Ausschabungen und chirurgischer
Eréffnungen oder anderer in der Technik bekannter
Mittel erhalten werden.

Gruppen

[0073] Schritte beim Auswahlen von Bestandteilen
in einer Gruppe umfassen das Durchsuchen o6ffent-
lich zuganglicher medizinischer Literatur hinsichtlich
RNA oder Proteinen oder Satzen von RNAs oder
Proteinen, die direkt oder indirekt mit einem bestimm-
ten biologischen Zustand variieren. Es kann eine
Gruppe ausgewahlt werden, die bis zu 100 Bestand-
teilen enthalt. Gemal dem zu untersuchenden Zu-
stand mag nur ein kleiner Untersatz der Gruppenbe-
standteile informativ sein. Bei der Bestimmung der
Zugehdrigkeit der Gruppe von Genen ist es nicht not-
wendig, dass die Gruppe eine erschopfende Auswahl
ist. Vielmehr ist es erwlinscht, von der Gruppe ein Ex-
pressionsprofil zu erhalten, das Gbereinstimmend be-
zuglich des angepeilten physiologischen oder biolo-
gischen Zustands unterscheidet. Dariber hinaus
wird eine Gruppe nicht notwendigerweise entspre-
chend einem erwarteten Genexpressionsprofil in Zel-
len, die auf eine biologische Wirkung direkt anspre-
chen, ausgewahlt. Beispielsweise kann eine mit dem
Lebermetabolismus zusammenhangende Genex-
pression in einer Blutprobe analysiert werden. Die
Fig. 20 und Fig. 22 stellen kalibrierte Profile von Voll-
blut, das mit pflanzlichen Mitteln unter Verwendung
von Markern fir den Lebermetabolismus behandelt
wurde, bereit.

[0074] Die Anzahl an Bestandteilen in einer Gruppe
kann variieren. Gemaf den unten angegebenen Bei-
spielen werden Gruppen von bis zu 24 Genen zur Be-
urteilung von Expressionsstarken ausgewahlt. Ob-
wohl eine Gruppe 100 Bestandteile gro3 sein kann,
ist es fur eine bestimmte Gruppe wiinschenswert,
nicht mehr als 24 Bestandteile, genauer weniger als
12 Bestandteile, zu haben. Beispielsweise wurden
Untersatze von nicht mehr als 8 Genen verwendet,
die von einer grofReren Gruppe abgeleitet werden
kénnen, die aber ausreichend informativ sind, um
eine Unterscheidung zu bewirken. Die Anzahl an Be-
standteilen in einer Gruppe, fir die eine Expression
Uberwacht wird, kann in Abhangigkeit von dem Zu-
sammenhang in breitem Umfang variieren. Beispiels-
weise beschreibt Fig. 1 eine Datengewinnung aus in
vitro-Zellkultur- und aus Tiertoxikologie-Studien, die
die Expression von etwa 25 bis 100 oder mehr Genen
umfasst. Im Gegensatz dazu umfasst die Auswahl
von Markern oder Surrogat-Markern beispielsweise 3
bis 100 Gene, bevorzugt 5 bis 50 oder 5 bis 25 Gene,
die zu analysieren sind, aus in klinischen Studien er-
haltenen Proben. Auf diese Weise kénnen Marker
oder Surrogat-Marker mit Vorhersagewert fir einen
medizinischen Zustand, wie eine genetische Pradis-
ponierung, eine Reaktion auf ein therapeutisches
Mittel, einen entziindlichen Zustand oder eine Infekti-
on, etc., identifiziert werden, und es kénnen kumula-
tiv groRere Populationen erhalten werden, um die
Korrelierungen zu verfeinern. Dann kann fiir ein indi-
viduelles Subjekt unter Verwendung einer kleinvolu-
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migen Blutprobe ein Gesundheitsprofil erstellt wer-
den. Die Blutprobe kann hinsichtlich Expressionspro-
fildaten von etwa 100 bis 500 Genen, die Marker oder
Surrogat-Marker fir eine Anzahl medizinischer Zu-
stande aufweisen (Fig. 1: rechtes Feld) analysiert
werden. Gruppen variierender Gré3en kénnen ver-
wendet werden, wie erforderlich, und nachfolgende
Verfeinerungen in der Methodik kénnen zu einer Aus-
wahl von Untersatzen mit Gruppen von bis zu 15 Ge-
nen oder 12 Genen oder nur 6, 5, 4 oder 3 Genen fih-
ren.

[0075] Es ist beabsichtigt, dass ein beliebiger ein-
zelner biologischer Zustand durch eine Signaturgrup-
pe mit einer kleinen Anzahl hochgradig informativer
Bestandteile, die ein kalibriertes Signaturprofil (auch
als ein Fingerabdruck bezeichnet) bereitstellen, be-
schrieben werden kann. Das Vorliegen hochgradig
informativer Orte wird in mehreren der begleitenden
Figuren demonstriert. Beispielsweise schien in
Fig. 11(a) 1l-2, 1I-4 und 1I-5 hochgradig informativ zu
sein. Hochgradig informative Bestandteile in Fig. 21
umfassen die Interleukine. Die Signaturgruppe kann
ein Signaturprofil oder einen Fingerabdruck, der aus-
reichend unempfindlich ist, um als ein Standard beim
Beschreiben eines bestimmten biologischen Zu-
stands oder einer Wirkung eines bestimmten Mittels
auf einen biologischen Zustand zu dienen, bereitstel-
len.

[0076] Zu Zwecken der Veranschaulichung einer Si-
gnaturgruppe wurden Bestandteile einer Gruppe zur
Messung von Entzindung bereitgestellt, die bezig-
lich eines bestimmten biologischen Zustand informa-
tiv sind. Beispielsweise haben wir eine Gruppe fir
Entzindungen, die 6 Bestandteile — II-1a, 1I-6, 1I-8,
[I-18, GMCSF und IFN-g in Fig. 18(a) bis (e) hat, ver-
wendet, um die Reaktion von 5 Subjekten auf variie-
rende Konzentrationen an Arzneimitteln zu bestim-
men. Diese Gruppe von Bestandteilen ist ein Unter-
satz einer groReren Gruppe von entziindungsbezo-
genen Genorten, wie in Eig. 19a und Fig. 19b ge-
zeigt, wo die entziindliche Gruppe llI-a, ll-b, 11-2, 1I-3,
-4, 1-6, 1-7, 1-8, 1I-10, [-12p40, 11-15, 11-18,
GM-CSF, Ifn-gamma, TGF-b, cox-2, ICE, MMP-9,
ICAM, TNF-a und TNF-b umfasst. Der Untersatz von
Bestandteilen wurde auf der Basis der bezliglich des
biologischen Zustands gesuchten Information ausge-
wahlt.

[0077] AusflUhrungsformen der Erfindung stellen
Beispiele flir mindestens vier unterschiedliche Grup-
pen, die getrennt oder zusammen verwendet werden
kdnnen, bereit. Diese Gruppen sind eine Entzin-
dungsgruppe (TNF-a, Il-1b, ICAM, I1I-8, II-10,
[1-12p40, ICE, cox-2, cox-1 und mmp-3), eine Zell-
wachstums- und Zelldifferenzierungs-Gruppe (c-fos,
c-jun und STAT3), eine Toxizitatsgruppe (SOD-1,
TACE, GR, HSP70, GST, c-fos, c-jun, INOS) und eine
Lebermetabolismus-Gruppe (INOS, cyp-a und u-pa).

Andere Gruppen umfassen Hautreaktions- oder Pro-
statakrebs- oder endotheliale/cardiovaskulare Reak-
tions-Gruppen oder Zellwachstums- oder Zelldiffe-
renzierungs- oder Lebermetabolismus-Gruppen. Die
obigen Gruppen sollen nicht beschrankend sein,
wenn sie auch als Beispiele angegeben werden.

Genexpression

[0078] Zur Messung der Menge einer bestimmten
RNA in einer Probe wird transkribierte RNA aus einer
Probe extrahiert und bezlglich eines Bestandteils ei-
ner Gruppe quantifiziert. RNA wird aus einer Probe
wie Gewebe, Korperflissigkeit, oder Kulturmedium,
worin eine Population eines Subjekts wachsen kénn-
te, extrahiert. Beispielsweise kbnnen Zellen aufgelost
und RNA in eine geeignete Ldsung, in der eine DNA-
se Reaktion auszufihren ist, eluiert werden. Dann
kann unter Verwendung einer reversen Transkriptase
eine Erststrang-Synthese durchgefiihrt werden.
Dann kann eine Gen-Amplifikation, spezieller quanti-
tative PCR-Assays, durchgefuhrt und das Gen von
interessierender GroRe gegen einen Marker wie
18SrRNA (Hirayama et al., Blood 92, 1998: 46-52)
kalibriert werden. Proben werden in mehreren Kopi-
en, beispielsweise vier Replikaten, gemessen. Die
relative Quantifizierung der mRNA wird durch den
Unterschied in Grenzwertzyklen zwischen dem Gro-
Renmarker und dem Gen von Interesse bestimmt. In
einer Ausfuhrungsform der Erfindung wird quantitati-
ve PCR unter Verwendung von Amplifikation, Repor-
termitteln und Geraten wie denen, die von PE Biosys-
tems (Foster City, CA) kommerziell geliefert werden,
durchgefiihrt. Bei einer gegebenen definierten Ampli-
fikationseffizienz von Targettranskripten kann der
Punkt (z.B. die Zykluszahl), an dem ein Signal von
der amplifizierten Targetmatrize nachweisbar ist, di-
rekt zu der Menge an spezifischem Botschaftstrans-
kript in der gemessenen Probe in Beziehung gesetzt
werden. In dhnlicher Weise kdnnen andere quantifi-
zierbare Signale wie Fluoreszenz, Enzymaktivitat,
Zersetzungen pro Minute, Extinktion, etc., wenn sie
mit einer bekannten Konzentration von Targetmatri-
zen korrelieren (z.B. einer Referenz-Standardkurve)
oder auf einen Standard mit begrenzter Variabilitat
normiert sind, verwendet werden, um die Menge an
Targetmatrizen in einer unbekannten Probe zu quan-
tifizieren.

[0079] Quantitative Genexpressionstechniken kon-
nen, obwohl sie nicht auf Amplifikationsverfahren be-
schrankt sind, Amplifikation des Targettranskripts
verwenden. Amplifikation der Targetmatrize kann
durch isotherme Genamplifikations-Strategien oder
durch Genamplifikation durch zyklische Temperatur-
wechsel wie PCR durchgeflihrt werden. Es ist win-
schenswert, eine definierbare und reproduzierbare
Korrelierung zwischen dem amplifizierten Target bzw.
Ziel oder Reporter und der Konzentration der Aus-
gangsmatrizen zu erhalten.
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[0080] Es ist in Auge gefasst, dass Techniken auf
dem Gebiet, die beispielsweise Mikrofluidik und
hochgradig empfindliche Marker verwenden, ermdg-
lichen, dass eine Quantifizierung von RNA direkt aus
einer einzigen Zelle oder einer aufgel0sten Zelle
stattfindet. Die Menge an flr irgendeinen bestimmten
Ort gemessenem Transkript ist ein Datenpunkt oder
Element des ersten Profildatensatzes fur eine be-
stimmte Gruppe.

[0081] GemalR Ausfihrungsformen der Erfindung
wird ein erster Profildatensatz von der Probe abgelei-
tet, wobei der erste Profildatensatz eine Mehrzahl
von Elementen enthalt, wobei jedes Element ein
quantitatives Mal} fur die Menge einer RNA ist, die
von einem Genort transkribiert wird, wobei der Gen-
ort ein Bestandteil in einer Gruppe von Bestandteilen
ist. Ein erster Profildatensatz kann aus einem quanti-
tativen Messen der Menge einer einzelnen RNA oder
eines einzelnen Proteins, das einem Genort ent-
spricht, erhalten werden. Die hier angegebenen Figu-
ren betreffen RNA. Das Verfahren kénnte jedoch un-
ter Verwendung von Proteinen angewendet werden,
wenn empfindliche quantitative Techniken zur Mes-
sung der Menge eines einzelnen Proteins in einer
Zelle verflgbar sind.

Grundlinien-Profildatenséatze

[0082] Die Analysen von Proben von einzelnen Indi-
viduen und von grof3en Gruppen von Individuen lie-
fern eine Bibliothek von Profildatensatzen, die eine
bestimmte Gruppe oder eine Reihe von Gruppen be-
treffen. Diese Profildatensatze kénnen als Verzeich-
nisse in einer Bibliothek zur Verwendung als Grundli-
nien-Profildatensatze gespeichert werden. Wie der
Begriff ,Grundlinie" nahelegt, dienen die gespeicher-
ten Grundlinien-Profildatensatze als Vergleichswerte
zur Schaffung eines kalibrierten Profildatensatzes,
der bezlglich eines biologischen Zustands oder Mit-
tels informativ ist. Es ist beabsichtigt, dass viele
Grundlinien-Profildatenséatze in Bibliotheken gespei-
chert und auf eine Anzahl von Querverweisarten
klassifiziert werden. Eine Form der Klassifizierung
koénnte sich auf die charakteristischen Eigenschaften
der Gruppen, von denen die Datensatze abgeleitet
sind, stutzen. Eine andere Form der Klassifizierung
kdnnte die Verwendung eines bestimmten biologi-
schen Zustands sein. Das Konzept des biologischen
Zustands umfasst einen beliebigen Zustand, in dem
sich eine Zelle oder eine Population von Zellen zu ir-
gendeiner Zeit befinden koénnte. Dieser Zustand
kdnnte die Geografie von Proben, das Geschlecht
der Subjekte oder irgendein anderes Unterschei-
dungskriterium widerspiegeln. Einige der Unterschei-
dungskriterien kdnnen sich tberlappen. Auf die Bibli-
otheken kdnnte auch hinsichtlich Verzeichnissen, die
mit einem einzelnen Subjekt oder mit einer bestimm-
ten klinischen Erprobung im Zusammenhang stehen,
zugegriffen werden. Die Klassifizierung von Grundli-

nien-Profildatensatzen kann auflerdem mit medizini-
scher Information Uber ein bestimmtes Subjekt, einen
medizinischen Zustand, ein bestimmtes Mittel, etc.,
kommentiert werden.

[0083] Die Wahl eines Grundlinien-Profildatensat-
zes zur Erzeugung eines kalibrierten Profildatensat-
zes steht in Beziehung zu dem biologischen Zustand,
der beurteilt, Gberwacht oder vorhergesagt werden
soll, sowie zu der beabsichtigten Verwendung der ka-
librierten Gruppe, z.B. zur Uberwachung von Arznei-
mittel-Entwicklung, Qualitatskontrolle oder anderen
Verwendungen. Es kénnte wiinschenswert sein, auf
Grundlinien-Profildatensatze von demselben Sub-
jekt, fur das ein erster Profildatensatz erhalten wurde,
oder von einem unterschiedlichen Subjekt zu variie-
renden Zeiten, Stimulans-Expositionen, Arzneimittel-
oder komplexe Verbindungen-Expositionen, zuzu-
greifen; oder sie kénnen von ahnlichen oder unahnli-
chen Populationen abgeleitet sein.

[0084] Der Profildatensatz kann von demselben
Subjekt stammen, flr das der erste Datensatz erhal-
ten wurde, wobei die Probe zu einer getrennten oder
ahnlichen Zeit, an einer unterschiedlichen oder ahnli-
chen Stelle oder in einem unterschiedlichen oder
ahnlichen physiologischen Zustand genommen wird.
Eig. 5 beispielsweise gibt ein Protokoll an, in dem die
Probe vor einer Stimulierung oder nach einer Stimu-
lierung genommen wird. Der von der unstimulierten
Probe erhaltene Profildatensatz kann als ein Grundli-
nien-Profildatensatz fiir die nach der Stimulierung ge-
nommene Probe dienen. Der Grundlinien-Datensatz
kann auch von einer Bibliothek abgeleitet sein, die
Profildatensatze einer Population von Subjekten, die
irgendeine abgrenzende charakteristische Eigen-
schaft oder einen abgrenzenden biologischen Zu-
stand haben, enthalt. Der Grundlinien-Profildaten-
satz kann auch irgendwelchen ex vivo- oder in vit-
ro-Eigenschaften, die mit einer in vitro-Zellkultur ver-
knupft sind, entsprechen. Die sich ergebenden kalib-
rierten Profildatensatze kénnen dann als ein Ver-
zeichnis in einer Datenbank oder Bibliothek (Fig. 6)
zusammen mit oder getrennt von der Grundlini-
en-Profildatenbank und optional dem ersten Profilda-
tensatz gespeichert werden, wenn auch der erste
Profildatensatz normalerweise in einen Grundlini-
en-Profildatensatz unter geeigneten Klassifizierungs-
kriterien inkorporiert wirde.

[0085] Ausgewahlte Grundlinien-Profildatensatze
kénnen auch als ein Standard verwendet werden,
nach dem Fabrikationspartien hinsichtlich Wirksam-
keit, Toxizitat, etc., zu beurteilen sind. Wenn die Wir-
kung eines therapeutischen Mittel gemessen wird,
kénnte der Grundlinien-Datensatz Genexpressions-
profilen, die vor der Verabreichung des Mittels ge-
nommen wurden, entsprechen. Wenn eine Qualitats-
kontrolle fir ein neu hergestelltes Produkt festgelegt
wird, kénnte der Grundlinien-Datensatz dem Gold-
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standard fur das Produkt entsprechen. Es kénnen je-
doch beliebige geeignete Normierungstechniken ver-
wendet werden. Beispielsweise wird ein Durch-
schnitts-Grundlinien-Profildatensatz aus authenti-
schem Material eines natirlich gewachsenen pflanz-
lichen Nutrazeutikum s erhalten und im Verlauf der
Zeit und uber unterschiedliche Partien verglichen, um
in Partien von Verbindungen, die zur Abgabe herge-
stellt wurden, GleichmaRigkeit oder fehlende Gleich-
mafigkeit zu demonstrieren.

Kalibrierte Daten

[0086] Ein kalibrierter Profildatensatz kann als eine
Funktion eines Elements eines ersten Profildatensat-
zes und eines entsprechenden Elements eines
Grundlinien-Profildatensatzes fir einen gegebenen
Genort in einer Gruppe beschrieben werden. Bei-
spielsweise kdnnen kalibrierte Profildatensatze ab-
geleitet werden durch Berechnen eines Verhaltnisses
der Menge an RNA, die fiir einen Gruppenbestandteil
in einer Zellprobe in einer Umwelt, die einen Einigriff
wie eine therapeutische Behandlung umfasst, oder
zu einer bestimmten Zeit transkribiert wird (erster
Profildatensatz), bezlglich der Menge an RNA, die
fur denselben Gruppenbestandteil in einer Zelle, die
sich in irgendeiner Weise von der Probe unterschei-
det, transkribiert wird (Grundlinien-Profildatensatz)
(Eig. 5 und Eig. 6). Wir haben gefunden, dass kalib-
rierte Profildatensatze in Proben, die wiederholt ge-
testet werden, reproduzierbar sind (Eig. 17). Wir ha-
ben auch gefunden, dass kalibrierte Profildatensatze,
die erhalten wurden, wenn Proben von einem Subjekt
ex vivo einer Verbindung ausgesetzt werden, kalib-
rierten Profildaten von einer Probe, die einer Probe in
vivo ausgesetzt wurde, vergleichbar sind (Fig. 14
und Fig. 16(a), (b)). Wir haben auch gefunden, dass
eine mit einem Mittel behandelte Indikator-Zelllinie
kalibrierte Profildatenséatze bereitstellen kann, die mit
denjenigen vergleichbar sind, die von in vivo- oder ex
vivo-Populationen von Zellen erhalten wurden
(Eig. 15). Dartber hinaus haben wir gefunden, dass
die Verabreichung einer Probe von einem Subjekt an
Indikatorzellen beziglich des biologischen Zustands
des Subjekts, einschlieRlich der Gesundheit, des
Krankheitszustands, therapeutischer Eingriffe, Alte-
rung oder Umweltreiz- oder Toxin-Exposition des
Subjekts, informative kalibrierte Profildatensatze lie-
fern kann (Fig. 25).

[0087] Eine bevorzugte Verwendung eines kalibrier-
ten Profildatensatzes ist, einen biologischen Zustand
eines Subjekts zu beurteilen. Dies kann zu Zwecken
der Diagnose oder der Prognose einer klinischen
Storung sein. Es ist wiinschenswert, einen kalibrier-
ten Datensatz zu erhalten, der einen Gesundheitszu-
stand oder alternativ einen Alters- oder Kdrpermas-
se-Zustand oder irgendeinen Zustand, in dem sich
ein einzelnes Subjekt befinden koénnte, beschreibt.
Beispielsweise kdnnte sich der biologische Zustand

auf die physische Aktivitat, die Kondition oder den
Trainingszustand, den Geisteszustand, einen Um-
weltfaktor wie Medikation, Ernahrung oder Geografie
oder eine Exposition beziehen, wobei die Exposition
Strahlung oder Umweltverschmutzung oder ein infek-
tidses Mittel, ein biologisches Toxin oder ein Umwelt-
toxin betrifft. Wenn die Gesundheit oder umgekehrt
eine klinische Stdérung beurteilt wird, kénnen kalib-
rierte Profildatensatze verwendet werden, um eine
Veranderung im Gesundheitszustand durch periodi-
schen oder regelmaRigen Vergleich von Profilen zu
Uberwachen; die Stérung kann ein komplexer Krank-
heitsprozess sein, an dem maoglicherweise mehrere
Gene beteiligt sind, wozu Entziindung, Autoim-
munkrankheit, degenerative Krankheit, Allergie, Ge-
fakkrankheit, Ischamie, Entwicklungskrankheit, Hor-
monstorungen und Infektionskrankheiten gehoren.
Die klinische Stérung kann auRerdem Arthritis, Asth-
ma, multiple Sklerose und Veranderungen im Bereich
der Menopause umfassen. Der biologische Zustand
kann ein System eines Subjekts beeinflussen, wozu
ein Atmungs-, Gefal-, Nerven-, Stoffwechsel-, Harn-,
Fortpflanzungs-, Struktur- und Immunsystem oder
ein anderer Stoffwechselzustand gehoéren. Die obi-
gen Beispiele fur einen biologischen Zustand sind zur
Veranschaulichung angegeben und sollen nicht be-
schrankend sein.

[0088] In ahnlicher Weise kénnen kalibrierte Profil-
datensatze verwendet werden, um die Reaktion ei-
nes Wirts auf ein infektidses Mittel zu Zwecken der
Identifizierung des infektidsen Mittels, der Beurtei-
lung der Dauer der Infektion, des Ausmales der Ex-
position, oder um therapeutische Entscheidungen zu
treffen, zu messen, zu Gberwachen oder vorherzusa-
gen.

[0089] Die Beurteilung der Aktivitdt eines Mittels
kann eine Reihe von kalibrierten Profilen erfordern.
Es wird hier gezeigt, dass kalibrierte Profildatensatze
verwendet werden kénnen, um die biologische Aktivi-
tat eines Mittels, das eine einzige Verbindung oder
eine komplexe Verbindung wie ein Nutrazeutikum
oder ein pflanzliches Mittel sein kann, zu beschrei-
ben. Das Mittel kann unter Verwendung von Indika-
torzellen, ex vivo-Zellpopulationen oder durch in vi-
vo-Verabreichung getestet werden. Diese Tests kon-
nen sich auf eine Reihe von Signaturgruppen oder er-
weiterten Gruppen fur unterschiedliche biologische
Zustande stutzen. Die sich ergebenden kalibrierten
Profile kbnnen dann verwendet werden, um von der
in vitro-Studie auf die wahrscheinliche in vivo-Aktivi-
tat zu schliefRen. Einsichten in die Toxizitat und in Wir-
kungsmechanismen kdénnen auch aus Kalibrie-
rungs-Profildatensatzen abgeleitet werden. Bei-
spielsweise glaubt man, dass die Pflanze Echinacea
sowohl immunstimulierende als auch entziindungs-
hemmende Eigenschaften hat, obwohl keine syste-
matisch gemessen wurde. Wir haben einen systema-
tischen Weg bereitgestellt, um die biologischen Akti-
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vitaten dieser und anderer Pflanzen bzw. Krauter zu
untersuchen. Wir untersuchten die angeblichen im-
munstimulierenden Eigenschaften der Pflanzen
durch Vergleichen der Wirkung einer Behandlung der
Indikator-Zelllinie THP-1 oder von Peripherblutzellen
mit dem Mittel mit unbehandelten Zellen. Unbehan-
delte Zellen umfassen mit LPS stimulierte unbehan-
delte Zellen. Unbehandelte Zellen wurden als ein
Grundlinien-Profildatensatz verwendet, um den Un-
terschied bei der Genexpression zwischen einem
Grundlinien-Profildatensatz und der experimentellen
Behandlung mit der Verbindung zu messen. Grundli-
nien-Profildatensatze umfassten eine einzige Probe
oder einen Durchschnittswert von einer Reihe von
Experimenten. Die sich ergebenden kalibrierten Pro-
fildatensatze konnten dann mit einer Bibliothek kalib-
rierter Profildatensatze fur eine bestimmte Pflanze
oder/und Bibliotheken, die zu unterschiedlichen Mit-
teln oder Bedinungen gehdérten, verglichen werden.

[0090] Aus der Information, die Gber ein vorher un-
beschriebenes Mittel erhalten wurde, kann eine Sig-
naturgruppe, optional zusammen mit einem Signatur-
profil, abgeleitet werden, um als ein Goldstandard
zum Testen anderer Chargen desselben Mittels zu
dienen.

Berechnung kalibrierter Profildatensatze und Com-
puterhilfen

[0091] Die Funktion betreffend die Basislinien- und
Profildatensatze ist in einer bevorzugten Ausfih-
rungsform ein als ein Logarithmus ausgedriicktes
Verhaltnis. Der kalibrierte Profildatensatz kann in ei-
nem Arbeitsblatt ausgedriickt werden oder grafisch,
beispielsweise in einem Saulendiagramm oder in ta-
bellarischer Form, dargestellt werden, kann aber
auch in einer dreidimensionalen Darstellung ausge-
driickt werden. Bevorzugt wird der Bestandteil auf
der X-Achse angefihrt, und die logarithmische Skala
ist auf der Y-Achse. Elemente eines kalibrierten Da-
tensatzes kdénnen, bezogen auf die Grundlinie, als
ein positiver Wert, der eine relative Steigerung der
Genexpression reprasentiert, oder als ein negativer
Wert, der eine relative Verringerung der Genexpres-
sion reprasentiert, ausgedrickt werden.

[0092] Jedes Element des kalibrierten Profildaten-
satzes sollte innerhalb eines Bereichs bezlglich ahn-
licher Proben, die von dem Subjekt unter ahnlichen
Bedingungen genommen wurden, reproduzierbar
sein. Beispielsweise kénnen die kalibrierten Profilda-
tensatze bezuglich ahnlicher Proben, die von dem
Subjekt unter ahnlichen Bedingungen genommen
wurden, innerhalb einer Gréf3enordnung reproduzier-
bar sein. Insbesondere kénnen die Elemente inner-
halb von 50% reproduzierbar sein, insbesondere in-
nerhalb von 20% reproduzierbar sein. Jedes Element
des kalibrierten Profildatensatzes hat eine biologi-
sche Signifikanz, wenn es einen um mehr als einen

Betrag D abweichenden Wert hat, wobei D = F(1,1) -
F(0,9), und wobei F eine zweite Funktion ist.

[0093] Es ist das Muster von zunehmender, abneh-
mender und keiner Veranderung in der Genexpressi-
on der Mehrzahl der untersuchten Genorte in der
Gruppe, das verwendet wird, um einen kalibrierten
Profildatensatz herzustellen, der informativ ist hin-
sichtlich eines biologischen Zustands, einer biologi-
schen Wirksamkeit von Behandlungsbedingungen
mit einem Mittel, oder zum Vergleich mit Populatio-
nen, und der verwendet werden kann, um wahr-
scheinliche Kandidaten fiir eine Arzneimittel-Erpro-
bung zu identifizieren, in Kombination mit anderen Kli-
nischen Indikatoren verwendet werden kann, um dia-
gnostisch oder prognostisch beziiglich eines biologi-
schen Zustands zu sein, oder verwendet werden
kann, um die Entwicklung eines Pharmazeutikums
oder Nutrazeutikums durch Herstellung, Test und
Vermarktung zu lenken.

[0094] Die aus einer quantitativen Genexpression
erhaltenen numerischen Daten und numerische Da-
ten aus einer kalibrierten Genexpression bezogen
auf einen Grundlinien-Profildatensatz kénnen in Da-
tenbanken oder digitalen Speichermedien gespei-
chert werden und kdnnen fir Zwecke, wozu ein Ma-
nagement der Patienten-Gesundheitsfiirsorge ge-
hoért, oder zur Durchfihrung klinischer Erprobungen
oder zur Charakterisierung eines Arzneimittels zu-
rickgewonnen werden. Die Daten kénnen beispiels-
weise durch das World Wide Web, durch Email oder
durch Internet-Zugangsseiten oder durch Hardcopy
in Netzwerke Ubertragen werden, um von entfernten
geografischen Standorten aus gesammelt und zu ei-
nem Pool vereint zu werden (Eig. 8).

[0095] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird
ein beschreibendes Verzeichnis in einer einzigen
oder mehreren Datenbanken gespeichert, wobei die
gespeicherten Daten die Roh-Genexpressionsdaten
(erster Profildatensatz) vor der Transformation durch
Verwendung eines Grundlinien-Profildatensatzes
umfassen, sowie ein Verzeichnis des Grundlini-
en-Profildatensatzes, der zur Erzeugung des kalib-
rierten Profildatensatzes verwendet wird, einschliel3-
lich, beispielsweise, Anmerkungen dazu, ob der
Grundlinien-Profildatensatz von einer bestimmten Si-
gnaturgruppe abgeleitet ist, und einer beliebigen an-
deren Anmerkung, die die Interpretation und Verwen-
dung der Daten erleichtert.

[0096] Weil sich die Daten in einem universellen
Format befinden, kann die Handhabung der Daten
leicht mit einem Computer bewerkstelligt werden. Die
Daten werden so organisiert, dass sie eine Ausgabe
liefern, die optional einer grafischen Darstellung ei-
nes kalibrierten Datensatzes entspricht. Beispiels-
weise kann eine von einem Subjekt abgeleitete, be-
stimmte Probe, die RNA und/oder Protein ist, als P,
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bezeichnet werden. Der erste Profildatensatz besteht
aus M;, wobei M ein quantitatives Mal flr einen be-
stimmten RNA- oder Protein-Bestandteil ist. Das Ver-
zeichnis R; ist ein Verhaltnis von M und P und kann
mit zusatzlichen Daten zu dem Subjekt, die sich bei-
spielsweise auf Alter, Erndhrung, Ethnizitat, Ge-
schlecht, geografischen Standort, medizinische Sto6-
rung, geistige Stérung, Medikation, physische Aktivi-
tat, Kdrpermasse und Umwelt-Exposition beziehen,
kommentiert werden. Driiber hinaus kann die Daten-
handhabung auRerdem ein Zugreifen auf Daten von
einer zweiten Zustands-Datenbank, die zuséatzliche
medizinische Daten enthalten kann, die gegenwartig
nicht in den kalibrierten Profildatensatzen enthalten
sind, umfassen. In diesem Zusammenhang kann der
Daten-Zugriff iber ein Computernetzwerk erfolgen.

[0097] Die oben beschriebene Datenspeicherung
auf einem Computer kann die Information in einer
Form bereitstellen, in der von einem Verwender dar-
auf zugegriffen werden kann. Dementsprechend
kann der Verwender die Information auf einen zwei-
ten Zugriffs-Standort laden, einschliellich Herunter-
laden der Information. Der Zugriff kann jedoch auf
Verwender beschrankt werden, die ein Password
oder eine andere Sicherheitseinrichtung haben, um
die darin enthaltenen medizinischen Verzeichnisse
zu schitzen. Ein Merkmal dieser Ausfuhrungsform
der Erfindung ist die Fahigkeit eines Verwenders,
dem Datensatz neue oder kommentierte Verzeichnis-
se hinzuzufugen, so dass die Verzeichnisse Teil der
biologischen Information werden.

[0098] Die grafische Darstellung kalibrierter Profil-
datensatze, die ein Produkt wie ein Arzneimittel be-
treffen, schafft eine Moglichkeit zur Standardisierung
eines Produkts mittels des kalibrierten Profils, genau-
er eines Signaturprofils. Das Profil kann als ein Merk-
mal, mit dem das Arzneimittel beworben werden
kann, verwendet werden.

[0099] Die verschiedenen Ausfihrungsformen der
Erfindung koénnen auch als ein Computerpro-
gramm-Produkt zur Verwendung mit einem Compu-
tersystem ausgefiihrt werden. Das Produkt kann ei-
nen Programmcode zum Ableiten eines ersten Profil-
datensatzes und zur Erstellung kalibrierter Profile
umfassen. Eine derartige Ausfiihrung kann eine Rei-
he von Computeranweisungen umfassen, die entwe-
der auf einem greifbaren Medium, wie einem Compu-
ter-lesbaren Medium (beispielsweise einer Diskette,
CD-ROM, ROM oder Festplatte), festgelegt sind oder
Uber ein Modem oder eine andere Interface-Einrich-
tung, wie einen Verbindungsadapter, der lber ein
Medium mit einem Netzwerk verbunden ist, an ein
Computersystem Ubertragbar sind. Das Medium
kann entweder ein greifbares Medium (beispielswei-
se optische oder analoge Verbindungsleitungen)
oder ein Medium, das mit drahtlosen Techniken aus-
gerustet ist (beispielsweise Mikrowellen-, Infrarot-

oder andere Obertragungstechniken), sein. Die Rei-
he von Computeranweisungen verkorpert bevorzugt
die gesamte oder einen Teil der Funktionalitat, die
vorher beziglich des Systems hierin beschrieben
wurde. Fachleute sollten sich bewusst sein, dass der-
artige Computeranweisungen in einer Anzahl von
Programmiersprachen zur Verwendung mit vielen
Computerbauarten oder Computerbetriebssystemen
geschrieben werden kénnen. Auflerdem kdénnen sol-
che Anweisungen in irgendeiner Speichervorrich-
tung, wie Halbleiter-, magnetischen, optischen oder
anderen Speichervorrichtungen, gespeichert werden
und kénnen unter Verwendung irgendeiner Kommu-
nikationstechnologie, wie optischen, Infrarot-, Mikro-
wellen- oder anderen Ubertragungstechnologien,
Ubertragen werden. Es wird erwartet, dass ein sol-
ches Computerprogramm-Produkt als ein entnehm-
bares Medium mit begleitender gedruckter oder elek-
tronischer Dokumentation (beispielsweise einge-
schweildte Software) verteilt werden kann, vorab auf
ein  Computersystem (beispielsweise auf Sys-
tem-ROM oder Festplatte) geladen werden oder von
einem Server oder einem elektronischen schwarzen
Brett Uber das Netzwerk (beispielsweise das Internet
oder World Wide Web) verteilt werden kann. Zusatz-
lich wird auf’erdem ein Computersystem, das Ab-
zweigungsmodule zum Ableiten eines ersten Daten-
satzes und eines Kalibrierungs-Profildatensatzes
umfasst, bereitgestellt.

Klinische Versuche

[0100] Die Verwendung kalibrierter Profildatensatze
zur Durchfihrung klinischer Versuche ist in Fig. 10
veranschaulicht, wobei die oben beschriebenen Ver-
fahren und Vorgehensweisen zur Ausfiihrung einer
klinischen Erprobung oder zur Bewerkstelligung von
Patientenfiirsorge verwendet werden. Darlber hin-
aus kann eine Vereinheitlichung zwischen den Labo-
ratorien erreicht werden, indem eine bestimmte Indi-
kator-Zelllinie wie THP-1 verwendet wird, die mittels
eines bekannten Stimulators wie Lipopolysaccharid
stimuliert wird, so dass das sich ergebende Profil als
ein Maflstab wirkt, dass das Labor das Protokoll kor-
rekt durchfihrt.

[0101] Beispiele dafir, wie Ausflihrungsformen der
Erfindung verwendet werden kénnen, um klinische
Versuche zu verbessern, umfassen die Bereitstellung
neuer Verfahren zur Patientenauswahl. Klinische
Versuche, bei denen Kandidaten-Subjekte geman ei-
nem vorbestimmten optimalen kalibrierten Profil fir
einen gegebenen biologischen Zustand einbezogen
oder ausgeschlossen werden, kdnnen zu einer prazi-
seren Uberwachung fiihren als sie ansonsten még-
lich wéare. Es kann auch zu einer gréf3eren Effizienz
bei der Gestaltung der klinischen Erprobung flhren,
weil ungeeignete Patienten, die beispielsweise kom-
plizierende Faktoren oder Zustdnde haben, ausge-
mustert werden kénnen. Die kalibrierten Profildaten
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verbessern auch das ,Signal zu Rausch" durch Ent-
fernung von Nicht-Ansprechern aus Doppelblind-Pla-
cebostudien. Der grundlegende Aufbau der Gestal-
tung einer klinischen Erprobung unter Verwendung
von Genexpressions-Profilierung koénnte irgendei-
nem von mehreren Formaten folgen. Diese umfas-
sen ein Testen von Koérperflussigkeit von einem Kan-
didaten-Patienten bei der Erprobung ex vivo gegen
ein neues therapeutisches Mittel und ein Analysieren
der kalibrierten Profile bezuglich einer mit dem Mittel
behandelten Probe und einer mit Placebo behandel-
ten Probe unter Verwendung einer vorbestimmten
Gruppe, und eine Beurteilung, ob der Kandida-
ten-Patient wahrscheinlich ohne Nebenwirkungen
auf die Zusammensetzung, die getestet wird, reagie-
ren wirde. Bei ausgewahlten Indikationen kdénnen
von in vitro-Zellkulturen oder Organkulturen erhalte-
ne Profildaten wiinschenswert sein, wobei die Zelle
von einem Targetsubjekt oder von einem anderen
Subjekt oder von einer geschaffenen Zelllinie, oder
von Zellproben, die von dem Targetsubjekt entfernt
wurden, stammt, wobei die Zellproben von irgendei-
ner Korperflissigkeit einschlief3lich Blut, Urin, Sa-
men, einer amniotischen oder einer cerebrospinalen
Flissigkeitsprobe, oder von einem Abstrich von
Schleimhauten wie von der Wangenhohle, dem Au-
ge, der Nase, der Vagina, oder mittels einer Biopsie
einschlieBlich einer epithelialen, einer Leber-, Brust-
beinmark, testikularen Biopsie, oder aus Tumorge-
webe, das chirurgisch aus einem Tumor aus ir-
gendeiner Stelle entfernt wurde, erhalten werden
kdnnen. Die oben beschriebenen Quellen fur Proben
sind auf eine beliebige medizinische Verwendung,
bei der kalibrierte Profildatensatze erwunscht sind,
anwendbar.

[0102] In vitro-Dosierungs- und Toxizitats-Studien
unter Verwendung kalibrierter Profildatensatze, die
von Indikator-Zelllinien oder von Proben des Patien-
ten, die ex vivo getestet wurden, erhalten wurden,
kénnen vor Beginn der klinischen Erprobung nitzli-
che Information bereitstellen, und kdnnen die Kosten
und die Zeit einer klinischen Erprobung signifikant
verringern, wahrend sie die Wahrscheinlichkeit, das
Vorliegen einer vorteilhaften Wirkung zu identifizie-
ren, erhéhen. Insbesondere kann die Dosis auf indi-
vidualisierter Basis optimiert werden, um den Ein-
fluss auf das therapeutische Ergebnis zu maximie-
ren. Beispielsweise zeigt Fig. 12, wie ex vivo Blutzel-
len auf die stimulierende Wirkung von LPS und die
nachfolgende Behandlung mit einem entziindungs-
hemmenden Arzneimittel (Methotrexat, Meclofena-
mat oder Methylprednisolon) ansprechen. Die Daten
zeigen, wie die Wirkung von Methotrexat und Meclo-
fenamat ahnliche kalibrierte Profildatensatze er-
zeugt, wobei die Grundlinie LPS-behandeltes Blut ist.
Im Gegensatz dazu hat das Methylprednisolon eine
von den anderen zwei Verbindungen wesentlich un-
terschiedliche Wirkung. Eine ahnliche Art von Analy-
se kann mit komplexen Gemischen durchgefuhrt

werden, wie in Fig. 21 veranschaulicht, in der die ka-
librierten Profile, die erhalten wurden, wenn auf
LPS-stimuliertes Blut ex vivo Echinacea, Arnica und
sibirischer Ginseng angewendet wurden, verglichen
werden. In diesem Beispiel scheinen alle drei Mittel
bezlglich einer Probe von einem einzigen Subjekt
voneinander unterschiedlich zu reagieren. Ahnliche
Analysen kdnnen verwendet werden, um Verbindun-
gen mit unbekannten Targets oder Aktivitadten oder
Stoffwechselmustern mit Verbindungen, komplex
oder einfach, mit bekannten oder vorbestimmten Pro-
filen zu vergleichen.

[0103] Die obigen Verfahren und Vorgehensweisen
kénnen bei der Gestaltung und Durchfiihrung klini-
scher Versuche oder als ein erganzendes Hilfsmittel
verwendet werden. Darlber hinaus kénnen die obi-
gen Verfahren und Vorgehensweisen verwendet wer-
den, um die Gesundheit der Patienten sowie das An-
sprechen der Patienten auf ein Mittel vor, wahrend
und nach der klinischen Erprobung zu tUberwachen.
Dies umfasst eine Uberwachung, ob mehrere Mittel
miteinander Wechselwirken, synergistisch oder addi-
tiv wirken, oder bezuglich zueinander toxisch oder
neutral sind. Diese Art von Information ist sehr wich-
tig, da die Einzelnen eine steigende Anzahl von Arz-
neimitteln einnehmen.

[0104] In &hnlicher Weise kdnnen die oben be-
schriebenen Verfahren und Vorgehensweisen ver-
wendet werden, um die Patienten-Fursorge fiir einen
Einzelnen oder eine Population zu bewerkstelligen.
Derartige Verfahren und Vorgehensweisen kénnen
auch verwendet werden, um ein regionales oder glo-
bales Forschungsnetzwerk zu entwickeln, das kalib-
rierte Profildatensatze und die sich ergebenden Da-
tenbanken nutzt, um Forschung oder Versuche
durchzufihren.

[0105] Sowohl die Kalibrierungs-Profildatensatze in
grafischer Form als auch die zugehérigen Datenban-
ken zusammen mit aus beiden gewonnener Informa-
tion sind Waren, die zusammen oder getrennt fiir eine
Vielfalt von Zwecken verkauft werden kénnen. Bei-
spielsweise kénnen grafische Darstellungen von Ka-
librierungs-Profildatensatzen eine Beschreibung ei-
nes Produkts beziglich seiner Aktivitat bereitstellen,
die verwendet werden kann, um fir das Produkt zu
werben. Alternativ stellen die grafische Form der ka-
librierten Profildatensatze und der Zugang zu Grund-
linien-Profildatenbanken ein Mittel fir Hersteller be-
reit, um einzelne Produktchargen gegen einen Gold-
standard zu testen.

[0106] Die Daten kénnen strategisch zur Gestaltung
klinischer Versuche verwendet werden. Sie kénnen
auch fiir Arzte, die an abgelegenen Standorten prak-
tizieren, nitzlich sein, um einem Patienten eine per-
sonalisierte Gesundheitsfiirsorge anzubieten. Dem-
entsprechend konnte der Arzt personalisierte Daten-
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banken fiir kalibrierte Profildatensatze vor und nach
der Behandlung eines bestimmten Zustands erstel-
len. Neue Daten zu dem Subjekt kdnnten der perso-
nalisierten Datenbank bei jedem Besuch beim Arzt
hinzugefugt werden. Die Daten kdnnten an abgele-
genen Standorten durch die Verwendung von Kits,
die es einem Arzt erlauben, einen ersten Profildaten-
satz an einer Probe von einem Patienten zu erhalten,
erzeugt werden. Damit entfernt befindliche Benutzer
Zugriff auf die Seite erhalten, wird ins Auge gefasst,
dass ein gesicherter Zugang zu dem globalen Netz-
werk, das Bibliotheken von Grundlinien-Profildaten-
satzen und kalibrierten Profildatensatzen enthalt, die
nach bestimmten Kriterien klassifiziert sind und Da-
ten von gréRReren Populationen als einem einzigen In-
dividuum reprasentieren, notwendig ware. Der Zu-
gang zu der globalen Datenbank kann Passwort-ge-
sichert sein, wodurch die Datenbank vor verfalschten
Verzeichnissen geschutzt wird und persdnliche medi-
zinische Daten gesichert werden. Die durch die kali-
brierten Datensatze bereitgestellte grafische Form
kann verwendet werden, um in einem Arzneibuch Ka-
taloge von Verbindungen, komplett mit toxischen Wir-
kungen, die sich fir bestimmte Individuen ergeben
kénnten, sowie anderen Arten von Arzneimit-
tel-Wechselwirkungen, zu schaffen.

[0107] Der Zugang zu der globalen Datenbank kann
die Option umfassen, ausgewahlte Daten auf einen
zweiten Zugangsstandort zu laden. Dieser Prozess
kdnnte das Herunterladen der Information auf einen
beliebigen von dem Verwender gewlinschten Stand-
ort umfassen und kdnnte das Sichern von Hardco-
pies von Informationen umfassen. Es ist wiinschens-
wert, zu kontrollieren, wie und welche Daten herun-
tergeladen oder kopiert werden, um die Integritat der
Datenbank aufrecht zu erhalten. Es wird ins Auge ge-
fasst, dass, wahrend ein globales Netzwerk klini-
scher Daten eine Informationsquelle ware, es An-
wendbarkeit bei der Durchflihrung von Forschungen
hatte, die epidemiologische Studien und Studien, die
den Wirkungsmechanismus eines Mittels betreffen,
und Studien, die die Art von interpersoneller Variabi-
litt, wie bestimmt durch kalibrierte Profildatensatze,
umfassen konnten.

Beispiele fur medizinische Anwendungen

(a) Fruher Nachweis infektidser Krankheiten. Mar-
ker oder Surrogat-Marker von Mausen kdénnen er-
halten werden, um eine Genexpression bei Men-
schen zu messen, die eine friihe oder sofortige
Reaktion auf eine Infektion anzeigt, beispielswei-
se auf ein Virus wie das Hepatitis-Virus, oder auf
ein Bacterium, wie Mycobacterium tuberculosis
(das Gram-positive atiologische Mittel von Tuber-
kulose) (siehe Eig. 4). Kandidaten-Gene werden
identifiziert, und Veranderungen in der Expression
jener Gene beim Vorliegen einer Provokation lie-
fern einen Satz von Markern. Der Satz von Mar-

kern kann Marker, die von dem Genom des Sub-
jekts codiert werden, und einen oder mehrere un-
terscheidende Marker, die von dem Genom des
infektidsen Mittels codiert werden, vereinen. Bei-
spielsweise kdnnen Veranderungen in der Ex-
pression eines sofortigen friihen Gens eines Vi-
rus, z.B. eines Gens, das ein Enzym der viralen
Replikation codiert, und eines Wirtsgens wie dem
Gen flr irgendeine oder alle von 1I-2, [I-4 und 1I-5,
Marker oder Surrogat-Marker fiir einen medizini-
schen Zustand, die in der Lage sind, den Zustand
vor dem Einsetzen medizinischer Symptome
nachzuweisen, aufweisen. Dieses Verfahren leis-
tet einen friheren Nachweis einer Infektion als er
unter Verwendung gegenwartiger diagnostischer
Techniken moglich ist.

(b) Toxizitatsprofile und mechanistische Profile,
die von einem in vitro-Test und in vivo-Tests erhal-
ten wurden. Toxizitatsinformation und mechanisti-
sche Information, die sich aus der Verabreichung
einer Verbindung an eine Population von Zellen
ergibt, kann unter Verwendung kalibrierter Profil-
datensatze Uberwacht werden. Das Folgende ist
ein Beispiel fur ein experimentelles Protokoll zur
Erhaltung dieser Information. Zuerst werden ex-
perimentelle Gruppen aufgestellt: (1) Kontrollzel-
len, ohne therapeutisches Mittel und ohne Stimu-
lans gehalten; (2) mit therapeutischem Mittel be-
handelte Zellen, aber ohne Stimulans; (3) Zellen
ohne therapeutisches Mittel, aber mit Stimulans;
(4) Probe mit therapeutischem Mittel und mit Sti-
mulans. Die Population von Zellen kann aus Pri-
marzellkulturen, die in Kulturplatten unter Verwen-
dung von in der Technik wohlbekannten Verfahren
hergestellt wurden; oder einem voll entwickelten,
differenzierten Zellpraparat aus Vollblut oder iso-
lierten Monozyten aus dem Zielorganismus, der in
diesem Beispiel eine Maus ist, ausgewahlt wer-
den.

[0108] Die Zellen werden durch eine Vorbehand-
lung mit aus einem Gram-negativen Bacterium (eine
Vielfalt von LPS-Praparaten von pathogenen Bakteri-
en, beispielsweise von Salmonella typhimurium und
von Escherichia coli O1157:H7, sind von Sigma, St.
Louis, MO erhaltlich) in reiner Form gewonnenem
LPS stimuliert, um einen angepeilten physiologi-
schen Zustand zu bieten. Das den Zellproben in die-
sem Beispiel verabreichte therapeutische Mittel ist
ein Inhibitor eines Enzyms, das als Schlussel in der
Krankheits-Atiologie bekannt ist, ndmlich ein Inhibitor
einer Protease oder einer Nucleinsaure-Polymerase.
Nach einer Behandlung durch Hinzufiigung des the-
rapeutischen Mittels und weiterer Inkubation flr 4 bis
6 Stunden werden die Proben der Zellen geerntet
und hinsichtlich Genexpression analysiert. Nuclein-
saure, speziell RNA, kann aus der Probe mittels Ver-
fahren, die einem Durchschnittsfachmann bekannt
sind, hergestellt werden (siehe beispielsweise das
Lyse-N-Go™-Reagens, Pierce Chem. Co., Rockford,
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IL). Die Proben werden durch QPCR nach einem
quantitativen replikativen Verfahren (quantitatives
Polymerasekettenreaktions-Verfahren (QPCR)) ana-
lysiert (siehe beispielsweise Gibson, U. 1996, Geno-
me Res. 6:995 bis 1001, und darin zitierte Literatur-
stellen). Die Gesamt-RNA wurde unter Verwendung
universeller Primer untersucht. Die Toxizitat des Mit-
tels fuir Zellen kann in unbehandelten Zellen durch Vi-
talfarbungsaufnahme, Geschwindigkeit der
DNA-Synthese (Autoradiografie markierter Kerne im
Vergleich zu gefarbten Zellen), Farbung durch
DNA-spezifische Farbstoffe (Hoechst), etc., gemes-
sen werden. Mechanistische Profile kénnen be-
stimmt werden durch Analyse der Identitaten von de
novo nach oben oder nach unten regulierten Genen.
AuRerdem werden in Anwesenheit eines therapeuti-
schen Mittels manche Gene nicht exprimiert, was
eine mogliche Wirksamkeit des therapeutischen Mit-
tels bei der Unterdriickung der Wirkungen der Stimu-
lierung durch das LPS anzeigt. Beispielsweise wer-
den in Fig. 21 die Spiegel von ICE, die in Anwesen-
heit von LPS plus Echinacea etwas stimuliert werden,
durch LPS + Arnica relativ zu LPS-stimulierten Zellen
ohne Mittel wesentlich abgesenkt. Die Spiegel von
HSP 70, die in Anwesenheit von LPS + Echinacea
gesenkt werden, werden in Anwesenheit von LPS +
Arnica und von LPS + sibirischem Ginseng relativ zu
LPS-stimulierten Zellen ohne die Zugabe eines Mit-
tels wesentlich stimuliert. Die Spiegel von 11-12p40,
die in Anwesenheit von LPS + Echinacea leicht er-
héht werden, werden in Anwesenheit von LPS + Ar-
nica und von LPS + sibirischem Ginseng relativ zur
LPS-Stimulierung wesentlich abgesenkt. Im Gegen-
satz zu der obigen Verwendung von Nutrazeutika
zeigt Fig. 16 eine stark gesteigerte Verringerung der
Genexpression in Vollblut fiir IL-1a, 1I-1 b, 1I-7, 11-10,
IL-IL-15, IFN-g, TGF-b, TNF-b cox-2 und ICAM in An-
wesenheit von Prednisolon + LPS, wenn man ver-
gleicht mit Arnica + LPS oder nichts + LPS.

(c) Quantifizierung der Genexpression in einer

Blutzelle zur Vorhersage der Toxizitat in einem an-

deren Gewebe oder Organ.

[0109] Leukozyten kdnnen aus einer Blutprobe ei-
nes Subjekts zum Zweck der Untersuchung des Auf-
tretens eines pathologischen Zustands in einem an-
deren Organ, beispielsweise der Leber, erhalten wer-
den. Ein Profildatensatz wird von in den Leukozyten
exprimierten Genen, beispielsweise Genen, die ei-
nen Satz von Lymphokinen und Zytokinen codieren,
erhalten. Der Datensatz wird mit dem der Datenbank
verglichen, um Korrelationen beispielsweise mit an-
deren Subjekten und mit dem Subjekt vor der Verab-
reichung eines therapeutischen Mittels zu untersu-
chen.

[0110] Durch dieses Verfahren kann eine Korrelati-
on bzw. Wechselbeziehung aufgestellt werden zwi-
schen, beispielsweise, der Verabreichung von Aceta-
minophen (Tylenol) und der Empfindlichkeit fur die-

ses therapeutische Mittel und der Manifestation
durch Leberschadigung. Eine frihe Vorhersage der
Empfindlichkeit gegen das therapeutische Mittel,
nachgewiesen vor dem Einsetzen der tatsachlichen
Schadigung der Leber, kann klinisch zur Verfigung
stehen, so dass das Subjekt keine weitere Verabrei-
chung von Acetaminophen erhalt. Der Erfolg der Da-
tenbank ist die Fahigkeit, eine Korrelation oder Korre-
lationen vor dem Einsetzen traditioneller medizini-
scher Untersuchungen, wie einer Erh6hung des Bili-
rubin-Spiegels oder eines anderen Hinweises auf ei-
nen pathologischen Leberbefund, nachzuweisen.
(d) Kalibrierte Profile aus Blutzellen zur Prognose
der Schwere und zur Vorhersage unerwarteter,
schadigender Nebenwirkungen bei der Behand-
lung einer Autoimmunkrankheit.

[0111] Die Wahrscheinlichkeit und das Timing des
Einsetzens von Symptomen einer Autoimmunkrank-
heit, beispielsweise rheumatoider Arthritis, kann
durch das Auftreten der Expression von Markern
oder Surrogat-Markern, wie durch die Verfahren der
Genexpressions-Profilierung von Markern oder Sur-
rogat-Markern bestimmt, und Vergleich mit einer Pro-
fildatenbank, wie oben beschrieben, liberwacht wer-
den. So kann ein Hinweis auf das nahe bevorstehen-
de Einsetzen erhalten werden, und ein vorverlegtes
Management durch Anwendung von Vorsorgemal}-
nahmen, um dem Einsetzen zuvorzukommen, kann
unternommen werden. Aul3erdem kann der Verwen-
der einen Satz potenzieller therapeutischer Mittel
wahlen und fir ein gegebenes Mittel die Wahrschein-
lichkeit, dass ein Subjekt eine unerwartete schadi-
gende Nebenwirkung zeigen wird, wenn es den voll-
standigen Behandlungsablauf erhalt, vor jenem voll-
sténdigen Ablauf untersuchen. Beispielsweise kann
unter Verwendung von Ausfuhrungsformen der Erfin-
dung einem Subjekt, das Arthritis hat und ein thera-
peutisches Mittel braucht, eine einzige Dosis des Mit-
tels Methotrexat verabreicht werden. Wenn der Ge-
nexpressions-Profildatensatz des Subjekts als Reak-
tion auf eine einzige Dosis Methotrexat mit Datensat-
zen von Subjekten, die unerwartete schadigende Ne-
benwirkungen bei diesem Mittel haben, korreliert,
dann ist die Verabreichung eines vollstdndigen Ab-
laufs mit Methotrexat gegenindiziert. Wenn dagegen
der Genexpressions-Profildatensatz mit jenen von
Subjekten, die auf die Verabreichung eines Methotre-
xat-Behandlungsablaufs positiv reagiert haben, kor-
reliert, dann kann dieses therapeutische Mittel dem
Subjekt mit einer viel geringeren Wahrscheinlichkeit
einer unerwarteten Nebenwirkung verabreicht wer-
den.

Diskussion der Figuren

[0112] Die Eig. 1 bis Eig. 4 veranschaulichen einige
der Anwendungen kalibrierter Profildatensatze. In
Fig. 1 sind drei mégliche Szenarien angegeben. Zu-
erst kann ein therapeutisches Kandidatenmittel ge-
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testet werden, um seine molekularen Pharmakolo-
gie- und Toxikologie-Profile zu bestimmen. Der Test
kdnnte das ERhalten von kalibrierten Profildatensat-
zen fir eine Reihe von Gruppen, die auf der Basis der
Aktivitat, die fur das Arzneimittel vorhergesagt wird,
ausgewahlt wurden, umfassen. Die Population von
Zellen, die dem Mittel ausgesetzt wird, kann das Er-
gebnis einer in vivo-Verabreichung, wie durch die
Maus veranschaulicht, oder einer direkten Exposition
in vitro sein, wobei die Zellen eine Indikator-Zelllinie
oder eine ex vivo-Probe von dem Subjekt sein kon-
nen. Das Ergebnis der Durchmusterung ist die Iden-
tifizierung wirksamerer Arzneimittel-Kandidaten fur
Tests an menschlichen Subjekten.

[0113] Das zweite Szenario in Fig. 1 ist die Verwen-
dung kalibrierter Profildatensatze zur Identifizierung
einer geeigneten klinischen Population zur Durch-
musterung eines potenziellen therapeutischen Mit-
tels. Sowohl der Beweis fehlender Toxizitat als auch
der Beweis der klinischen Wirksamkeit erfordern be-
stimmte Annahmen Uber die klinische Population.
Die kalibrierten Profildatensatze schaffen ein Mittel,
jene Annahmen beziglich des biologischen Zu-
stands der fur die klinischen Versuche ausgewahlten
Individuen zu beweisen.

[0114] Das dritte Szenario in Fig. 1 ist die Mdglich-
keit, eine individualisierte Medizin zu praktizieren, die
die Erzeugung eines Archivs kalibrierter Profildaten-
satze zu dem Individuum in einem Zustand der Ge-
sundheit umfassen kann, so dass Veranderungen
unter Verwendung von Signaturgruppen identifiziert
werden kénnen, um eine Prognose oder Diagnose ei-
nes bestimmten Zustands zu erlauben. Dariber hin-
aus erlaubt es gespeicherte Information tiber den Pa-
tienten in der Form kalibrierter Profildatensatze, ein
therapeutisches Mittel aus einer Gruppe mdglicher
therapeutischer Mittel, das fir den Patienten am
wahrscheinlichsten wirksam ist, auszuwahlen, die
Dosierung des Arzneimittels zu optimieren und uner-
wartete schadigende Nebenwirkungen, die durch
Arzneimittel-Wechselwirkungen auftreten konnten,
vor dem Auftreten von Symptomen festzustellen. Das
Ergebnis der Verwendung kalibrierter Profildatensat-
ze ist, ein effizienteres und kostengtlinstigeres Ma-
nagement der Gesundheitsflirsorge bereitzustellen.

[0115] Der oben beschriebene neue Weg zur Beur-
teilung eines biologischen Zustands eines Subjekts
kann auf einen ex vivo- oder einen in vitro-Test zur
Messung der Wirkung eines Mittels auf einen biologi-
schen Zustand angewendet werden, wie in den
Fig. 2 bis Fig. 4 veranschaulicht. Eine Probe von
dem Patienten kann unmittelbar ex vivo gemessen
werden oder ex vivo gegen ein Mittel getestet wer-
den, um eine Wirkung bei dem Patienten vorherzusa-
gen. Dies schafft eine schnelle und wirksame Art,
festzustellen, welches aus einer einzigen Klasse von
Arzneimitteln, die alle zur Behandlung eines be-

stimmten Zustands verwendet werden kénnen, aus-
gewahlte Arzneimittel flir ein gegebenes Subjekt das
wirksamste sein mag. Alternativ kann ein Mittel an ei-
ner Indikator-Zelllinie getestet werden, die ein quan-
titatives Mal} der therapeutischen Leistungsfahigkeit
in einer Klasse von Individuen liefern kann.

[0116] Fig. 2 veranschaulicht, wie kalibrierte Profil-
datensatze beim Durchmustern einer Bibliothek von
Kandidaten-Verbindungen helfen kénnen, Kandida-
ten-Arzneimittel aufzufinden. Beginnend mit, bei-
spielsweise, 500 Kandidaten-Arzneimitteln kénnen
diese in Indikator-Zellen oder in ex vivo-Kérperflus-
sigkeit oder Geweben gegen Signaturgruppen hin-
sichtlich in vitro-Toxikologie oder Stoffwechsel-Indi-
katoren getestet werden. Die Figur veranschaulicht
die groRe Anzahl von Verbindungen, die in Spatstadi-
en in den Entwicklungsprozess eintraten, nur um am
Ende aufgrund schadigender biologischer Wechsel-
wirkung verworfen zu werden. Es wird erwartet, dass
eine friihe Ubernahme der Verwendung kalibrierter
Profildatensatze wahrscheinlich erfolgreiche Kandi-
daten leichter identifizieren wird und dadurch die
Kosten und widrigen Wirkungen des Experimentie-
rens mit Tieren und Menschen hinsichtlich Verbin-
dungen, von denen vorhergesagt hatte werden kon-
nen, dass sie versagen, verringert.

[0117] Eig. 3 beschreibt mehrere Durchmusterun-
gen, bei denen eine Verbindung einem Versuchstier
wie einer Maus oder einer Indikator-Zelllinie verab-
reicht werden konnte. Die in vivo- oder ex vivo- oder
Indikatorzellprobe kénnte auflerdem mit einem Sti-
mulans behandelt werden. Das Ergebnis von sowohl
der Verbindung als auch dem Stimulans kénnte dann
unter Verwendung von Signaturprofilen fir die Toxizi-
tat oder fur den Mechanismus nachgewiesen wer-
den, um die Wirkung von kein Arzneimittel +/- Stimu-
lans oder +/- Arzneimittel und kein Stimulans zu ver-
gleichen. Sowohl in vitro (linkes Feld) als auch in vi-
vo- (rechtes Feld) Studien kénnen verwendet wer-
den, um die Wirkung einer Verbindung (Arzneimittel,
Nutrazeutikum, Umwelt-Stimulantien etc.) zu beurtei-
len. Das rechte Feld veranschaulicht auch die spezi-
fische Ausfuhrungsform einer ,klinischen Erprobung
in vitro", d.h. Behandlung von Zellen, die von einem
Subjekt erhalten wurden und mit einer Verbindung
(mit oder ohne ein Stimulans) in vitro (oder ex vivo)
behandelt wurden, um das Ergebnis einer ahnlichen
Behandlung des Subjekts in vivo vorherzusagen (sie-
he Fig. 15 fir ein spezifisches Beispiel). Die Ausgabe
aus beiden Feldern wird als Toxizitats-Profil und me-
chanistisches Profil beschrieben. Jeder experimen-
telle Verlauf kann verwendet werden, um sowohl eine
potenzielle Toxizitat zu beurteilen, z.B. unter Verwen-
dung der Toxizitatsgruppe oder der Lebermetabo-
lismusgruppe, als auch wahrscheinliche Wirkungs-
mechanismen durch eine kritische Auswahl einer
Gengruppe (von Gengruppen), die molekulare Wir-
kungsmechanismen veranschaulichen und unter-
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scheiden, zu bestimmen oder zu bestatigen (siehe
Fig. 12 fur ein spezifisches Beispiel).

[0118] Fig. 4 veranschaulicht einen Bioassay, bei
dem Zellen aus dem Subjekt enthnommen und ex vivo
unter Zusatz einer Verbindung und auch eines Provo-
kationsmittels oder eines Stimulans getestet werden.
Die ex vivo-Wirkung von Stimulans und dann Arznei-
mittel auf Vollblut, das von einem menschlichen Sub-
jekt genommen wurde, ist in Fig. 12 gezeigt, in der
das Stimulans Lipopolysaccharid (ein Entziindungs-
mittel) ist, wahrend das Arzneimittel eines der Mittel
Methotrexat, Meclophenamat oder Methylpredniso-
lon ist, wobei eine Signaturgruppe fir Entziindungen
verwendet wird. Methylprednisolon, ein allgemein bei
der Behandlung einer akuten Verschlimmerung von
COPD sowie bei der chronischen Behandlung dieser
Erkrankung verwendetes Arzneimittel, wird als ein
wirkungsvolles unspezifisches entzindungshem-
mendes Mittel betrachtet. Seine Wirkungen auf die
Genexpression sind jedoch, wie in Fig. 22 demonst-
riert, von dem Stimulans abhangig. Wahrend es Uber
diese drei Stimulantien allgemeine qualitative Ahn-
lichkeiten zwischen den Wirkungen auf die Genex-
pression gibt, gibt es sowohl quantitative als auch
qualitative Unterschiede, die wichtig sein kbnnen, zu
verstehen, wann ein Glucocorticoid-Eingreifen ge-
rechtfertigt ist.

[0119] Gemal Ausfuhrungsformen der Erfindung
wird eine Indikator-Zellpopulation zur Messung der
quantitativen Genexpression verwendet, wobei die
Wirkung eines Mittels oder einer biologischen Probe
die Wahl, welche Indikator-Zelllinie am informativsten
sein wird, beeinflussen kann. Beispielsweise kann
eine geklonte Zelllinie wie THP-1 oder eine primare
Zellpopulation (periphere einkernige Zellen) Informa-
tion liefern, die mit derjenigen vergleichbar ist, die un-
mittelbar von einer Koérperprobe erhalten wird (siehe
Fig. 15). Der Normalzustand der Genexpression
kann von null oder wenigen Transkripten bis 10° oder
mehr Transkripten reichen.

[0120] In &hnlicher Weise kann ein Mittel hinsicht-
lich seiner Wirkung auf irgendeine Population von
Zellen, entweder in vivo, ex vivo oder in vitro, durch
Verabreichen des Mittels und dann Bestimmen eines
kalibrierten Profildatensatzes fiir jene Zellen unter
den gewahlten Bedingungen beurteilt werden. Bei-
spiele fur diesen Weg sind in den Fig. 10 bis 16 und
18 angegeben. Fig. 18 gibt auRerdem kalibrierte Pro-
fildatensatze fur verschiedene Konzentrationen eines
einzigen Mittels an, die zeigen, dass die Transkription
ausgewahlter Bestandteile mit der Dosis, und daher
die voraussichtliche Wirkung bezuglich des biologi-
schen Zustands variieren.

[0121] Die obige Beschreibung der Bestimmung ei-
nes biologischen Zustands wird wie folgt beispielhaft
veranschaulicht. Die Wirkung eines Pharmazeuti-

kums oder Nutrazeutikums wird bezlglich seiner ent-
ziindungshemmenden Eigenschaften gemessen. Die
Messung der Wirkung kann unter Verwendung einer
Gruppe von Bestandteils-Genorten, beispielsweise
einer Entzindungsgruppe, wozu Interleukin 1 alpha
(IL-1a) oder Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a) ge-
héren, durchgefuhrt werden. Die entziindungshem-
mende Wirkung kann zuerst durch Behandeln von In-
dikatorzellen oder Probenzellen ex vivo mit bekann-
ten Entzindungs-Induzierungsmitteln (beispielswei-
se Lipopolysaccharid oder anderen Mitogenen), ge-
folgt von Behandeln mit dem experimentellen Mittel
oder dem Zustand, von dem erwartet wird, dass er
die Expression von den passenden Genorten unter-
drickt oder verringert, festgestellt werden. Nach dem
Grundlinien-Profildatensatz ist das delta die Veran-
derung der Genexpression fiir eine bestimmte Grup-
pe von Bestandteilen. Der Zusatz eines potenziellen
entziindungshemmenden Mittels flihrt zu einer zwei-
ten delta-Veranderung, die einer ersten delta-Veran-
derung Uberlagert wird. Dies wird beispielsweise in
Fig. 12 veranschaulicht. Methylprednisolon hat eine
wesentlich nach unten regulierende Wirkung auf IL-2
in Blutzellen, die ex vivo mit LPS stimuliert wurden,
wobei der Grundlinien-Datensatz LPS-stimulierte
Zellen sind. In diesem Fall gibt es ein negatives delta.
Im Gegensatz dazu scheint IL-2 in Vollblut, das nicht
vorher LPS ausgesetzt wurde, nach oben reguliert zu
werden, wobei der Grundlinien-Datensatz nicht-sti-
mulierte Zellen sind (Eig. 16b). Dies stimmt mit der
Beobachtung uberein, dass Methylprednisolon die
IL-2-Erzeugung stimulierte.

[0122] Die Bestimmung des biologischen Zustands
eines Subjekts kann das Messen und Speichern zu-
satzlicher Daten Uber das Subjekt umfassen. Wenn
beispielsweise das Subjekt ein menschlicher Patient
oder ein Saugetier-Patient ist, kbnnen zusatzliche kli-
nische Indikatoren aus der Blutchemie, durch Urina-
nalyse, Rontgenstrahlen, andere chemische Tests
und physische oder soziologische Befunde bestimmt
werden.

[0123] Fig. 7 veranschaulicht, wie die Ansammlung
kalibrierter Profildatensatze die Vorhersagekraft der
Datenbank verbessern und dadurch ihren Wert erh6-
hen kann, indem sie Information hinsichtlich eines bi-
ologischen Zustands oder Mittels erzeugt. Die Figur
gibt die Verwendung der Datenbank hinsichtlich ihrer
Vorhersagekraft an, um, beispielsweise, den Verlauf
einer therapeutischen Malnahme vorherzusagen,
dem Verlauf bei einem einzelnen Subjekt im Ver-
gleich zu einer Population zu folgen, zur Vorhersage
eines wahrscheinlichen Stoffwechselmechanismus
oder molekularen Wirkungsmechanismus oder einer
umfassenden Datenbank, die einen Vergleich eines
einzigen Profils mit einer Sammlung kalibrierter Sig-
natur-Prazisionsprofile erlaubt.

[0124] Bevorzugte Ausfihrungsformen dafir, wie
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die Datenbank verwendet werden kann, sind in Fig. 8
angegeben. Fig. 8 veranschaulicht eine Anzeige ei-
nes Datenprofilsatzes von der Quellen-Datenbank.
Eintragungen fir eine Eingabe umfassen einen Na-
men, einen experimentellen Typ und ob der Eintrag
ein neuer Fall ist; Zellen/Gewebe/Spezies und ob die-
se neu sind; therapeutisches Mittel (Verbindung), Do-
sis und zusatzliche Parameter und ob das therapeu-
tische Mittel neu ist. Die Beobachtungen werden auf-
gezeichnet entsprechend der Identitat eines Gens
(neues Gen) und eines Proteins (neues Protein). Der
Stimulus bzw. das Stimulans oder eine andere Be-
handlung, falls vorhanden, und die Dosis werden ein-
getragen. Gen- (und/oder Protein-) Expression, Ex-
pressionswert, Expressionseinheiten, falls zutref-
fend, und Expressionszeit sind gezeigt. Die Figur ver-
anschaulicht speziell den Bereich von in Frage kom-
menden Forschungsgebieten von komplexen Natur-
produkten bis hin zu klinischen Versuchen an Men-
schen, Verbindung zu traditionellen Formen von
Messung und Beurteilung wie Literaturzitaten, klini-
schen Indikatoren und traditionellen pharmakokineti-
schen Messungen. Eine Expertenanalyse der Prazi-
sionsprofildaten, die in der Datenbank enthalten sind,
kann dann verwendet werden, um Entwicklung und
Vermarktung eines Produkts zu lenken, oder verwen-
det werden, um die klinische Entscheidungsfindung
bezlglich der Gesundheit eines einzelnen Individu-
ums oder einer Population von Individuen zu verbes-
sern.

[0125] Es wird erwartet, dass eine Form von Ver-
zeichnis Information Uber ein Subjekt oder Mittel be-
zuglich Identitat, medizinischer Geschichte ein-
schlieflich traditionellen pharmazeutischen/medizini-
schen Daten, klinischen Indikationen, wie sie aus Li-
teraturdaten bestimmt wurden, Verweise auf zusatz-
liche Arten von Analyse in der Datenbank, etc., be-
reitstellen kénnte.

[0126] FEia. 9 zeigt eine Ausfuhrungsform der vorlie-
genden Erfindung, bei der Profildaten unter Verwen-
dung von Daten aus einer Datenbank, auf die aus der
Ferne Uber ein Netzwerk zugegriffen wird, beurteilt
werden. Die Figur veranschaulicht, dass erwartet
wird, dass Daten von einem oder mehreren Standor-
ten stammen, unter Verwendung einer zentralen Da-
tenbank verglichen und erhaltene Information ver-
wendet wird, um, beispielsweise, den Behandlungs-
verlauf eines Individuums oder einer Population zu
beeinflussen. Die Zwei-Wege-Natur von 1109 veran-
schaulicht den sich wiederholenden Prozess, wobei
die Datenbank den Behandlungsverlauf oder Ent-
wicklungsverlauf beeinflusst, und das Ergebnis oder
die Reaktion auf eine derartige Malnahme wiederum
Teil der Datenbank wird. An einem ersten Standort,
wie in Fig. 5, werden von einer in Kastchen 1101 be-
schafften Gewebeprobe mehrere RNA-Spezies ge-
maf Kastchen 1102 abgeleitet, und dann werden in
Késtchen 1103 Profildaten quantifiziert, um einen

Profildatensatz herzustellen, der sich auf die in Kast-
chen 1101 erhaltene Gewebeprobe bezieht. Zur Be-
urteilung des Profildatensatzes wird in Kastchen
1104 Information aus der Datenbank 1108, die sich
an einem zweiten Standort befindet, zurtickgewon-
nen. Tatsachlich kann sich die Datenbank in Verbin-
dung mit einer groRen Anzahl von Standorten befin-
den, von denen jeder Profildaten erzeugt, die beur-
teilt werden mussen. Die Rickgewinnung von Infor-
mation aus der Datenbank wird ber ein Netzwerk
1109, das das Internet umfassen kann, auf eine in der
Technik bekannte Weise bewerkstelligt. Sobald Infor-
mation aus der Datenbank 1108 erhalten worden ist,
wird die Information zur Beurteilung der quantifizier-
ten Profildaten in Kastchen 1105 verwendet, mit dem
Ergebnis in Kastchen 1106, dass der medizinische
Zustand des Subjekts bewertet werden kann. Die Da-
tenbank 1108 wird in Kastchen 1107 Gber das Netz-
werk 1109 aktualisiert, um die Profildaten, die in Kast-
chen 1103 quantifiziert wurden, widerzuspiegeln. Auf
diese Weise kann die Datenbank 1108 aktualisiert
werden, um die von allen Standorten erhaltenen Pro-
fildaten widerzuspiegeln, und jeder Standort profitiert
von den Daten, die von all den Standorten erhalten
wurden.

BEISPIELE
Beispiel 1.

(a) Verwendung von Vollblut zur ex vivo-Untersu-
chung eines durch ein Mittel beeinflussten biologi-
schen Zustands

[0127] Menschliches Blut wird durch Venenpunktion
erhalten und zum Test durch Aufteilen in Proben fir
Grundlinie, ohne Stimulans, und Stimulans, mit aus-
reichend Volumen fir mindestens drei Zeitpunkte
vorbereitet. Typische Stimuli umfassen Lipopolysac-
charid (LPS), Phytohamagglutinin (PHA) und durch
Warme abgetotete Staphylokokken (HKS) oder Car-
ragen, und sie kénnen einzeln (typischerweise) oder
in Kombination verwendet werden. Die Aliquoten von
heparinisiertem Vollblut werden ohne Stimulans ge-
mischt und 30 min lang bei 37°C in einer Atmosphare
von 5% CO, gehalten. Stimulans wird in variierenden
Konzentrationen zugesetzt, gemischt und 30 min
lang locker verschlossen bei 37°C gehalten. An die-
sem Punkt kdnnen zusatzliche Testverbindungen zu-
gegeben und fir variierende Zeiten, abhangig von
der erwarteten Pharmakokinetik der Testverbindung,
gehalten werden. Zu definierten Zeiten werden die
Zellen durch Zentrifugieren gesammelt, das Plasma
entfernt und die RNA durch verschiedene Standard-
mittel extrahiert.

(b) Herstellung von RNA zur Messung der Genex-
pression

[0128] Nucleinsduren, RNA und oder DNA werden
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in reiner Form aus Zellen, Geweben oder Flissigkei-
ten der Testpopulation oder von Indikator-Zelllinien
gewonnen. RNA wird bevorzugt aus dem Nuclein-
saure-Gemisch unter Verwendung einer Vielfalt von
Standardprozeduren (oder RNA-Isolierungsstrategi-
en, Seiten 55 bis 104, in RNA Methodologies, A labo-
ratory Guide for Isolation and Characterization, 2.
Ausgabe, 1998, Robert E. Farrell, Jr., Ed., Academic
Press) erhalten; bei der vorliegenden Verwendung
unter Verwendung eines RNA-Isolierungssystems
auf Filterbasis von Ambion (RNAqueous™, Phe-
nol-free Total RNA Isolation Kit, Katalog #1912, Ver-
sion 9908, Austin, Texas). Spezifische RNAs werden
unter Verwendung von Botschafts-spezifischen Pri-
mern oder willkirlichen Primern amplifiziert. Die spe-
zifischen Primer werden aus Daten, die von offentli-
chen Datenbanken (z.B. Unigene, National Center
for Biotechnology Information, National Library of
Medicine, Bethesda, MD), die Information von Ge-
nom- und cDNA-Bibliotheken, die von Menschen und
anderen Tieren erhalten wurden, enthalten, erhalten
wurden, synthetisiert. Die Primer werden so ausge-
wahlt, dass sie bevorzugt von spezifischen RNAs, die
von den Testproben oder Indikatorproben erhalten
wurden, amplifizieren, siehe beispielsweise RT-PCR,
Kapitel 15 in RNA Methodologies, A Laboratory Gui-
de for Isolation and Characterization, 2. Ausgabe,
1998, Robert E. Farrell, Jr., Ed., Academic Press;
oder Kapitel 22 Seiten 143-151, RNA Isolation and
Characterization Protocols, Methods in Molecular Bi-
ology, Volume 86, 1998, R. Rapley and D.L. Manning
Eds., Human Press, oder 14 in Statistical refinement
of Primer design Parameters, Kapitel 5, Seiten
55-72, PCR Applications: Protocols for Functional
Genomics, M.A. Innis, D.H. Gelfand and J.J. Sninsky,
Eds., 1999, Academic Press). Die Amplifikationen
werden entweder unter isothermen Bedingungen
oder unter Verwendung eines zyklischen Tempera-
turwechslers (beispielsweise eines ABI 9600 oder
9700 oder 7700, erhalten von PE Biosystems, Foster
City, CA; siehe Nucleic Acid Detection Methods, Sei-
ten 1-24, in Molecular Methods for Virus Detection,
D.L. Wiedbrauk and D.H. Farkas, Eds., 1995, Acade-
mic Press) durchgefuhrt. Amplifizierte Nucleinsauren
werden unter Verwendung fluoreszierend markierter
Nachweisprimer (siehe beispielsweise Tagman™
PCR Reagent Kit, Protocol, Part number 402823 re-
vision A, 1996, PE Applied Biosystems, Foster City
CA), die aus offentlich bekannten Datenbanken iden-
tifiziert und synthetisiert werden, wie fur die Amplifi-
kationsprimer beschrieben, nachgewiesen. Im vorlie-
genden Fall wird amplifizierte DNA unter Verwen-
dung des ABI Prism 7700 Sequence Detection Sys-
tem, erhalten von PE Biosystems (Foster City, CA),
nachgewiesen und quantifiziert. Die Mengen an spe-
zifischen RNAs, die in der Testprobe enthalten sind
oder von den Indikator-Zelllinien erhalten werden,
kénnen zu der relativen Menge an beobachteter Flu-
oreszenz in Beziehung gesetzt werden (siehe bei-
spielsweise Advances in Quantitative PCR Technolo-

gy: 5' Nuclease Assays, Y.S. Lie and C.J. Petropolus,
Current Opinion in Biotechnology, 1998, 9:43-48,
oder Rapid Thermal Cycling and PCR Kinetics, Sei-
ten 211-229, Kapitel 14 in PCR Applications: Proto-
cols for Functional Genomics, M.A. Innis, D.H. Gel-
fand and J.J. Sninsky, Eds., 1999, Academic Press.

Beispiel 2.

Unterschiedliche Entziindungs-Stimulantien flihren
zu unterschiedlichen Grundlinien-Profildatensatzen,
so dass die kalibrierten Prazisionsprofile fur unter-
schiedliche Mittel in derselben Klasse von Enzlin-
dungshemmstoffen zu unterschiedlichen Signatur-
profilen fihren.

[0129] Fig. 11 dokumentiert die Brauchbarkeit un-
terschiedlicher Entziindungs-Stimulantien, um zu un-
terschiedlichen Grundlinien-Profildatensatzen zu fiih-
ren, so dass die kalibrierten Prazisions-Profildaten-
satze fir die drei getesteten Entziindungshemmestof-
fe zu unterschiedlichen Signaturprofilen fuhren. Die
unterschiedlichen Profile spiegeln den Unterschied in
den molekularen Zielen und Wirkungsmechanismen
der drei von einer einzigen Klasse therapeutischer
entzindungshemmender Mittel abgeleiteten Mittel
wider. Die Figur veranschaulicht auch den aul3erge-
wohnlichen Nachweisbereich (Y-Achse) von weniger
als dem zehnfachen Unterschied zu dem kalibrierten
Profil bis zu einer plus oder minus 10E13 Zunahme
oder Abnahme der Genexpression im Vergleich zum
Kalibrator. Ein Vergleich mit dem Kalibrator fuhrt zu
Genexpressionsprofilen, die erhéht, gesenkt oder
ohne Abweichung von dem kalibrierten Satz sind.

[0130] Fig. 11(a) zeigt die relative Genexpression
(mRNA-Synthese) in mit durch Warme abgetdteten
Staphylokokken (HKS) stimulierten Zellen, und die
Wirkung von drei unterschiedlichen Verbindungen
(TPCK, UT-77 und "Dex" oder Dexamethason). Die
Verbindung TPCK bewirkte eine zehnfache Verringe-
rung der relativen IFN-y-Expression und eine
100.000-fache Verringerung der IL-4- und IL-5-Ex-
pression. AuRerdem bewirkt die Verbindung UT-77
eine noch gréRere GréRenordnung von Steigerung
der relativen Expression des IL-5 codierenden Gens
und eine mafigere Steigerung der Expression von
IL-1 (mehr als 10-fach) und IFN-y. Derartige Effekte
kénnen bei Krankheits-Atiologie und -folgen hochgra-
dig signifikant sein und haben Vorhersagewert be-
zuglich der Brauchbarkeit dieser Verbindungen oder
ahnlicher chemischer Gebilde oder Chemikalien, die
ahnlich wirken, als therapeutische Mittel. HKS-Zellen
sind ein in vitro-Modell fir eine Gram-positive Bakte-
rieninfektion.

[0131] Fig. 11(b) zeigt Analysen der Expression der
12 Gene in Lipopolysaccharid (LPS)-behandelten
Zellen, ein in vitro-Modell einer Gram-negativen Bak-
terieninfektion. Diese Daten enthalten mehrere ein-
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drucksvolle Kontraste zu den Daten in Fig. 11(a). So
bewirkte eine Behandlung mit dem therapeutischen
Mittel Dex eine eindrucksvolle Verringerung der Ex-
pression des IL-2-Gens in LPS-behandelten Zellen,
und eine eindrucksvolle Steigerung der IL-2-Expres-
sion in HKS-behandelten Zellen. Bemerkenswert
grofRe Unterschiede in der Genexpression in den un-
terschiedlich stimulierten Zellen sind fir die IL-4- und
IL-5-Gene zu sehen. Im Gegensatz dazu reagierte
die Expression des Gens fir IFN in Zellen, die entwe-
der mit einem der Stimulantien oder mit irgendeinem
der therapeutischen Mittel behandelt waren, ahnlich.

[0132] Durch diese Kriterien wurde beobachtet,
dass die Expression der Gene fir IL-2, IL-4 und IL-5
Kandidaten-Marker oder Surrogat-Marker in Zellmo-
dell-Systemen waren, um Reaktionen der Zellen auf
Gram-positive und Gram-negative Bakterieninfektio-
nen zu unterscheiden.

Beispiel 3.

Ein einzelnes therapeutisches Mittel zur Behandlung

eines bestimmten Zustands kann von einem zweiten

therapeutischen Mittel, das den bestimmten Zustand

ebenfalls behandelt, durch ein Signaturprofil fur eine

gegebene Gruppe von Genorten unterschieden wer-
den.

[0133] Fig. 12 zeigt einen kalibrierten Profildaten-
satz flr eine Gruppe mit 8 Bestandteilen, die auf ei-
nen biologischen Zustand, der eine Entziindung be-
inhaltet, hinweisen. Die Profile sind fir drei verschie-
dene entzindungshemmende Mittel — Methotrexat,
Meclofenamat und Methylprednisolon — gezeigt. Die
kalibrierten Profildatensatze fir jedes Mittel, wie ge-
zeigt, reprasentieren ein Signaturprofil fur das Mittel.
Dieses Signaturprofil kann als eine Einrichtung zum
Einrichten einer Qualitatskontrolle fir eine Charge
des Mittels dienen. Tatsachlich ist ins Auge gefasst,
dass Verbindungen oder Klassen von Verbindungen
am Markt oder in Entwicklung durch ein Signaturprofil
charakterisiert werden kénnen. Das Signaturprofil
kann in einem grafischen Format dargestellt werden,
genauer als eine Balkengrafik, wie in Fig. 12 angege-
ben. Fir Fig. 12 wurde eine ex vivo-Probe getestet.
Eine Blutprobe wurde von dem Subjekt genommen.
Aliquoten der Probe wurden ex vivo Lipopolysaccha-
rid (LPS) unterzogen. Nach 30 min wurde das ent-
ziindungshemmende Mittel, wie angegeben, zu einer
Aliquote der Blutprobe zugegeben, und nach etwa
weiteren 4 h wurde die Expression der Gruppe von
Genen (ll-Ia, 11-2, 11-8, 11-10, 1I-12p35, 1I-12p40, IL-15,
IFN-Gamma und TNF-a) bestimmt. Zwar waren die
kalibrierten Profile von Methotrexat und Meclofena-
mat ahnlich, aber das kalibrierte Profil von Methyl-
prednisolon war wesentlich unterschiedlich. Unter-
schiede kénnen die Unterschiede der Wirkungsme-
chanismen oder Target(s) dieses Mittels innerhalb
der allgemeinen Klasse entzindungshemmender

Verbindungen widerspiegeln. Die Grundlinie ist der
Profildatensatz fiir Lipopolysaccharid in Abwesenheit
irgendwelcher zusétzlicher Mittel.

Beispiel 4.

Es gibt eine relativ geringe Variabilitdt bezuglich des
Profils bei einem einzelnen Individuum im Verlauf der
Zeit, wenn das kalibrierte Prazisionsprofil aus der
Messung der Genexpression uber viele Genorte, die
passend stimuliert wurden, besstimmt wird.

[0134] Fig. 13(a)(b) und (c) zeigt eine grafische
Darstellung kalibrierter Prazisions-Profildatensatze
fur zwei unterschiedliche Vollblut-Proben. Heparini-
siertes Vollblut wurde bei zwei getrennten Gelegen-
heiten, die mehr als 2 Wochen auseinander lagen,
von einem einzigen Freiwilligen mit normaler Ge-
sundheit gesammelt. Fig. 13a spiegelt fir Probe
991116 und Fig. 13b fur Probe 991028 den biologi-
schen Zustand der getesteten Zellen von dem einzi-
gen Spender unter Verwendung einer Gruppe (d.h.
der Entziindungsgruppe) von 24 Elementen als Re-
aktion auf eine Stimulierung mit einem von drei unter-
schiedlichen Mitteln wider. Die Grundlinie ist in die-
sem Beispiel von unbehandelten Zellen, die von
demselben Individuum erhalten wurden, abgeleitet.
Die kalibrierten Profile sind fur Zellen gezeigt, die 4
bis 6 h lang Lipopolysaccharid (LPS), durch Warme
abgetoteten Staphylokokken (HKS) und Phytoham-
agglutinin (PHA) ausgesetzt waren. Fig. 13c zeigt ei-
nen direkten Vergleich der LPS-stimulierten Blutpro-
be 99116 bezuglich der Blutprobe 991028, d.h.
991028 wird als der Kalibrator oder der Grundlini-
en-Profildatensatz verwendet. Die am 28.10.99 ge-
messenen Boten-RNA-Spiegel wurden verwendet,
um die am 16.11.99 gemessenen Boten-RNA-Spie-
gel zu vergleichen. Eine perfekte Identitdt der
RNA-Spiegel wurde durch eine gerade Linie bei eins
reprasentiert werden. Diese Daten zeigen deutlich,
dass es bei einer Grundlinien-Genexpression einen
bis zu 8-fachen Unterschied (c-jun) in den Bo-
ten-RNA-Spiegeln geben kann. Fir die meisten der
gemessenen Gene sind jedoch die an einem Tag ge-
messenen Boten-RNA-Spiegel innerhalb des 2- bis
3-fachen der an einem unterschiedlichen Tag gemes-
senen Spiegel. 13(d) ist ahnlich 13(c) mit der Aus-
nahme, dass die Zellen nicht mit LPS stimuliert wa-
ren.

[0135] Die Figur dokumentiert die relativ geringe Va-
riabilitdt bezuglich des Profils bei einem einzigen In-
dividuum im Verlauf der Zeit, wenn das kalibrierte
Prazisionsprofil aus der Messung der Genexpression
Uber viele Genorte, die passend stimuliert wurden,
bestimmt wird. Die Figur veranschaulicht (1) die klas-
senspezifischen Wirkungen (allgemein entzindlich,
wie bestimmt durch die Wirkung auf Pro-Entzin-
dungs-Genorte, z.B. TNF-alpha, IL-1 alpha und IL-1
beta), (2) die Mittelspezifischen Wirkungen, quantita-
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tive Unterschiede zwischen jedem der Mittel an den-
selben Genorten (z.B. IL-2) und (3) reproduzierbare
und daher vorhersagbare Wirkungen auf die betref-
fende Population, TK (Fig. 13¢).

Beispiel 5.

Ahnlichkeiten und Unterschiede in der Wirkung eines
einzigen Mittels auf Zellpopulationen, die sich in ih-
rem biologischen Zustand unterscheiden.

[0136] Eine ex vivo-Genexpressionsanalyse kann
durchgefihrt werden durch Gewinnung des Bluts ei-
nes Subjekts, beispielsweise durch Ziehen des Bluts
in ein Vacutainer-Rohr mit Natriumheparin als einem
Antikoagulans. Ein Entzindungshemmstoff wie
3-Methylprednisolon wurde zu dem Blut in einem Po-
lypropylen-Rohr in einer 10 mikromolaren Endkon-
zentration zugegeben, 30 min lang bei 37°C in 5° CO,
inkubiert. Nach 30 min wurde ein Stimulans wie LPS
bei 10 ng/ml oder durch Warme abgetotete Staphylo-
kokken (HKS) bei einer Verdiinnung von 1:100 zu
dem mit Arzneimittel behandelten Vollblut zugege-
ben. Die Inkubation ging bei 37°C in 5% CO, 6 h lang
weiter, wenn nichts anderes angegeben ist. Erythro-
zyten wurden in RBC-Lyselésung (Ambion) aufge-
I6st, und verbleibende Zellen wurden gemafly dem
Ambion RNAqueous-Blond module (Katalog #1913)
aufgeldst. RNA wurde in Ambion-Elutionslésung elu-
iert. RNA wurde 30 min lang mit einer Einheit DNAse
| (Ambion #2222) in 1x DNAse-Puffer bei 37°C DNA-
se-behandelt. Eine Erststrang-Synthese wurde unter
Verwendung des Perkin-EImer TagMan Reverse
Transcriptase-Kits mit MultiScribe reverser Trans-
kriptase (Katalog #N808-0234) durchgefiihrt. Eine
Qualitatsprufung der RT-Reaktionen wurde mit Tag-
man PCR-Chemie unter Verwendung der 18S rRNA
vorentwickelten Testreagentien (PDAR) von PE Bio-
systems (Teil #4310893E) durchgefiihrt. Der
PCR-Versuch wurde an 6 bis 24 Genen in vier Wie-
derholungen an dem PE Biosystems 7700 durchge-
fuhrt. Die PCR-Versuche wurden entsprechend den
Angaben durchgefiihrt, die bei dem PDAR-Produkt
erlautert sind. Die relative Quantifizierung des Gens
von Interesse wurde gegen die 18S rRNA-Expressi-
on kalibriert, wie beschrieben in dem PE-Produkt-Be-
nutzermitteilungsblatt 2 (1997) und ausgearbeitet in
Hirayama et al (Blond 92, 1998:46-52) unter Verwen-
dung von 18S anstelle von GAPDH.

[0137] Eine relative Quantifizierung der mRNA wur-
de mittels des Unterschieds in den Schwellenzyklen
zwischen 18S und dem Gen von Interesse gemes-
sen. Dieses delta C; wurde dann in einem ex vi-
vo-Test mit dem Normierungszustand verglichen,
entweder dem Subjekt vor der Behandlung oder Sti-
mulus ohne Arzneimittel, um die in den Balkengrafi-
ken reprasentierte ,Faltungsinduktion" zu messen
(Eig. 14). In der obigen Grafik sind beispielsweise die
IFN-Spiegel am dritten Tag 1/50 weniger als vor der

Behandlung.
Beispiel 6.

In vivo- und ex vivo-Proben liefern vergleichbare Sig-
naturprofile.

[0138] Fig. 15 zeigt die kalibrierten Profildatensatze
fur zwei Subjekte (Subjekt 1 und Subjekt 2, die tber
eine Dauer von drei Tagen mit einer Standarddosis
des Corticosteroids Dexamethason behandelt wur-
den. 72 h spater wurde Blut von jedem der Subjekte
genommen, und es wurde ein quantitatives Maf} fur
die den Gruppenbestandteilen entsprechende Men-
ge an RNA bestimmt. Wenn auch der kalibrierte Pro-
fildatensatz fur jedes Subjekt fir die meisten Genorte
ahnlich war, wurden doch auch einige merkliche Un-
terschiede festgestellt, beispielsweise fur 1I-2, 11-10,
[I-6 und GM-CSF. Ein kalibrierter Profildatensatz ist
auch zum Vergleich fiir eine ex vivo-Probe von Blut
aus Probe 1 vor der Behandlung mit Corticosteroid
gezeigt, wobei die ex vivo-Probe einer aquivalenten
Menge an Corticosteroid in vitro unterzogen wird, wie
sie als der Plasma-Spiegel bei dem Subjekt berech-
net wird. Die Ahnlichkeit in dem kalibrierten Profilda-
tensatz fur ex vivo-Proben im Vergleich zu in vi-
vo-Proben liefert eine Stitze fir einen in vitro-Test,
der die in vivo-Wirkung der Verbindung voraussagt.
Wir haben eine dhnliche vergleichbare Wirkung zwi-
schen in vivo- und ex vivo-Proben, die mit einem in-
fektidsen Mittel infiziert wurden, genauer mit einem
bakteriellen oder viralen Mittel, beobachtet. Wir ha-
ben daher beschlossen, dass die ex vivo-Proben ein
wirksames Verfahren zur Bestimmung der Wirkung
einer einzigen Verbindung oder mehrerer Verbindun-
gen auf einen Patienten liefern, wobei die mehreren
Verbindungen entweder in Kombination, parallel,
oder in Folge verwendet werden kénnen, um die
Wahl eines Mittels fiir einen biologischen Zustand fur
das Subjekt zu optimieren.

Beispiel 7.

Demonstration der Reproduzierbarkeit einer in vit-
ro-Reaktion mit einem zugelassenen Entziindungs-
hemmstoff an 5 verschiedenen Spendersubjekten.

[0139] Der Vergleich und die Analyse der Fig. 18a
bis Fig. 18e demonstriert die Ubereinstimmung der
Wirkung der Stimulus-Behandlung und der in vit-
ro-Behandlung mit einem zugelassenen Entzin-
dungshemmstoff an 5 verschiedenen Spendern (wo-
bei jede Figur einen einzigartigen Spender reprasen-
tiert). Die Verwendung eines bekannten und geteste-
ten Stimulans flihrt zu einer hochgradig reproduzier-
baren Gen-Antwort in vitro, die mit einer vorhersag-
baren in vivo-Antwort korreliert werden kann. Die
Fig. 18a bis Fig. 18e liefern die Analyseergebnisse
von 5 Spendern, von denen eine Blutprobe genom-
men wurde. Die Blutproben wurden einem therapeu-
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tischen Mittel in verschiedenen Konzentrationen im
Bereich von 0,1 uM bis 5 pM, genauer 0,1 uM, 0,3
MM, 1 uM, 3 uM und 5 pM, fur eine Dauer von 4 h aus-
gesetzt. Unterschiedliche Konzentrationen des Arz-
neimittels fiihrten zu einem kalibrierten Profildaten-
satz fir eine Entziindungsgruppe bei jeder Konzent-
ration, der von dem nachsten qualitativ verschieden
war. Fig. 18a entspricht Spender 1, Fig. 18b ent-
spricht Spender 2, Fig. 18c entspricht Spender 3,
Fig. 18d entspricht Spender 4, und Fig. 18e ent-
spricht Spender 5. Jedes Individuum wich von dem
anderen ab und lieferte auch fir eine unterschiedli-
che Konzentration ein variables Profil. Dieser Satz
von Figuren veranschaulicht das hohe Informations-
niveau, das durch die kalibrierten Profildatensatze er-
haltlich ist.

Beispiel B.

Ein kalibrierter Profildatensatz kann ein Signaturprofil
fur ein komplexes Gemisch von Verbindungen lie-
fern.

[0140] Fig. 21 veranschaulicht die Wirkung von drei
verschiedenen entzindungshemmenden Pflanzen
bzw. Krautern auf eine Gruppe von Bestandteilen,
wozu Bestandteile einer Entziindungsgruppe
(TNF-a, ll-1b, ICAM, 11-8, 11-10, 1I-12p40, ICE, cox-2,
cox-1 und mmp-3), einer Zellwachstums- und Diffe-
renzierungs-Gruppe (c-fos, c-jun und STAT3), einer
Toxizitatsgruppe (SOD-1, TACE, GR, HSP70, GST,
c-fos, c-jun, INOS) und einer Leberstoffwechselgrup-
pe (INOS, cyp-a und u-pa) gehdren. Die in Eig. 21
getesteten Zellen sind Aliquoten von Blut eines Sub-
jekts, die ex vivo Lipopolysaccharid und Echinacea
(SPM9910214), Arnica (SPM9910076) und sibiri-
schem Ginseng (SPM9910074) ausgesetzt werden,
wobei jedes der Nutrazeutika in derselben Konzent-
ration von 200 pg/ml auf die Blutprobe angewendet
wird. Die Grundlinie ist eine Zellprobe mit Lipopoly-
saccharid in Abwesenheit eines Nutrazeutikums. Je-
des (aus einem komplexen Gemisch gebildete) Nut-
razeutikum hat ein charakteristisches Signaturprofil,
wie es auch die pharmazeutischen Einzelverbin-
dungs-Entziindungshemmestoffe hatten. Das Signa-
turprofil kann in einer grafischen Form bereitgestellt
werden, die zur Identifizierung eines pflanzlichen Mit-
tels verwendet werden kann, wahrend es Information
bezlglich seiner Eigenschaften und seiner Wirksam-
keit flr ein einziges Subjekt oder fur eine Durch-
schnittspopulation von Subjekten bereitstellt.

Beispiel 9.

Ein Qualitatskontrolltest fiir Echinacea-Marken unter
Verwendung kalibrierter Profildatensatze.

[0141] Eia. 24 zeigt eine grafische Darstellung der
kalibrierten Profildatensatze fiir vier verschiedene
Handelsmarken von Echinacea-Marken unter Ver-

wendung einer Entziindungsgruppe. Wie erwartet,
ergaben SPMO007 und SPMO003 die den authenti-
schen Echinacea-Proben SPM010 und SPMO016
ahnlichen kalibrierten Signaturprofile, wobei sie, ob-
wohl als Echinacea etikettiert und verkauft, beim Test
unter Verwendung des in Fig. 14 beschriebenen Sys-
tems zu kalibrierten Signaturprofilen fUhrten, die dem
mit Lipopolysaccharid allein erhaltenen Profil im We-
sentlichen ahnlich waren. Von den Echinacea-Pro-
ben SPM010 und SPM016 wurde gefunden, dass sie
erhdhte, hochgradig biologisch aktive Spiegel an En-
dotoxin hatten, wahrend die LPS-Spiegel in SP007
und und SP003 nicht nachweisbar waren. Ein gespei-
chertes Signaturprofil fir aktive Echinacea, erhalten
von einer zum Testen der Wirksamkeit und der Wir-
kungsweise ausgelegten Gruppe, z.B. der Entzin-
dungsgruppe, erlaubt die Beurteilung neuer Echin-
acea-Chargen, die Unterscheidung existierender
oder neuer Marken von Echinacea, lenkt die Isolie-
rung und Entwicklung neuer Verbindungen mit ver-
schiedenen oder ahnlichen Wirkungen aus einem
komplexen Verbindungsgemisch wie Echinacea,
oder kann in der Entwicklung der Qualitatssicherung
in Produktion, Analyse und beim Verkauf neuer oder
vorher vermarkteter Verbindungen verwendet wer-
den. In dem zitierten Beispiel fihren zwei der Echin-
acea-Marken SP010 und SP016 zu kalibrierten Pro-
filen, die fUr authentische Echinacea charakteristisch
sind.

Beispiel 10.

Vergleich von drei pflanzlichen Praparaten unter Ver-
wendung einer Indikator-Zelllinie.

[0142] Die Fig. 25(a) bis (c) liefern kalibrierte Profil-
datensatze fur drei pflanzliche Praparate bezuglich
einer Indikator-Zelllinie (THP-1) anstatt einer Blutpro-
be von einem Subjekt. In Fig. 25(a) ist die Grundlinie
der Profildatensatz fir THP-1-Zellen ohne das
pflanzliche Mittel, wahrend die Histogramme die kali-
brierten Profildatensatze fir dasselbe pflanzliche Mit-
tel von drei unterschiedlichen Herstellungsquellen
derselben Pflanze bei 250 pg/ml reprasentieren. Die
Genexpressionsergebnisse sind auf einer Log-Skala
gezeigt. Ahnlich der Beobachtung in Fig. 14 demons-
trieren diese, dass ahnlich bezeichnete Verbindun-
gen, die aus unterschiedlichen Quellen erhalten wur-
den, unter Verwendung einer spezifischen Gruppe,
z.B. der Entziindungsgruppe, die dazu ausgelegt ist,
Information Uber die Expression von mit Entziindung
und Infektion in Beziehung stehenden Genprodukten
zu erhalten, beweisbare und quantifizierbare Unter-
schiede in den kalibrierten Profilen aufweisen. Dies
legt nahe, dass die Verbindungen wahrscheinlich
verschiedene Wirksamkeiten haben, wenn sie fir
spezielle Zwecke verwendet werden.

[0143] Fig. 25(b) liefert einen Vergleich des kalib-
rierten Profils einer einzigen Pflanze bei drei Konzen-
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trationen unter Verwendung der Indikator-Zelllinie
THP-1. Der Grundlinien-Profildatensatz sind unbe-
handelte THP-1-Zellen. Die Analyse der Daten legt
eine konzentrationsabhangige Reaktion bei den Indi-
kator-Zelllinien nahe, die, obwohl hier demonstriert,
ein Hinweis auf eine ahnliche Reaktion bei Subjekten
sein kann.

[0144] Fig. 25(c) liefert einen Vergleich von vier
kommerziellen Echinacea-Marken, die bei derselben
Konzentration verwendet wurden und unter Verwen-
dung einer THP-1-Zelllinie als eine Indikator-Zellpo-
pulation gegen eine Gruppe von Bestandteilen getes-
tet wurden. Eine unterschiedliche Expression, wie sie
durch Unterschiede in den kalibrierten Profilen offen-
bart wird, erlaubt, dass direkte Vergleiche der kom-
plexen Verbindungen gemacht werden. Beispielswei-
se kénnte die Analyse der Unterschiede in den kalib-
rierten Profilen dazu verwendet werden, die Isolie-
rung und Entwicklung von Verbindungen zu lenken,
Produkte auf dem Markt zu unterscheiden, oder von
dem Verbraucher oder Gesundheitsfachmann ver-
wendet werden, um die individualisierte Wahl einer
einzigen Verbindung aus einer Klasse ahnlicher Ver-
bindungen, die fir einen bestimmten biologischen
Zustand geeignet sein mag, zu lenken.

Patentanspriiche

1. Ein Verfahren zur Beurteilung eines biologi-
schen Zustands eines Testobjekts auf der Basis einer
ersten Probe, die von dem Testobjekt erhalten wird,
wobei die Probe eine Quelle von RNAs bereitstellt,
dadurch gekennzeichnet, dass das Verfahren um-
fasst:

(a) Ableiten aus der ersten Probe eines ersten Profil-
datensatzes, wobei der erste Profildatensatz 3 oder
mehr Elemente umfasst, wobei jedes Element ein re-
latives quantitatives Mal fur die Menge in der ersten
Probe eines gesonderten transkribierten RNA-Be-
standteils in einer Gruppe von Bestandteilen ist, die
derart ausgewahlt werden, dass die Messung der Be-
standteile die Beurteilung des biologischen Zustands
ermdglicht, wobei die relative Quantifizierung der
mRNA in der Probe bestimmt wird, indem eine quan-
titative PCR mit RNA, welche aus der Probe extra-
hiert wird, mit einer definierten Amplifikationseffizienz
fur die Targettranskripte durchgeflihrt wird und der
Unterschied bei Grenzwertzyklen (delta C;) zwischen
einem GroRRenmarker und den Targettranskripten von
Interesse bestimmt wird; und

(b) Erzeugen eines kalibrierten Profildatensatzes fur
die Gruppe, wobei jedes Element des kalibrierten
Profildatensatzes eine Funktion eines entsprechen-
den Elements des ersten Profildatensatzes und eines
entsprechenden Elements eines Grundlinienprofilda-
tensatzes flur die Gruppe ist; wobei der kalibrierte
Profildatensatz einen Satz von Werten darstellt, bei
welchem ein Variationsmuster in einer reproduzierba-
ren Weise mit einem bestimmten Zustand korreliert.

2. Ein Verfahren gemafl® Anspruch 1, wobei die-
ses weiterhin das Unterscheiden zwischen zwei bio-
logischen Zustanden durch ein Ausfiihren von (a)
und (b) fur jeden der zwei biologischen Zustande um-
fasst.

3. Ein Verfahren gemal Anspruch 1, wobei die
Funktion ein Verhaltnis solcher Elemente einschliel3t.

4. Ein Verfahren gemafl Anspruch 3, wobei die
Funktion einen Logarithmus des Verhaltnisses ein-
schlief3t.

5. Ein Verfahren gemaf irgendeinem der Anspri-
che 1 bis 4, wobei der biologische Zustand ein kom-
plexer Krankheitsprozess ist, an dem mehrere Gene
beteiligt sind, wobei die Krankheit zu einem Typ ge-
hért, an dem wenigstens ein Element von Entzin-
dung, Autoimmunkrankheit, degenerativer Krankheit,
Allergie, GefalRkrankheit, Ischamie, Krebs, Entwick-
lungskrankheit, Hormonstérung, Alterung und Infekti-
onskrankheit beteiligt ist.

6. Ein Verfahren gemall Anspruch 5, wobei der
Zustand durch eine Entzindung gekennzeichnet ist
und die Gruppe wenigstens einen von II-1 alpha, 1l-1
beta, II-2, 1l-4, 1I-5, 1I-6, 1I-8, 11-10, 112p40, 11-18,
GMCSF, IFN-gamma, TGF-b, cox-1, cox-2, ICE,
mmp-3, mmp-9, ICAM, TNF-a und TNF-b beinhaltet.

7. Ein Verfahren gemaR Anspruch 1, wobei die
Probe eine Blutprobe ist.

8. Ein Verfahren gemaf irgendeinem der Anspri-
che 1 bis 4, wobei der Zustand Uber den Lebermeta-
bolismus charakterisiert wird und die Gruppe von Be-
standteilen eine Lebermetabolismusgruppe ist.

9. Ein Verfahren gemaf irgendeinem der Anspri-
che 1 bis 4, wobei der biologische Zustand eine Toxi-
zitat ist und die Gruppe von Bestandteilen eine Toxi-
zitatsgruppe ist.

10. Ein Verfahren gemafy Anspruch 9, wobei die
Toxizitat eine Nebenreaktion auf ein Arzneimittel ist.

Es folgen 37 Blatt Zeichnungen
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BLPS - 991028 6 STUNDEN
SLPS - 991116 6 STUNDEN

INDIVIDUELLER VERGLEICH DER LPS-STIMULIERUNG
991026 VS 991116 DONOR: TK
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STIMULANSWIRKUNG AUF METHYLPREDNISOLON-GENEXPRESSION
IN VOLLBLUT - 6 STUNDEN
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FIG. 14

N LPS + METHYL PREDNISOLON:
@ HKS + METHYL PREDNISOLON
¥ PHA + METHYL PREDNISOLON
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VERGLEICH VON IN VITRO- UND IN VIVO-GENEXPRESSION
ALS REAKTION AUF CORTICOSTEROID-BEHANDLUNG
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FIG. 15
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MRNA-EXPRESSION IN VOLLBLUT ALS REAKTION AUF IN VIVO-
- PREDNISOLON

100 mg/TAG x 3 TAGE (6 h INKUBATION)
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PREDNISOLON
100 mg/TAG x 3 TAGE (1,5 h INKUBATION)

MRNA-EXPRESSION IN VOLLBLUT ALS REAKTION AUF IN VIVO-
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INDIVIDUELLER VERGLEICH -991028 VS 991116
DONOR: TK
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RAUCHER GEGENUBER NORMAL
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NAC-PATIENT GEGENUBER NORMAL

DE 600 35196 T2 2008.02.21

(S) WvDI

-

SNy (e) a0

-

04-dSH

Y (g)ed-n
S(9)6-dNIN

un{-o

=

| (9301
NN (2)2-x00
[ a-dNL
S B-4D L
SNV 9491
ISSYB-NAI

S4SO-IND

1 8L
1% ]

Y ovdet-i

b

. Ol

FTITTITIITINGN g1

NN ART

911

!
N 27
SN

NNNWNWWWWRERTRT

100

o

—~

NOISSIHIX3-VYNHW JALLY 134

56/64

.
@)

FIG. 19b



DE 600 35196 T2 2008.02.21

EXPRESSION DES GENS GST-P IN EINZELNEN RATTEN
NACH EINER TOXISCHEN DOSIS VON ACETAMINOPHEN
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991203 VOLLBLUT 6 h
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PRAZIS!_ONSPROFILE KONNEN MIT EINER DOSISANTWORT
FUR EINE GEGEBENE PFLANZE KORRELIEREN
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MKEIT

.ZELLEN MIT DREI PFLANZENPRAPARATEN

ZEIGT EINE SIGNIFIKANTE VARIATION IN DER WIRKSA

HOCH DOSIERTER VERGLEICH DER BEHANDLUNG VON NICHT-STIMULIER-
TEN THP-1
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BEHANDLUNG NICHT-STIMULIERTER THP-1-ZELLEN MIT EINER EINZIGEN

PFLANZE ZEIGT EINE GENAUE DOSISANTWORT

BEI EINEM UNTERSATZ VON GENEN
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