Biomarker

INNOVATIVE ELISA-PLATTFORM
FUR FLEXIBLE DIAGNOSTIK

Die Suche nach neuen

Biomarkern (BM) wird seit
einigen Jahren sowohl von
Unternehmen als auch von

der universitaren Forschung
stark forciert.

Achim Braukmann, Prof. Dr. Joachim Jose,
beide Instrtut fiir Pharmazeutische und
Medizinische Chemie, Westfalische Wilhelms-
Universitdt Minster, Prof. Dr. Matthias
Schneider und Dr. Stefan Vordenb3umen,
Poliklinik fiir Rheumatologie, Heinrich-Heine-
Universitdt Disseldorf

Dies ist der sinnvollen Uberlegung
geschuldet, Krankheiten friith zu dia-
gnostizieren, die Therapie schnellst-
maglich einzuleiten und anschlieBend
bestmiiglich zu kontrollieren. Wegen
der immens groBen Anzahl und der
schwer einzuschitzenden Relevanz
dieser neuen BM-Kandidaten sei an
dieser Stelle lediglich auf die Krank-
heitshilder verwiesen bei denen BM
am stéirksten beforscht werden: Onko-
logie (Tumormarker; Fritherkennung,
Optimierung der Medikation und
Therapiekontrolle), entziindlich-rheu-
matologische Erkrankungen (Friiher-
kennung, Differentialdiagnose), Dia-
betes mellitus Typ II (Friitherkennung,
Risikoeinschitzung), neurodegenera-
tive und psychische Erkrankungen
{Friiherkennung, Risikoeinschiitzung)
und die koronare Herzerkrankung
(Diagnose, Verlaufskontrolle).

Rheumatoide Arthritis

Das Anliegen der finanziell aufwen-
digen Studien zur Identifizierung
neuer BM [dsst sich am Beispiel der
rheumatoiden  Arthritis  besonders
gut verdeutlichen. Mit rund 800.000
Erkrankten stellt die rheumatoide
Arthritis die héufigste chronisch ent-
ziindliche Gelenkerkrankung dar.
Durch den hohen Leidensdruck der
Betroffenen und die immensen Kos-
ten fiir Therapie, Reha-MaBnahmen
und Arbeitsausfille ist eine miglichst
frithe Diagnose und Behandlung im
Interesse aller Beteiligten. Trotzdem
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liegt die Durchschnittszeit bis zur
Diagnose einer rheumatoiden Arthri-
tis bei rund 1,3 Jahren. Diese soll in
der néichsten Zeit maglichst unter 0,7
Jahre verringert werden. Die Vortei-
le einer méglichst friithen Diagnose
liegen sowohl auf der medizinischen
wie auch auf der pharmakoékonomi-
schen Seite und beinhalten bessere
Krankheitskontrolle und Prognose
sowie geringere Hospitalisierung und

me und labordiagnostischer
Parameter auch insbesondere
der Erforschung neuer und
aussagekriftiger BM, gerade
fiir friithe Formen der Erkran-
kung. Beide Vorgaben kin-
nen durch das zur Verfiigung
stellen einer neuen flexiblen
und kosteffektiven ELISA-Platt-
form giinstig beeinflusst werden.

Oberflichenexpressionssystem  bie-
tet eine solche Plattform. mit deren
Hilfe neu identifizierte oder bereits
bekannte BM rasch und kostengiins-

Ausfallzeiten der Betroffenen. Um . tig einem ELISA-Assay zugingig
dieses Ziel zu erreichen, bedarf es ne- Surface Display ELISA gemacht werden kiinnen. Ein gro-
ben der rechtzeitigen Untersuchung Das unter dem Namen Autodisplay  Ber Vorteil des sogenannten Surface
bereits bekannter klinischer Sympto-  bekannt  gewordenen  bakterielle  Display (SD-ELISA ist dabei. dass
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Abb. 1: S5chematische Darstellung eines Surface-Display-ELISA in 4 Schritten
A} Beschichten der Microtiterplatte mit den antigen-prasentierenden E. coli Zellen.

B) Inkubetion mit dem Petientenserum; Bindung der gesuchten Antikorper

C) Inkubetion mit enzymgekoppeltem Zweitentikérper; Bindung des Zweit-

an den Erstantikorper

D) Enzymatische Umsetzung eines Substrates zu einem farbigen Produkt;

photometrischer Readout
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Abb. 2: Darstellung der SD-ELISA-Messungen fiir

60kDa Ro/S5A (A} und humanes ot -Casein (B).
Die gestrichelten Linien beschreiben den kalkulierten
LCut-off™-Wert fir den jeweiligen Test.

www.management-krankenhaus.de



Biomarker

das Antigen nicht aus einem Gewe-
be oder rekombinanten Wirtsorga-
nismus extrahiert und kosten- und
zeitintensiv rein dargestellt werden
muss. Stattdessen wird es auf der
Oberfliche eines sich selbst vermeh-
renden Wirtsorganismus (z.B. E. coli)
dargestellt. Diese Antigen-prisentie-
renden Zellen dienen dann, wie in
Abb. 1 dargestellt, als Ausgangspunkt
fiir einen SD-ELISA mit dessen Hilfe
z.B. Serumproben auf Antikorper ge-
gen das jeweilige Protein untersucht
werden kénnen. Mittels einfacher
biotechnologischer Verfahren ist es
so innerhalb kurzer Zeit miglich, ein
Antigen als neuen BM zu etablieren
und auf Grund der preiswerten und
schnellen Herstellung sehr schnell
zu validieren. Weder die Komplexitit
(Proteingriffe und Struktur) noch die
Herkunft (human, tierisch oder bakie-
riell) stellen nach derzeitigem Kenni-
nisstand einen limitierenden Faktor
fiir den Einsatz dieses Verfahrens dar.
Etwaige Antikirperreaktionen gegen
den Wirtsorganismus kinnen prob-
lemlos durch entsprechende Vorbe-
handlung der Seren egalisiert werden.

Die  schematische  Darstellung
des SD-Elisa in Abb. 1 zeigt die vier
grundlegenden  Schritte.  Zunichst
wird eine Microtiterplatte mit den
antigen-prisentierenden  Bakterien-

zellen beschichtet, die an die hydro-
phobe Oberfliche adsorbieren. An-
schliefend wird ggils. vorbehandeltes
Patientenserum  dazugegeben aus
dem die Antigen bindenden Antikdr-
per haften bleiben. Diese werden mit
einem Enzym-gekoppelten Zweitan-
tikirper markiert und die enzymati-
sche Reaktion setzt einen photomet-
risch quantifizierbaren Farbstoff frei.
Durch die Auswahl des Zweitantikiir-
pers kann zudem eine Subgruppen-
analyse der bindenden Antikirper
aus dem Serum erfolgen (IgGl-4,
IgE, etc). Das Verfahren ist durch die
einfache Versuchsanordnung leicht
zu automatisieren und ermdéglicht so
auch das Verarbeiten einer griferen
Probenzahl.

Mit Hilfe des SD-ELISA konnten
bereits humane Serum Antikirper
gegen 060kDa Ro/SSA (BM beim
Sjirgen-Syndrom, Abb. 2A). Lacto-
transferrin {Antigen in Verbindung
mit Autoimmunerkrankungen), und
bovines o -Casein (hdufiges Aller-
gieantigen bei Kuhmilchallergien)
etabliert werden. Bei einer Untersu-
chung zur méglichen Kreuzreaktivi-
tit zwischen bovinem und humanem
o, S1-Casein  konnte fiir Letzteres
eine bislang nicht bekannte Korre-
lation zwischen Gestillt-worden-sein
und einer offensichtlich lebenslang

,GEBROCHENES HERZ" NACHGEWIESEN

Etwa 25% der Menschen, die mit
einem Herzinfarkt-Verdacht ins Kran-
kenhaus kommen, leiden am .Syn-
drom des gebrochenen Herzens”.

Doch es ist fiir den Notfallarzt
schwierig, den Unterschied zwischen
den beiden lebensbedrohlichen Er-
krankungen festzustellen: Die Patien-
ten haben die gleichen Symptome wie
Brustschmerz und Luftnot und auch
das EKG und bestimmte Biomarker
sind gleich. Daher kann die korrek-
te Diagnose nur mittels Herzkathe-
teruntersuchung gestellt werden, wo
sich - im Gegensatz zum Herzinfarkt
- offene Herzkranzgefille nachwei-
sen lassen. Wissenschaftler der Me-
dizinischen Hochschule Hannover
(MHH) und des UniversititsSpitals
Ziirich, Schweiz, haben nun heraus-
gefunden, dass das .Syndrom des
gebrochenen Herzens® anhand von
bestimmten mikroRNAs im Blut der
Patienten erkannt werden kann. .Fin
bestimmtes Muster aus vier mikroR-
NAs unterscheidet das Syndrom von
einem Herzinfarkt”, sagt Prof. Dr. Dr.
Thomas Thum, Direktor des MHH-
Instituts fiir Molekulare und Trans-
lationale Therapiestrategien (IMTTS).
Prof. Thum fiihrte die Studie gemein-
sam mit Priv-Doz. Dr. Dr. Christian
Templin vom UniversititsSpital Zii-
rich durch.
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Beim .Syndrom des gebrochenen
Herzens® handelt es sich um eine
Funktionsstirung des Herzmuskels,
die auch ,Takotsubo-Kardiomyopa-
thie* heillt. Die Stirung tritt plitzlich
ein, meist nach einer auRerordentli-
chen emotionalen Belastung. Sie tritt
zu 90% bei ilteren Frauen auf - wo-
hingegen ein Herzinfarkt zu 70% &l-
tere Ménner betrifft.

In den ersten Stunden sind beide
Erkrankungen gleich gefihrlich und
es kommt hiufig zu ernsten und auch
lebensbedrohlichen Komplikationen.
Vier bis fiinf Prozent der Patienten,
die mit entsprechenden Symptomen
ins Krankenhaus kommen, sterben.
Der Unterschied zeigt sich jedoch
nach der akuten Phase: Beim  Syn-
drom des gebrochenen Herzens® er-
holt sich die Pumpfunktion des Her-
zens meist wieder vollstindig und
nach ein paar Wochen funktioniert
der Herzmuskel in der Regel wieder
normal. Beim Herzinfarkt entstehen
jedoch Narben, die dauerhaft bleiben
und das Pumpen beeintrichtigen
kinnen.

Priv-Doz. Dr. Dr. Christian Templin
leitet das griilite Register fiir diese Er-
krankung (www.takotsubo-registry.
com).

www mh-hannover de |

andavernden Antikéirperantwort im
Blutserum aufgedeckt werden (Abb.
2B). Beim .proof-of-principle” konnte
fiir das 60kDa Ro/SSA (Sensitivitit:
86,67 % Spezifitdt: 83,33%) und fiir
bovines o S1-Casein (Sensitivitit:
100 %; Spezifitét: 100%) eine Validie-
rung im Vergleich zu einem in der
Routinediagnostik verwendeten Stan-
dard-ELISA erfolgreich durchgefiihrt
werden. Dabei ergab sich sowohl fiir
die Sensitivitit aus auch [iir die Spe-
zifitdt in beiden Fillen eine sehr ho-
he Akkuratheit im Vergleich zu den
Ergebnissen der Standard-ELISA.
Weitere Untersuchungen zur Identifi-
zierung neuer BM fiir schwer zu dia-
gnostizierende Krankheitsbilder sind
im Gange.

Die Methode des SD-ELISA ist also
geeignet als Plattformtechnologie auf
Forschungsebene die Entwicklung
neuer BM-Tests deutlich zu beschleu-
nigen und auf der diagnostischen
Ebene bestehende Testverfahren kos-
tengiinstig und ohne Qualititsverlust
Zu ersetzen.

| wwow.uni-muenster.de |
| wwrw_uni-duesseldorf.de |

’ SIEMENS

SEMINAR ZUR PATIENTEN-
NAHEN DIAGNOSTIK

Die zukiinftige Gesundheitsversor-
gung im Kontext des demographi-
schen Wandels und die Forderung
nach einer immer schnelleren Ver-
fiigharkeit wvon Labordaten fiihren
auch zu einer Verinderung der Pati-
entendiagnostik. Neben der zentralen
Labordiagnostik gewinnt die patien-
tennahe Labordiagnostik (Point-of-
Care-Testing, POCT) eine immer gri-
Bere Bedeutung. Dabei beschrinkt
sich die Anwendung mobiler Diag-
nostiksysteme nicht auf die stationéire
und ambulante Versorgung oder die
Notfallmedizin, sondern findet wer-
mehrt auch zuhause statt. Diese Er-
weiterung ergibt sich unter anderem
durch die vereinfachte Handhabung
von POCT-Systemen, Der Cluster
MedizinTechnik. NEW und die Deut-
sche Gesellschaft fiir Biomedizinische
Technik im VDE veranstalten am 13.
November in Diisseldorf das Seminar
.Mobile Diagnostik am Point-of-Care:
Forschung - Produkte - Anwendung®.
Experten aus Hochschulen, Gesund-
heitswesen und Industrie diskutieren
die Anwendungen und Miglichkeiten
aktueller mobiler Diagnostiksysteme.

| W vde comipoct |

| www. medizin-technik-nrw.de |

Intelligente Testlosungen.

Schnellere Bearbeitung.

Siemens Losungen bieten ausgezeichnete klinische und
Workflow-Performance fiir erfolgreiches Arbeiten.

www.healthcare.siemens.de/laboratory-diagnostics

Die klinische Diagnostik unterliegt
wissenschaftlichen ebenso wie
dkonomischen Anforderungen. lhre
Leistung hangt letztlich davon ab,
wie effektiv diese beiden integralen
Elemente zusammenarbeiten.
Siemens Healthcare Diagnostics
liefert Ihnen dabei den Schldssel
zum Erfolg. Unsere Lésungen
kombinieren das breit geficherte
Testmend, das Sie sich winschen,
mit den innovativen Technologien,
die Sie zur effizienten Probenab-
arbeitung bendtigen.
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Unsere Assays unterstitzen jedoch
nicht nur lhre klinische Exzellenz.
Wir bringen unser umfassendes
technisches Know-how in die Ent-
wicklung innovativer Diagnostik-
lasungen ein, die ein produktiveres
Arbeiten ermaglichen. Trainings,
Weiterbildungen und eine Vielfalt
von Service- und Supportleistungen
stellen sicher, dass lhre Arbeitsab-
ldufe stets optimal funktionieren. So
vereinen Sie ausgezeichnete klinische
und Work flow-Per formance fir einen
erstklassigen Dienst am Patienten.

Answers for life.
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