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In der proteinbasierten Diagnostik stehen heute zwei Hauptprobleme im Vordergrund. Dies ist zum
Einen - bedingt durch die Komplexitdt des humanen Proteoms und die niedrigen Proteinexpressi-
onslevel einer Vielzahl von Biomarkern —die Sensitivitat der eingesetzten Methoden. Zum Anderen
ist fiir viele Anwendungsbereiche der Zeitfaktor entscheidend, zum Beispiel in der Notfallmedizin
(,,point of care-Diagnostik“), um eine patientenspezifische und zeitnahe Diagnostik zu erméglichen.
Die seit langem etablierte Technik der zeitaufgelosten Fluoreszenz hat durch neuentwickelte Farb-

stoffe und Fluoreszenzscanner das Potential, diesen Herausforderungen zu begegnen.

Seit vielen Jahren ist bekannt, dass die Analyse
des Proteoms zentral flir das Verstandnis und
Monitoring von Krankheitsprozessen ist. Ver-
anderungen auf Proteinebene sind Folge oder
Ursache eines Grol3teils der bekannten Krank-
heitsbilder.Somit sind viele Methoden der quan-
titativen Proteindiagnostik Schliisseltechnologi-
en furdie Pharma- und Biotechnologiebranche,
aberauch fiirden Forschungsmarkt.Seit langem
kampfen die Marktteilnehmer mit altbekannten
Problemen, die mit der Analyse komplexer Pro-
teingemische einhergehen. An dieser Stelle sei
nur kurz auf die an anderer Stelle ausfihrlich
geschilderte Problematik eingegangen.

Inerster Linie stellt die Komplexitat von Proteo-
men ein zentrales Problem dar: die Zahl der Pro-
teinvarianten zum Beispiel im Humanproteom
wird auf100.000 bis 1.000.000 geschatzt .
Diese Proteine werden gewebeabhangiginden
unterschiedlichsten Konzentrationen pro Zelle
exprimiert. Zu der groRen Varianz an Protei-
nen kommen die vielfaltigten Moglichkeiten
der posttranslationalen Modifikation (z.B.
Phosphorylierung, Acetylierung, Glykosylie-
rung, Methylierung, Ubiquitinylierung) dieser
Proteine hinzu. Mehr als 300 unterschiedliche
Arten der posttranslationalen Modifikationen
sind heute bekannt?, die in unterschiedlichsten
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Abb.1: Die meisten analytischen Nachweisverfahren fiir Proteine basieren auf der An-
wendung von Farbemethoden zur Visualisierung. Klassisches Beispiel ist dabei die
2D-Gelelektrophorese (2D-PAGE), bei der die Proteine zunachst angefarbt werden
miissen, bevor sie verdaut und massenspektrometrisch analysiert werden kénnen. Ein
anderes Beispiel ist der Einsatz von fluorophor- oder enzymmarkierten Antikérpern

im Bereich ELISA/Immunoblot.
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Abb. 2 A: Zeitaufgel6ster Fluoreszenzscan eines SDS-Polyacrylamidgels (Detektionswellen-
lange 616 nm). Aufgetragen wurde eine Verdiinnungsreihe (10 pmol bis 3 fmol) eines
mit einem Lanthanidfarbstoffs markierten Proteins (Lysozym). Der Farbverlauf von
blau iiber lila, rot, gelb bis weiR entspricht zunehmenden Signalintensititdten.

B: Prinzip des schnellen homogenen Immunoassays. Die Probe wird mit einer defi-
nierten Menge an niedrig-affinem Peptid versetzt. Dieses tragt das Donorfluorophor.
Nach der Zugabe von Akzeptor-markiertem Antikorper bindet dieser sowohl an die
Donorpeptid- als auch an die Analytmolekiile. Je mehr Analytmolekiile vorliegen,
desto starker ist das Fluoreszenzsignal, da weniger Donorpeptidmolekiile durch den
Akzeptorantikdrper gebunden werden und dessen Fluoreszenz geléscht wird. C: Kine-
tik des homogenen FRET-Immunoassays. Eine Signalsattigung ist nach 9o Sekunden

erreicht (nach (10)).

Kombinationen bei jedem Protein auftreten
konnen. Das Resultat ist ein duRerst komple-
xes Bild des Proteoms, das zudem standigen
Veranderungen unterliegt.

Von grol3er Bedeutung bei der Proteomanaly-
se ist die Notwendigkeit, Proteine spezifisch zu
detektieren sowie zumindest semiquantitativ
bestimmen zu kénnen. Diese quantitative Ana-
lyse stellt im Falle des Proteoms eine besondere
Herausforderung dar, da die Expressionslevel
von Proteinen innerhalb eines Proteoms enor-
men Schwankungen unterliegen: stark expri-
mierte Proteine konnen so um neun bis zwolf
Grokenordnungen konzentrierter vorliegen3
als schwach exprimierte Proteine wie bei-
spielsweise einige Transkriptionsfaktoren oder
Zelloberflachenrezeptoren. Dementsprechend
misste eine ideale Quantifizierungsmethode
flir Proteome eine Linearitat des Signal- zu
Proteinkonzentrationsverhaltnisses von ebenso
neun bis zwolf GroBenordnungen aufweisen.
Eine solche Methode existiert nicht.

Linearer Bereich aktueller Methoden
der Proteinquantifizierung

Weitverbreitete Farbemethoden bei der
Gelelektrophorese, zum Beispiel die Coomas-
sie- oder Silberfarbung, erreichen im besten
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Fall zwei GroRenordnungen an Linearitat.
Auch andere Farbeverfahren+ Ubertreffen
selten mehr als drei GroRenordnungen an
Linearitat. Diese unbefriedigenden Lineari-
tatsbereiche verhindern so unter Umstanden,
dass die eigentlich interessanten quantitati-
ven Proteinexpressionsveranderungen gar
nicht oder inkorrekt detektiert werden kon-
nen, weil sich das Messsignal entweder im
Untergrund oder bereits teilweise oder voll-
standig im Sattigungsbereich der Quantifi-
zierungsmethode befindet. Langwierige und
sehr kostenintensive Optimierungsverfahren
sind die Folge. Aufgrund limitierten biologi-
schen Probenmaterials missen sie oft auch
ganz ausbleiben. Daher gibt es einen hohen
Bedarf, Methoden mit gréReren linearen De-
tektionsbereichen fur die Proteindiagnostik
zu etablieren. Oft steht zugleich der Bedarf
im Raum, auch mit kleinen Probenmengen
noch gut quantifizieren zu kénnen, so dass
die Methoden gleichzeitig ein sehr gutes De-
tektionslimit aufweisen muissen, um klinisch
relevante Proteinkonzentrationen Gberhaupt
nachweisen zu konnen.

Fur die Proteinanalytik stehen heute eine
ganze Reihe von etablierten Techniken zur
Verfugung. Eine Ubersicht tber die be-
kanntesten Techniken — ohne Anspruch auf
Vollstandigkeit — ist in Abbildung 1 gezeigt.

Auffallend ist, dass die aufgefuhrten Tech-
niken mit wenigen Ausnahmen alle auf eine
Methode zur Visualisierung der Proteine an-
gewiesen sind, zum Beispiel Farbeverfahren.
Ein klassisches Beispiel stellt hierbei die ein-
oder zweidimensionale Gelauswertung mit
anschlieBender massenspektrometrischer
Proteinidentifizierung dar: um entsprechen-
de Proteinspots massenspektrometrisch
identifizieren zu kdnnen, muss die Lage des
Proteins im Gel zunachst bekannt sein. Klas-
sischerweise kommen hierzu Coomassie-oder
Fluoreszenzfarbungen zum Einsatz, deren
Nachweisgrenzen nach wie vor um mehrere
Grolkenordnungen schlechter als die der im
Anschluss einsetzbaren Massenspektrometrie
sind. Somit werden die Forderungen nach sen-
sitiven Visualisierungsmethoden verbunden
mit weiten linearen Quantifizierungsberei-
chen immer lauter.

Ultrasensitive Proteinquantifizierung
mit erweitertem linearen Bereich

Ansatzpunkte flr solche Nachweisverfahren
liegen neben den seit langem existierenden
radioaktiven Assays mit all ihren Nachteilen
unteranderem Methoden, die zeitaufgeloste
Fluoreszenz zur Detektion einsetzen. Zeit-
aufgeloste Fluoreszenz meint hierbei den
Einsatz von lanthanidbasierten Farbstoffen
mit langer Fluoreszenzlebenszeit nach An-
regung. Da sich die Lebenszeiten solcher
Farbstoffe mit bis zu einigen Millisekunden
deutlich von den Lebenszeiten fluoreszenter
Tragermaterialien oder biologischer Proben
(wenige Nanosekunden) abheben, ist durch
ihren Einsatz eine Fluoreszenzmessung
moglich, die stérende Hintergrundsignale
ausblendet, indem das Signal erst nach
Abklingen der Hintergrundfluoreszenz quan-
tifiziert wird. Die Folge solcher Messungen
sind interessanterweise nicht unbedingt
starke Messsignale, aber hervorragende
Signal zu Rauschverhaltnisse, die eine sensi-
tive Diagnostik ermoglichen. Hinzu kommt,
dass—durch die geringen Hintergrundsignale
bedingt — dramatisch verbesserte Signal-
linearitaten von finf GroRenordnungen
erreicht werden konnens. Durch unlangst
am Markt etablierte Fluoreszenzscanner
und neuartige Lanthanidfarbstoffe, die auch
im nahen UV-Bereich anregbar sinds, ist es
aktuell zudem moglich, auch gelbasierte
Diagnostik mit zeitaufgelosten Fluores-
zenzfarbstoffen effizient durchzufihren.
Der hochauflésende Scan eines mit einem
solchen lanthanidbasierten Farbstoff ko-
valent markierten Proteins ist in Abbildung
2A dargestellt. Hierzu wurde Lysozym als
Modellprotein mit dem lanthanidbasierten
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Farbstoff Eu[LH] markiert und mittels SDS-
PAGE und zeitaufgeloster Fluoreszenz direkt
im Gel analysiert. Aufgrund des geringen
Hintergrundsignals ist eine Quantifizierung
so weitgehend unabhangig von der Matrix
moglich und erlaubt nicht nur eine sensitive
Proteindetektion, sondern auch weite lineare
Quantifizierungsbereiche.

Uber die Fragestellung der sensitiven De-
tektion hinaus drangt sich fur viele Anwen-
dungsaspekte im Bereich Proteindetektion
ein weiterer Faktor in den Vordergrund: die
Frage des Zeitbedarfs. Gelbasierte Methoden
wie SDS-PAGE und immunchemische Verfah-
ren wie ELISA bendtigen mehrere Stunden bis
einige Tage, bis ein Analysenergebnis vorliegt.
Fur einige Anwendungen sind diese Metho-
den jedoch schlicht zu langsam. Dazu zahlen
die Diagnostik in Notfallsituationen, wie
etwa bei Herzinfarkt und Schlaganfall, oder
die Uberwachung relevanter Analysenpara-
meter wahrend einer Operation. Daneben
istauch die vor-Ort-Diagnostik eine wichtige
Anwendung. Schnelle und einfache Assays
werden Uber die Proteinanalytik hinaus zum
Beispiel auch fur die Analytik von Drogen,
Toxinen, explosionsgefahrlichen oder ande-
ren Risikostoffen bendtigt. Hierist neben der
Zeit vor allem die einfache Anwendbarkeit
wichtig.

Fur diese Anwendungsfalle kommen ho-
mogene Immunoassays in Frage, in denen
die Immunreaktion in homogener, flissiger
Phase stattfindet und oft lber Fluores-
zenztechniken wie Fluoreszenz-Resonanz-
Energie-Transfer (FRET) detektiert wird. Beim
FRET-Assay findet die Fluoreszenzldschung
eines Donorfluorophors durch die raumliche
Nahe eines Akzeptormolekiils statt. Dazu
werden der Detektionsantikorper und das
dazugehdrige Antigen mit je einem Farbstoff
des Donor-Akzeptor-Paares markiert. Bindet
der Antikorper das Antigen, kommt es zu-
nachst zur messbaren Fluoreszenzléschung.
Zugabe der zu analysierenden Probe mit
dem Ziel-Analyten fuhrt zur Verdrangung
des markierten Antigens aus dem Immun-
komplex, das Donor-/Akzeptor-Farbstoffpaar

wird raumlich getrennt, und der gemessene
Anstieg der Donorfluoreszenz korreliert mit
der Konzentration an Analyt.

Durch die Einsparung von mehreren
arbeits- und zeitintensiven Wasch- und
Inkubationsschritten, die bei heterogenen
Immunoassays wie ELISA nétig sind, kann
bei den homogenen Immunoassays die
Assayzeit auf zehn Minuten bis wenige
Stunden verringert werden®9. Das ist zwar
kurz, aber fiir einige Anwendungen, wie die
beschriebenen Notfallsituationen, immer
noch zu langsam. Daher besteht weiterer
Optimierungsbedarf.

In der Literatur beschriebene homogene
FRET-Immunoassays funktionieren gewohn-
lich so, dass in einem ersten Schritt der Im-
munkomplex aus markiertem Antigen und
Antikorper hergestellt wird. Erst dann wird
durch Zugabe des Analyten das markierte
Antigen aus dem Komplex verdrangt. Dieser
Prozess dauert mindestens zehn Minuten®,
bis das Signal Sattigung erreicht. Verandert
man diese Vorgehensweise dahingehend,
dass die Probe im ersten Schritt mit einer
definierten Menge an markiertem Antigen
versetzt und erstdann Antikorper zugegeben
wird, kann die Assayzeit erheblich verkurzt
werden', da alle Antikérper-bindenden
Molekile dem Antikorper gleichzeitig aus-
gesetzt werden und keine Verdrangungs-
prozesse mehr stattfinden missen. Dieses
relativ einfache und auf konventionellen
Fluorophoren basierende Prinzip ist in Abbil-
dung 2B und die resultierende Assaykinetik
in dem Antikorper 2C gezeigt (nach (10)).
Das Signal erreichte bereits nach 9o s eine
stabile Sattigung. Das bedeutet eine ent-
scheidende Verkirzung der Assayzeit, die
neue Anwendungsgebiete wie die Diagnostik
im Notfallbereich und die Proteinanalyse in-
nerhalb kiirzester Zeit er6ffnet. Aufgrund der
lange bekannten Limitationen homogener
Assays erreicht auch der hier beschriebene
Assay nur moderate Sensitivitaten. Fir die
Zukunft ist es also auch in diesem Bereich
eine Herausforderung, die bereits erreich-
te, sehr kurze Assayzeit mit verbesserter
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Sensitivitat zu kombinieren. Wie bei vielen
anderen Proteinanalysemethoden bietet
sich auch beim homogenen Assay vor dem
Hintergrund des tblicherweise vorhandenen
biologischen Hintergrundsignals die zeitauf-
geloste Fluoreszenz an, um Sensitivaten und
lineare Quantifizierungsbereiche weiter zu
optimieren.
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