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Schematische Darstellung des
ImmuSticks.
Fluoreszenzphotometrische
Auswertung an Agarose Beads
gebundene TLR4 mit Liganden,
s. Abb. 3.
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ANGEBORENES IMMUNSYSTEM
ALS TESTSTREIFEN

Schatzungen zufolge sterben jahrlich welt-
weit rund 18 Millionen Patienten an den
Folgen einer Sepsis. Verursacht wird dies
durch Pyrogene — Bakterien, Viren oder
Pilze oder deren Rickstande, die in den
Blutkreislauf des Patienten gelangen. Die
Pyrogene (Pathogen-Associated Molecular
Patterns, PAMPs), werden von Rezeptoren
des angeborenen Immunsystems (Pattern
Recognition Receptors, PRRs), erkannt, wel-
che die Produktion von fieberinduzieren-
den Botenstoffen einleiten.

Die herkdmmliche Sepsisdiagnostik kostet
wertvolle Zeit und ist auf vermehrungsfahi-
ge Erreger beschrankt. Um zu verhindern,
dass Pyrogene tber Medizinprodukte und
Pharmaka in den Blutkreislauf gelangen,
mussen diese auf Pyrogenfreiheit unter-
sucht werden. Derzeit sind vier kommer-
zielle Nachweissysteme zugelassen. Diese

sind entweder sehr aufwendig oder auf be-
stimmte Pyrogene limitiert.

Aus diesem Grund arbeitet das Fraunhofer
IGB seit einigen Jahren an der Entwick-
lung alternativer In-vitro-Testsysteme, die
auf dem Einsatz der PRRs beruhen. Unter
den PRRs stellen die Toll-like-Rezeptoren
(TLRs) die gréBte und bekannteste Familie
dar. Eine sensitive und universell adaptier-
bare In-vitro-Methode ist der vom Fraun-
hofer IGB patentierte PAMP-Assay (DE 10
2006 031 483; EP 2 041 172). Das Testsys-
tem basiert auf mammalischen Zelllinien,
welche TLR stabil exprimieren und die An-
oder Abwesenheit von Pyrogenen spezi-
fisch mithilfe eines Reportergens anzeigen.
Allerdings setzt auch dieses Verfahren ein
gut ausgeristetes Labor sowie Know-how
im Umgang mit Zellkulturen voraus.




ImmusStick — Der »Schwangerschafts-
test« fiir Pyrogene

Mit dem ImmusStick entwickeln wir ein un-
konventionelles, neuartiges Nachweissys-
tem fUr Pyrogene, das PRRs als Biosensoren
einsetzt, ohne den Einsatz von Tierversu-
chen oder zeitlich und apparativ aufwendi-
gen und damit teuren Bluttests. Basierend
auf dem Prinzip immunchromatographi-
scher Tests wie dem Schwangerschafts-
test werden Pyrogene einfach mit einem
Teststreifen nachgewiesen. Dabei setzen
wir immobilisierte Rezeptordomanen in-
dividueller PRRs als Bindemolekdile fur das
entsprechende Pyrogen ein. Enthélt eine
aufgetragene Probe das entsprechende Py-
rogen, so wird ein markierter Ligand freige-
setzt, der die Prasenz des Pyrogens anzeigt
(Abb. 1).

Funktionsweise des ImmusSticks

Die Analytlésung gelangt vom Probeaufga-
bebereich Gber Kapillarfluss in den Biosen-
sorbereich mit immobilisierten TLR4-Rezep-
toren, an welchem markierte Liganden fur
einen Nachweis der Pyrogene gebunden
sind. Weiter befinden sich hier markierte
Kontrollmolekdle. Im Bereich des Ergebnis-
fensters sind Antikorper als Fangermolekile
auf einer Tragermatrix immobilisiert.

Die Detektion des Pyrogens basiert auf
einem klassischen, kompetitiven Immun-
assay. Nach Benetzung des Teststreifens
mit der Analytldsung verdrangt das hier-

in enthaltene Pyrogen (TLR4-Ligand LPS;
gelb) die markierten, schwacher bindenden

Feste Matrix z.B.
Nitocellulosemembran

markierten Liganden (schwarz-rot). Diese
wandern gemeinsam mit den Kontrollmo-
lekUlen (blau-rot) zum Ergebnisfenster, in
welchem spezifische Antikdrper gegen die
markierten Liganden als Fingermolekle
(Y) immobilisiert sind. Binden die Antikor-
per ihr Antigen (den markierten Liganden
oder das Kontrollmolekl), resultiert das
Aufbringen einer pyrogenhaltigen Probel6-
sung in zwei farbigen Testlinien im Ergeb-
nisfenster. Die Kontrolllinie verifiziert einen
funktionellen Ablauf des Tests (Abb. 2).

Kontrollstreifen

Teststreifen

Ergebnisfenster

zudem Potenzial fir die Bestimmung von
Allergenen.

®m Pyrogen-Diagnostik fir Medizintechnik-
produkte (FDA-Richtlinie)

m Pyrogen-Diagnostik von Pharmazeutika,
Kosmetika und Lebensmitteln

B REACH-Klassifizierung fur Chemikalien

Sepsisdiagnostik

B Detektion von Allergenen in Medizin-
technik, Pharmaindustrie und Lebens-
mitteltechnik

Anwendungsspezifische
Weiterentwicklung

Die prinzipielle Machbarkeit haben wir fir
TLR4 zum Nachweis von Lipopolysaccha-
riden (LPS) gezeigt. Das Testsystem kann
modular um weitere Rezeptoren des an-
geborenen Immunsystems (TLR, NOD-like-
Rezeptoren, C-Typ-Lektin-Rezeptoren) er-
weitert werden, um das Pyrogenspektrum
gezielt anzupassen. AusgerUstet mit ver-
schiedenen PRRs kann der ImmusStick die
gesamte Breite an PAMPs schnell, einfach
und direkt vor Ort nachweisen.

Einsatzgebiete

Der ImmusStick eignet sich zum gesetzlich
geforderten Nachweis der Pyrogenfreiheit
von biologischen Produkten und, Gber Pro-
benahmen, von medizinischen Geraten.
Ein Einsatz zur Klassifizierung von Sepsis-
Erregern direkt am Patienten ist ebenfalls
denkbar. Da einige PRRs auch spezifisch
Allergene erkennen, bietet der ImmusStick

Vorteile

Der Immustick ist die Weiterentwicklung
eines In-vitro-Immunassays zu einem auch
fir den Laien anwendbaren Teststreifen.
Die Verwendung von Rezeptoren des hu-
manen angeborenen Immunsystems er-
laubt, alle Pyrogenklassen zu erfassen.

m Sehr schnelle Diagnostik (< 10 min)

m Einfacher, kostenglinstiger und repro-
duzierbarer Soforttest

m On-site-Verfahren ohne apparativen
Aufwand

m Keine Fachkenntnisse notwendig

Fluoreszenzmikroskopie von an
Agarose Beads gebundener TLR4:
Verdrangung eines schwach an
TLR4 bindenden Liganden (rot)
durch LPS (griin).

Funktionsweise des ImmusSticks
nach Probenaufgabe (Pyrogen in
gelb).

@
)
.
4
QL
o
<
c
>
©
°
w
©
-
2
o
©
Q
o
£
o
>
o
]
o
“
>
©
-
X
]
3
c
°
]
o
]
o©
1
~
2
=
%
3
£
E
[
o
o
£
@
o
1
-
wn



