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Due to their connection to a great diversity of diseases and their preva-
lence in blood, microRNAs (miRNAs) are envisaged as biomarkers in
liquid biopsy diagnostics. Utilizing dried blood spots (DBS) for the iso-
lation of miRNAs greatly facilitates both the sample collection and the
storage in comparison to liquid blood. MiRNAs isolated from DBS can
be used for the analysis of individual miRNAs and for high-throughput

analyses of the entire miRNome.
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B Der Nachweis von Erkrankungen, die Aus-
wahl der richtigen Therapie und die Ein-
schatzung von Heilungschancen sind zentra-
le Aufgaben der modernen klinischen Diag-
nostik. Die Suche nach krankheitsspezifi-
schen und messbaren biologischen Parame-
tern, den Biomarkern, ist daher wichtiger
Bestandteil der aktuellen biomedizinischen
Forschung. Voraussetzung fiir die Auswahl
von Biomarkern sind dabei ihre Quantifizier-
barkeit und eine moglichst hohe Reprodu-
zierbarkeit der Messergebnisse [1]. Biomar-
ker, die auf der Basis von Korperfliissigkei-
ten (liquid biopsies) untersucht werden kon-
nen, sind von besonderem Interesse, da sie
im Rahmen eines minimalinvasiven Eingriffs
fiir diagnostische Zwecke zugénglich sind
[2]. In diesem Zusammenhang sind Mikro-
RNAs (miRNAs) zunehmend in den Fokus
der Biomarkerforschung geriickt [3]. Mikro-
RNAs gehoren zu einer Gruppe von kleinen,
nicht-codierenden Nukleinsduren und spie-
len in eukaryotischen Zellen eine zentrale
Rolle bei der posttranskriptionellen Regula-
tion der Genexpression [4]. Da miRNAs viele
Zielgene regulieren und die Regulation eines
Zielgens wiederum durch mehrere miRNAs
erfolgen kann, hat der miRNA-Expressions-
zustand einen entscheidenden Einfluss auf
zentrale zellulare Signalwege [5, 6] und

damit auch auf die Entstehung von Erkran-
kungen wie Krebs oder Alzheimer [7, 8]. Zur
Analyse der miRNA-Expression stehen eine
Reihe etablierter molekularbiologischer Ver-
fahren zur Verfiigung [6]. Vor diesem Hinter-
grund bieten sich miRNAs als innovative
Biomarker fiir die klinische Diagnostik an [9,
10]. Da sie sowohl in zellularen Komponen-
ten als auch extrazelluldr im Blut vorliegen,
besteht zudem die Moglichkeit, miRNAs im
Rahmen einer liquid biopsy-Diagnostik zu
untersuchen [6, 9].

Verwendung von getrockneten
Blutstropfen zur Untersuchung von
miRNAs

Die Verwendung von fliissigen Blutproben
als Ausgangsmaterial fiir miRNA-Analysen
erfordert begleitende MaBnahmen zur
Konservierung des Probenmaterials. Um die
miRNAs im Zeitraum zwischen Blutentnah-
me und RNA-Isolation vor moglichen Abbau-
prozessen zu schiitzen, miissen RNA-stabili-
sierende Reagenzien zugegeben oder zellula-
re Bestandteile des Blutes entfernt werden
[6]. Zudem ist eine Lagerung der Vollblut-
bzw. Serum/Plasma-Proben bei Temperatu-
ren zwischen —20 und -80 °C notwendig, um
die RNA-Qualitit zu erhalten [11, 12]. Eine
Alternative zur Verwendung von fliissigen

Blutproben besteht in der Analyse von
getrockneten Blutstropfen. Zur Herstellung
dieser dried blood spots (DBS) werden nach
einem Stich in die Haut einige Tropfen von
kapillarem Blut auf absorbierendem Material
gesammelt und die Probe anschlieBend mit-
tels Trocknung konserviert. Im Rahmen von
Neugeborenen-Screenings werden DBS zu
diagnostischen Zwecken bereits seit den
1960er-Jahren verwendet. Beispielsweise
kann zur Diagnose der Phenylketonurie der
Gehalt von Phenylalanin im Blut auf Basis
von DBS bestimmt werden [13]. Wie wir und
andere in Pilotstudien zeigen konnten, lie-
fern DBS-Analysen technisch reproduzierba-
re miRNA-Daten, die zudem eine hohe Uber-
einstimmung mit den Analysen entsprechen-
der fliissiger Blutproben zeigen [14]. Eine
vollstandige Trocknung der Blutstropfen ist
dabei Voraussetzung fiir die Qualitat der
DBS-basierten miRNA-Daten [14]. Aspekte
wie die Lagerungstemperatur haben dagegen
nur einen geringen Einfluss auf die spateren
Messergebnisse [14].

Durch die einfache methodische Vorge-
hensweise bei der Herstellung und Lagerung
der DBS, das heiBt die Gewinnung von Kapil-
larblut aus der Fingerbeere, die anschlieBen-
de Konservierung der Blutprobe durch einfa-
ches Trocknen sowie die Lagerungs- und
Transportmoglichkeit der Proben bei Raum-
temperatur (Abb. 1), konnten DBS-basierte
miRNA-Analysen einfach in den diagnosti-
schen Arbeitsalltag integriert werden. Im
Vergleich zu fliissigen Blutproben kénnen
mit DBS zudem mogliche Fehlerquellen
innerhalb der pradanalytischen Untersu-
chungsphase reduziert werden. Dazu zdhlen
beispielsweise die Arbeitsschritte zur Kon-
servierung des Probenmaterials im
Anschluss an die Blutentnahme. Des Weite-
ren konnen Kosten, unter anderem durch
den Wegfall einer gekiihlten Lagerung, ein-
gespart werden [6, 14].

Maoglichkeiten zur Analyse der

miRNA-Expression auf Basis von DBS
Zur Untersuchung der miRNA-Expression
auf der Basis von DBS, miissen die Proben
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A Abb. 1: Vorgehensweise in der praanalytischen Probenbearbeitungsphase bei der Verwen-
dung von flissigen Blutproben und getrockneten Blutstropfen zur Untersuchung der miRNA-
Expression.
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A Abb. 2: Methodischer Uberblick zur Analyse der miRNA-Expression auf Grundlage von getrock-
neten Blutstropfen. Im Blut enthaltene miRNAs kdnnen in Form von getrockneten Blutstropfen
konserviert werden. Zur Analyse der miRNA-Expression werden die Proben zundchst in RNA-stabi-
lisierenden Reagenzien rehydriert, bevor die RNA-Isolation mittels organischer Extraktion durch-
geflihrt werden kann. Die miRNA-Expression kann durch Nachweisreaktion einzelner miRNAs als
auch fiir die Gesamtheit der miRNAs (miRNom) mittels Hochdurchsatzverfahren bestimmt wer-
den. NGS, Next Generation Sequencing.
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zunachst rehydriert werden. AnschlieBend
kann die gesamte enthaltene RNA isoliert
werden [14]. Fiir verschiedenste absorbie-
rende Materialen, unterschiedliche Trock-
nungs- und Rehydrierungsbedingungen
sowie verschiedene RNA-Isolationsmethoden
liegen bereits erste vergleichende Untersu-
chungen vor [14]. In Zukunft sind allerdings
noch umfassendere Studien notwendig, um
beispielsweise die wechselseitige Abhdngig-
keit der verschiedenen Parameter zu spezifi-
zieren (z. B. welchen Einfluss ein absorbie-
rendes Material auf die Rehydrierungsbedin-
gungen hat). Ziel sollte dabei eine weitestge-
hend standardisierte Verfahrensweise zur
Lagerung und Gewinnung von RNA aus DBS
sein, um die Grundlage fiir die Reproduzier-
barkeit der Ergebnisse bei der Untersuchung
von miRNA-Biomarkern zu schaffen [14]. Die
isolierte RNA kann anhand verschiedener
molekularbiologischer Verfahren analysiert
werden (Abb. 2). Dabei kénnen sowohl ein-
zelne miRNAs mithilfe von quantitativen
PCR-Methoden als auch die Gesamtheit aller
exprimierten miRNAs (miRNom) durch
Hochdurchsatzanalysen wie Microarray oder
Next Generation Sequencing (NGS) untersucht
werden [14].

Eine Herausforderung fiir Hochdurchsatz-
sequenzierungen von miRNAs auf Basis von
DBS war in der Vergangenheit sicherlich die
sehr geringe Menge an kapillarem Blut und
damit die geringe Menge an enthaltener
RNA. Im Zuge der Entwicklung neuerer Pro-
tokolle gibt es jedoch erste Ansatzpunkte, die
zukiinftig die Hochdurchsatzsequenzierung
von miRNAs auf Basis von DBS ermdglichen
konnten [15].

Zusammenfassend lasst sich festhalten,
dass getrocknete Blutstropfen in Zukunft
dabei helfen konnten, miRNA-Biomarker
innerhalb der klinischen Diagnostik zu etab-
lieren. |
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