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Hintergrund

Die Mikrokalorimetrie (isotherma-
le Mikrokalorimetrie, IMC) erlaubt die
Messung von Warme im Mikrowattbe-
reich. Die hohe Sensitivitat des Verfah-
rens ermdglicht den raschen Nachweis
von Mikroorganismen sowie die Unter-
scheidung benigner und maligner euka-
ryoter Zellen. In breiten Bereichen der
Industrie bereits seit Jahren etabliert, er-
hilt die Technik zunehmend Einzug in die
Biomedizin. Ziel dieser Ubersichtsarbeit
ist es, dem Leser die technischen Grund-
lagen moderner kalorimetrischer Mes-
sungen zu vermitteln und die Vergangen-
heit, Gegenwart und Zukunft dieses hoch-
technisierten Verfahrens im urologischen
Kontext anhand aktueller Literatur zu dis-
kutieren.

Die Mikrokalorimetrie misst die Wir-
me (engl. ,heat®) im Mikrowattbereich
(Groflenordnung 0,2 uW=pJ/s) und bie-
tet somit einen direkten Zugang zur Ther-
modynamik von physischen, chemischen
oder biologischen Prozessen. Aufgrund
der hohen Sensitivitit des Verfahrens
ist es z. B. moglich, die durch bakterielle
Stoffwechselvorgéinge erzeugte Warme zu
detektieren. Hierfiir ist bereits die von et-
wa 100.000 Bakterien produzierte Warme
ausreichend. Eine bakterielle Kultur erst
ab 1 Mrd. Bakterien fiir das menschliche
Auge sichtbar.

Obwohl die IMC seit Jahren erfolg-
reich in verschiedenen Bereichen der In-
dustrie (z. B. Pharmazie, Lebensmittel,
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Anwendungsbereiche der
isothermalen Mikrokalorimetrie

in der Urologie

Eine Ubersicht

Waffenindustrie) eingesetzt wird, wa-
ren Studien aus dem Bereich der Biome-
dizin selten [25, 26, 28, 29]. Dies hat sich
in den vergangenen Jahren gedndert und
eine zunehmende Anzahl von Publikatio-
nen kann verzeichnet werden [1, 2, 6, 7, 9,
10, 13, 15, 16, 21, 30]. Aufgrund der Brei-
te des urologischen Fachgebiets, inklusi-
ve der Subspezialititen urologische Onko-
logie, Harnwegsinfektionen (HWI), An-
drologie und Nephrolithiasis bieten sich
interessante Ansatzpunkte fiir mikroka-
lorimetrische Untersuchungen. Das Ziel
dieser Ubersichtsarbeit ist es 1) dem Le-
ser technische Grundlagen mikrokalori-
metrischer Messungen verstandlich dar-
zulegen, 2) Ergebnisse mikrokalorimetri-
sche Studien mit Schnittpunkt zum uro-
logischen Fachbereich zu diskutieren und
3) die weitere Diskussionen tiber mogli-
che Einsatzgebiete dieser faszinierenden
Technik im Rahmen unseres Fachgebie-
tes zu stimulieren.

Temperatur, Warme
und Kalorimetrie

Die Begriffe Temperatur und Wéirme wur-
den bis in die Mitte des 18. Jahrhunderts
hinein nicht scharf getrennt. Erst die Er-
kenntnis, dass eine bestimmte (,,latente®)
Wirme zur Phasenumwandlung eines
Stoffes (z. B. Schmelzen von Eis) notig ist,
ohne dass sich die Temperatur wahrend
der Umwandlung dndert, fithrte zur end-
gliltigen Trennung beider Begriffe [17, 20].
In der Wirmelehre oder Thermodynamik

ist die Temperatur (Formelzeichen T, Ein-
heit Grad Kelvin, °K) ein Maf$ fiir die ki-
netische Energie eines Korpers. Warme
[Formelzeichen Q, Einheit Joule (J, frii-
her Kalorie)] hingegen ist ein Maf3 fiir die
Energie, die nétig ist, um die Temperatur
eines Korpers zu andern. Im Rahmen der
kalorimetrischen Messungen wird tibli-
cherweise nicht die Wirme, sondern die
Wirmeproduktionsrate oder Leistung
(Formelzeichen Q, Einheit W oder J/s)
gemessen.

Isothermale Mikrokalorimetrie

Unter isothermaler Mikrokalorimetrie
(»sothermal microcalorimetry®, IMC)
versteht man die Messung von Wirme
in einer Probe unter weitestgehend kon-
stant gehaltener Temperatur [25-27]. Ge-
messen wird tiblicherweise der Wérme-
fluss zwischen der Probe und einem Kiihl-
korper (,,heat sink®). Der ,,heat sink“ be-
steht aus Aluminium und garantiert auf-
grund seiner grossen Warmekapazitit die
Durchfithrung der Untersuchungen bei
konstanter Temperatur. Die Warmekapa-
zitdt des ,,heat sink® ist mindestens 100-
mal hoher als die der Probe. Dies fiithrt
zu einem gerichteten Wéarmefluss vom
Untersuchungsmaterial zum ,,heat sink®
und verhindert einen Anstieg der Tem-
peratur in der Probe. Obwohl die Tempe-
raturdifferenz zwischen Probe und ,he-
at sink® sehr klein ist, wird diese in ein
elektrisches Signal umgewandelt. Dies
geschieht mit Hilfe eines thermoelektri-



Probenhalter

Elektrisches Signal fur die Datenakquisition

Abb. 1 A Blick in das Innenleben eines Mikro-
kalorimeters
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Abb. 2 A Warmefluss-over-time-Kurve (a) und Warme-over-time-Kurve (b)
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schen Moduls (Seebeck- oder Peltier-Ele-
ment [24]). In der Praxis befindet sich
das Untersuchungsmaterial in einer Glas,
Kunststoff- oder Edelstahlampulle. Die-
se wird in einem Probenhalter (,,sample
holder®) platziert (8 Abb. 1). Schlieflich
wird das elektrische Signal in (p) Watt ka-
libriert und der entstehende Warmefluss
(,,heat flow®) zwischen Probe und Kiihl-
koérper als sog. Warmeflusskurve (,,heat
flow curve®) aufgezeichnet.

reus im Vergleich

Eine typische Messung

Mikrokalorimetrische Messungen sind
prinzipiell an jedem beliebigen Untersu-
chungsmaterial durchfiihrbar. In der In-
fektdiagnostik erscheint der Einsatz die-
ser Technik aufgrund der schnellen Re-
plikation von Mikroorganismen jedoch
besonders geeignet. Im Folgenden wird
der Ablauf einer fiktiven typischen Mes-
sung (z. B. Urin bei klinischen Verdacht
auf HWT) sowie der Zusammenhang zwi-

schen Warmeflusskurve und mikrobiellen
Wachstum erlautert.

Vorbereitung

Die Messung beginnt mit Justierung der
Geritetemperatur (typischerweise bei
37°C). Um eine gute Signalqualitét zu er-
reichen, sollte das Gerit dquilibriert und
mit einer elektrischen Warmequelle kali-
briert werden. Das Untersuchungsmate-
rial wird nativ oder verdiinnt in Wachs-
tumsmedien in die mikrokalorimetri-
schen Ampullen gegeben und diese ver-
siegelt. Da bereits winzige Temperatur-
unterschiede zwischen der Probe und
dem ,,heat sink® ein Signal erzeugen, ist
es wichtig, dass die Temperaturdifferenz
zu Beginn der Messung minimal ist. Um
dieses thermische Gleichgewicht zu er-
reichen wird unter kontinuierlicher Mes-
sung einige Minuten abgewartet, bis kein
Wirmefluss verzeichnet werden kann.
Sobald das Gleichgewicht erreicht ist,
wird unmittelbar mit der Datenerfassung
begonnen. Diese kann in Abhingigkeit
des Experimentes fiir Stunden bis meh-
rere Monate fortgesetzt werden [8].
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Zusammenfassung - Abstract

Warmeflusskurve

Bei der Detailanalyse einer typischen
Wiarmeflusskurve (,,heat flow cur-
ve“) konnen mehrere Abschnitte unter-
schieden werden (8 Abb. 2a). Im 1. Ab-
schnitt der Messung bleibt das Signal na-
he der Nulllinie (,,baseline®). Der Nach-
weis mikrobieller Aktivitat beginnt mit
Erreichen eines in Abhingigkeit des Ins-
truments sowie Experiments definier-
ten Schwellenwerts (,,threshold®). Im 2.
Teil der Kurve kommt es zu einem star-
ken Anstieg des ,,heat flow* bis ein Maxi-
mum (,,peak activity®) erreicht wird. Die-
ser Anstieg ist annidhernd exponentiell
und durch die schnelle Replikation der
Mikroorganismen im Untersuchungsma-
terial bedingt. Der 3. Abschnitt der Wir-
meflusskurve wird durch eine allméhliche
Abnahme des ,,heat flow* vom ,,heat flow
peak® bis zur Riickkehr zur ,,baseline® de-
finiert. Schneidet die ,,heat flow curve“ die
»baseline® ist keine Stoffwechselaktivitit
mehr nachweisbar.

Interpretation

Der ,heat flow” und die resultieren-
de ,Heat-flow-over-time-Kurve® stellen
einen akkuraten und sensitiven Indikator
fiir mikrobielle Stoffwechselaktivitit dar
[11]. Wird die gesamte wahrend der Mes-
sung produzierte Wirme als Funktion
gegen die Zeit dargestellt (Integration) er-
hélt man eine Wérmekurve iiber die Zeit
(»»heat over time curve®, @ Abb.2b). An-
hand mathematischer Wachstumsmodel-
le ist es moglich eine sog. , fitted curve® zu
konstruieren und alle wichtigen mikrobi-
ellen Wachstumsparameter (Latenzphase,
exponentielle Phase und stationére Phase)
zu bestimmen. Die Integration der Heat-
flow-Kurve, die Konstruktion der ,fitted
curve® sowie die Bestimmung der mikro-
biellen Wachstumsparameter werden mit-
tels Software generiert. Bemerkenswert
ist, dass unabhéngig vom Wachstumsme-
dium die Form der Heat-flow-Kurve fiir
unterschiedliche Erreger charakteristisch
ist (@ Abb. 3).
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Mikrokalorimetrische
Untersuchungen in der Urologie

HWI-Diagnostik

Goldstandard in der Diagnostik eines
HWTI ist die quantitative Urinkultur ein-
schliefflich Erregeridentifikation und Re-
sistenzpriifung. Ein grofleres Labor ver-
arbeitet 200-300 Urinkulturen téglich.
Jedoch sind bis zu 80% der eingesand-
ten Urinproben negativ. Hieraus resul-
tieren ein erheblicher arbeitstechnischer
Mehraufwand sowie unnétige Kosten,
beides nicht zu unterschitzende Fakto-
ren in Zeiten stetig steigender Anforde-
rungen an die Kosteneffizienz. Ein weite-
rer Nachteil der Urinkultur ist die Dau-
er vom Eintreffen der Probe im Labor bis
zur definitiven Erregeridentifikation ein-
schliefllich Antibiogramm. Ohne vorlie-
gende Resistenzpriifung ist der behan-
delnde Arzt gezwungen, empirisch (d. h.
blind) zu behandeln. Gerade in der empi-
rischen Therapie liegt jedoch die Gefahr,
Erkrankungen zu verschleppen und Anti-
biotikaresistenzen oder Multiresistenzen
zu induzieren.

Eine neue, klinisch einsetzbare, akku-
rate und schnelle Methode zur Diagnos-
tik eines HWI wiirde viele Vorteile bieten:
== Reduktion der Laborkosten,
== Vermeiden einer ,blinden® empiri-

schen antibiotischen Therapie und

somit
== der Privention von Resistenzen.

Die IMC bietet diesbeziiglich interessan-
te Ansatzpunkte. Erste mikrokalorimetri-
sche Studien zur Untersuchung von Bak-
terienwachstum- und -detektion in Urin
wurden in den 1970er Jahren durchge-
fithrt [3, 4]. Neuere Arbeiten haben ge-
zeigt, dass mittels IMC die Identifikation
héufigster Erreger bakterieller HWI in-
nerhalb weniger Stunden méglich ist [6,
7]. In einer Pilotstudie [7] wurde filtrier-
sterilisierter Urin eines gesunden Proban-
den mit unterschiedlichen Konzentratio-
nen von (101-105) Escherichia coli, Pro-
teus mirabilis, Enterococcus faecalis und
Staphylococcus aureus inokuliert. Bakte-
rienwachstum konnte nach 3 h bei hohem
und nach bis zu 17 h bei einem Inokulum
von nur 1-10 koloniebildenden Einhei-
ten nachgewiesen werden. Da die Urin-
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Anwendungsbereiche
der isothermalen
Mikrokalorimetrie in der
Urologie. Eine Ubersicht

Zusammenfassung

Die isothermale Mikrokalorimetrie (IMC) ist
ein nicht spezifisches Warmemessverfahren.
Die hohe Sensitivitat des Verfahrens (0,2 W)
erlaubt den Nachweis kleinster Warmemen-
gen z. B. produziert von Mikroorganismen
oder eukaryoten Zellen. Ziel dieser Uber-
sichtsarbeit ist es, technische Grundlagen mi-
krokalorimetrischer Messungen zu vermitteln
sowie Uiber Vergangenheit, Gegenwart und
Zukunft dieser vielversprechenden Technolo-
gie im urologischen Kontext zu berichten.

Schliisselworter
Warmeflusskurven - Harnwegsinfekterreger -
Harnwegsinfektionen - Tumoren, urogenitale

Areas of application of
isothermal microcalorimetry
in urology. An overview

Abstract

Isothermal microcalorimetry (IMC) is a non-
specific analytical tool for measurement of
heat. With sensitivity in the order of 0.2 uW,
IMC can detect very small amounts of heat
produced by only a small number of microor-
ganisms or eukaryotic cells. This report is in-
tended to introduce IMC to the urological au-
dience and to give an overview about the
past, present and future of this cutting edge
technology in the urological context.

Keywords

Heat flow curves - Tumours, urogenital -
Urinary tract infection - Urinary tract
pathogens

zusammensetzung geschlechts- und al-
tersspezifisch stark variieren kann, wurde
die Moglichkeit der Standardisierung des
Verfahrens die Folgestudie mit artifiziel-
lem Urin tiberpriift und bestitigt [6, 12].
Die gemessenen Parameter (Detektions-
zeit, Wachstumsrate) zeigten eine brei-
te Ubereinstimmung mit den Resultaten
der Pilotstudie (8 Abb. 4).
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Urogenitaltuberkulose

Die Urogenitaltuberkulose (UGTB) ist
eine sekundédre Manifestation der Tu-
berkulose und wird aufgrund ihrer be-
gleitenden schwerwiegenden Komplika-
tionen als ,,severe form of extra-pulmo-
nary tuberculosis bezeichnet [14]. Wih-
rend die frithzeitige Diagnosestellung
und der rechtzeitige Einsatz hochwirksa-
mer Antituberkulostatika zur Heilung oh-
ne bemerkenswerte Funktionseinbussen
fithren, droht bei Verzégerung ein massi-
ver Gewebeuntergang mit konsekutivem
Funktionsverlust der betroffenen Organe
(Nierenversagen, Infertilitit).

Standard der UGTB-Diagnostik ist
der kulturelle Erregernachweis aus Urin
und Genitalsekreten. Der positive Nach-
weis erfordert mindestens 3-4 Wochen,
ein Ausschluss kann jedoch erst nach
6-8 Wochen erfolgen. Eine innovative
und schnelle diagnostische Methode mit
hoher Sensitivitdt und Spezifitat zur Iden-
tifikation einer UGTB konnte die The-
rapie und den Krankheitsverlauf der Pa-
tienten entscheidend verbessern. Die IMC
bietet diesbeziiglich duflerst interessan-
te Ansatzpunkte. In einer aktuellen Stu-
die wurde das Wachstum von Mycobacte-
rium tuberculosis und anderen Mykobak-
terien in filtersterilisiertem Urin unter-
sucht [5]. Ein Wachstum von Mycobac-

terium tuberculosis in filtersterilisierten
Urin konnte nicht nachgewiesen werden.
Da bei UGTB haufig eine Proteinurie be-
obachtet wird, wurde ein weiteres Experi-
ment unter der Zugabe von Kélberserum
durchgefiihrt. Unter diesen Bedingun-
gen konnte nach knapp 18 Tagen Myco-
bacterium tuberculosis detektiert werden.
Die Optimierung des Patientenurins mit-
tels verschiedener Ndhrmedien ldsst eine
schnellere Detektion inklusive Resistenz-
priifung erwarten und ist Gegenstand lau-
fender Untersuchungen.

Onkologie

Neben den weiten Einsatzmoglichkei-
ten der IMC im Bereich urogenitaler In-
fektionen haben frithere mikrokalorime-
trische Studien gezeigt, dass tumoréses
und nicht-tumordses urogenitales Gewe-
be mittels Mikrokalorimetrie differenziert
werden kann (18, 19]. So berichtete Kal-
lerhof et al. [18] tiber einen 8,4-fach ho-
heren maximalen Warmefluss bei Prosta-
takrebszellen im Vergleich zu normalen
Prostatagewebe. Dariiber hinaus zeigten
die Autoren, dass mit der Mikrokalorime-
trie eine mit dem histologischen Grading
vergleichbare Einteilung urogenitaler Tu-
moren hinsichtlich ithrer Malignitat mog-
lich ist. Gerade in Klinisch strittigen Situ-
ationen wie z. B. einem rezidivierenden

pT1-High-grade-Blasenkarzinom kénn-
te die IMC entscheidende zusitzliche In-
formationen tiber die Aggressivitit dieser
Tumorentitit liefern und so die Entschei-
dung des Behandlungsregimes positiv be-
einflussen [23].

Fazit fiir die Praxis

Die IMCist eine sensitive und innovati-
ve Methode. Erste Erfahrungen iiber den
Einsatz dieses Verfahrens in der Urolo-
gie liegen vor. Die Technik bietet neben
neuen Einblicken in die Physiologie uro-
pathogener Erreger sowie der Biolo-

gie urologischer Tumoren auch interes-
sante Ansatzpunkte Resistenzpriifun-
gen zu beschleunigen sowie den Work-
load und die Kosten im mikrobiologi-
schen Labor durch eine rasche Elimina-
tion negativer Urinkulturen zu reduzie-
ren. Neue Instrumente mit miniaturi-
siertem Design sind in der Entwicklung
und werden zu einer weiteren Verbesse-
rung hinsichtlich Sensitivitat und Durch-
satz fiihren. Die Kombination mit ande-
ren modernen diagnostischen Verfahren
(z. B. der matrixunterstiitzten Laserde-
sorption-Flugzeitmassenspektrometrie,
MALDI-TOF-MS) ist reizvoll [22]. Eine Aus-
einandersetzung mit dieser vielverspre-
chenden Technologie erscheint aufgrund
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des bei weitem noch nicht ausgeschopf-
ten Potentials gerechtfertigt, denn es gilt
»All living organisms produce heat”.
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Fachnachrichten

CESAR-Preis 2013 vergeben

Die CESAR Central European Society for
Anticancer Drug Research- EWIV hat am 28.
Juni 2013 im Rahmen der Jahreshauptver-
sammlung Prof. Dr. Lukas Kenner und Prof.
Dr. Helmut Salih den CESAR-Preis 2013 fiir
herausragende Arbeiten im Forschungsbe-
reich antitumoraler Wirkstoffe in Tiibingen
verliehen.

Prof. Lukas Kenner, Wien, analysiert die
pathogenetischen Mechanismen hoch
maligner T-Zell Lymphome. Seine For-
schungsergebnisse lieferten die Basis, dass
ein 27-jahriger, therapierefraktarer ALK-
positiver ALCL-Patient unter Imatinib-Be-
handlung innerhalb von 10 Tagen tumor-
frei war. Der Patient befindet sich seither in
klinischer Remission.

Prof. Helmut Salih, Tiibingen, erforscht
translationale Therapieansatze. Er widmet
sich der Untersuchung von Mechanismen
und Molekiilen, welche die Interaktion von
Tumorzellen mit dem Immunsystem beein-
flussen und Tumorzellen ermdglichen, sich
der Immunkontrolle zu entziehen.

CESAR fordert die Forschung und Ent-
wicklung von neuen Medikamenten und
Therapiestrategien in der Onkologie. Der
Non-Profit-Organisation gehoren Wissen-
schaftler aus Deutschland, Osterreich und
der Schweiz an, die in der praklinischen,
translationalen und klinischen Forschung
im Bereich der Tumortherapie arbeiten.

Quelle: CESAR: Central European Society
for Anticancer Drug Research - EWIV,
www.cesar.or.at




