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von Mikropartikeltechnologie und Durchflufizytometrie
Oguntke
Karin Sabine
Molekulare epidemiologische Untersuchungen (zB. hinsichtlich individueller Strahlen-
empfindlichkeit oder strahlenassoziiertem Krebs) erfordern sowohl hochempfindliche und

zuverlissige Diagnostikverfahren als auch den Einsatz automatisierter Systeme, die eine

parallele Aufbereitung und Analyse zahlreicher Proben erméglichen.

In dieser Arbeit wurde ein durchfluBzytometrisches Verfahren zum Nachweis und zur -
Quantifizierung von PCR-Produkten entwickelt. Dabei werden die Amplifikate durch
Primer markiert, die mit Digoxigenin und Biotin konjugiert sind. Die PCR-Produkte werden
mit I\/Ijkfopartikeln inkubiert, die mit Anti-Digoxigenin-Antikérpern gekoppelt sind, und
gleichzeitig mit Streptavidin-Phycoerythrin Fluoreszenz-markiert. Die Fluoreszenzintensitét
jedes Partikels und damit auch der Gehalt an gebundenem PCR-Produkt werden im -
DurchfluBzytometer bestimmt.

Die hohe Empfindlichkeit des Verfahrens sollte genutzt werden, um latente Infektionen mit
dem Zytomegalie-Virus (CMV) zu analysieren. Fiir den benétigten Nachweis weniger
Virengenomiquivalente im peripheren Blut wurde ein spezielles Protokoll zur DNA-
Isolierung aus Monozyten erarbeitet, das auf der Verwendung magnetischer Mikropartikel
basiert. Im Vergleich mit einem etablierten PCR-Verfahren zeigte das Nachweissystem bei
110 untersuchten Blutproben eine Steigerung der Spexzifitat.

Die Ergebnisse der Arbeit verdeutlichen, dass die Kombination von Mikropartikeltechnik
und DurchfluBzytometrie eine Reihe hochempfindlicher und vollstindig automatisierbarer

Messungen ermdglicht.
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1 Einleitung: Grundiagen der Zytomegalie

1.1 Erreger

Das Cytomegalievirus (CMV) gehort der Herpesviridae-Familie (Untergruppe B) an
und wird als humanes Herpesvirus Typ 5 (HHV-5) bezeichnet.

Es hat einen Durchmesser von 150-200 nm und enthélt lineare, doppelstringige DNA
mit ca. 230.000 Basenpaaren, die von einem ikosaedrischen Kapsid und einer als
Tegument bezeichneten Proteinschicht umschlossen wird. Die dufere Virushiille besteht
aus einer Lipiddoppelmembran, in die mindestens acht verschiedene Glykoproteine
eingelagert sind, mit deren Hilfe das Virus mit der Wirtszelle fusioniert. Sein Name
*Zytomegalie-Virus” deutet darauf hin, dass es eine VergroBerung der infizierten Zelle
bewirkt.

1.2 Epidemiologie

CM-Viren sind ubiquitir nachweisbar und neigen stark zur Latenz, so dass nur ein
geringer Anteil der Infektionen klinisch manifest wird. Wie beim Menschen sind die

Viren auch bei Tieren streng wirtsspezifisch.

Zytomegalie ist die hiufigste konnatale Infektion sowie die haufigste und wichtigste
Infektion bei organtransplantierten Patienten, bei denen das hochste Risiko 1-4 Monate
nach der Immunsuppression besteht. Eine CMV-Pneumonie tritt bei ca. 20 % der
Empfinger von Knochenmarkstransplantaten auf, die Letalitdt betrdgt dabei nahezu
90 %.

Das Aufireten spezifischer Antikorper gegen CMV héngt vom soziodkonomischen

Standard eines Landes ab, wobei die Privalenz in Industriestaaten niedriger als in
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armeren Lindern ist. In Europa sind etwa 40-70 % der Bevolkerung Antikorper-positiv
gegeniiber CMV, in Léandern der dritten Welt sogar mehr als 90 %. v

,In der Bundesrepublik sind ca. 50 % der Erwachsenen CMV-infiziert, in Landern mit
schlechten soziookonomischen Bedingungen bis zu 98 %. Die Durchseuchung erfolgt
zweigipfelig vorzugsweise in der frihen Kindheit und im Adoleszentenalter mit der
Aufnahme sexueller Beziehungen (Oethinger 1997, S. 182).

Insgesamt nimmt die Durchseuchung der Bevolkerung mit dem Lebensalter zu. In
besonderen Risikogruppen (z.B. AIDS-Patienten, Prostituierte und Homosexuelle) sind
ca. 90 % seropositiv. Das in diesem Patientenkreis am héufigsten vorkommende
Herpesvirus war CMV, und zwar vorwiegend bei Personen mit niedrigem CD4-Zellen-
Status. Aufgrund dessen kann man vermuten, dass das Virus im Zusammenhang mit
starker Immunsuppression reaktiviert wird (Fabio et al. 1997, S. 2658).

Die Tatsache, dass das CMV nicht nur bei seropositiven Menschen, sondern auch bei
seronegativen reproduzierbar nachgewiesen werden konnte, ldsst darauf schlieBen, dass
CMV-Infektionen weiter verbreitet sind als bisher durch seroepidemiologische Studien ;

angenommen wurde (Taylor-Wiedemann et al. 1991).

1.3 Ubertragung und Infektion

Je nach Infektionszeitpunkt unterscheidet man die konnatale (prd-, peri-) und postnatale
Infektion.

Erstere Form ist die hiufigste angeborene Virusinfektion: das Virus wird diaplazentar
iibertragen (vertikale Ubertragung). Bei den Miittern finden sich meistens
asymptomatische Verléufe oder leichte, uncharakteristische Infekte. Trotzdem kommt
es bei ihnen zur Virdmie und damit zur intrauterinen Infektion des Kindes. Eine in den
ersten sechs Monaten der Graviditit manifest aufiretende Infektion kann schwere

Embryonalschiden sowie eine Frithgeburt verursachen (s.u.).
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Letztere wird durch Tropfchen- und Schmierinfektion verbreitet, wobei Bluttrans- -
fusionen, Organtransplantationen und Geschlechtsverkehr besondere Risikofaktoren
darstellen. AuBerdem wird das Virus tiber Urin, Speichel, Tranenfliissigkeit, Sperma,

Cervix-Sekret und Stuhl ausgeschieden (horizontale Ubertragung).

Bei Herpesviren unterscheidet man den lytischen Infektionszyklus und die Latenz, die
- zur lebenslangen Infektion des Organismus fuhrt. ,,Cytomegalovirus latency depends on
an interaction with hematopoietic cells in bone marrow and peripheral blood”
(Slobedman/Mocarski 1999, S. 4608).

Das Virus persistiert nach Primérinfektion im Korper und kann bei geschwichtem
Immunsystem reaktiviert werden. Deshalb manifestiert sich die Infektion besonders bei
abwehrgeschwichten Patienten im Rahmen maligner Krankheiten (z.B. Leukémie,
M. Hodgkin und Non-Hodgkin-Lymphomen), Immunschwiche (z.B. AIDS) und
Immunsuppression infolge von Transplantationen.

Unterschieden werden mufl zwischen der rdumlich begrenzten Latenz und jener im
gesamten Organismus. Momentan noch umstritten ist die Frage, ob gleichzeitig in
einem Organ molekulare Latenz und in einem anderen eine produktive Infektion oder
gar beide in demselben Organ‘ vorkommen. Ferner bestehen indirekte Hinweise, dass
sich die SchieBscheibenzellen (Targetzellen) beziiglich produktiver Infektion von denen
mit Latenz unterscheiden (Kurz et al. 1997, S. 2986).

1.4 Pathogenese und Symptome

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass neutralisierende Antikérper einen
modulatorischen Einflu auf die Infektion und den Krankheitsverlauf ausiiben.
Wihrend der Reaktivierung einer latenten Viruspersistenz beschrinken sie die
Ausbreitung der Viren im Kérper. Dieser Effekt ist abhéngig vom vorhandenen
Antikérpertiter (Schoppel et al. 1998, S. 1241).

Die Erkrankung kann verschiedene Organe betreffen, wobei vorwiegend die Lunge,

Leber, Nieren, Nebennieren, Speicheldriisen, Augen und das ZNS betroffen sind.
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Fine CMV-Infektion verléuft gewohnlich asymptomatisch, sie kann aber auch ein
mononukleose-ahnliches Krankheitsbild bei immunsupprimierten Personen sowie eine ’

angeborene Infektion Neugeborener verursachen (Allen et al. 1995, S. 725).

00-95 % der konnatalen Infektionen verlaufen symptomlos, wihrend bei den iibrigen
5-10 % Frithgeburten, chronische Hepatopathien mit prolongiertem Ikterus, Hepato-
splenomegalie, himolytische Anamie, thrombozytopenische Purpura, Schwerhorigkeit,
Chorioretinitis, Wachstumsretardierung mit Skelettveranderungen, zerebrale Defizite
wa auftreten konnen. Intrakranielle Verkalkungen liegen im Gegensatz zur
Toxoplasmose meist periventrikular. Kriampfe und ein Hydrozephalus kénnen auf eine

Enzephalitis hinweisen.

Auch die postnatale Infektion bei immunkompetenten Patienten verlduft in mehr als
00 % der Fille stumm. Es kann zu Miidigkeit, einem mononukleose-dhnlichen

Krankheitsbild mit Lymphadenopathie oder leichter Hepatitis kommen.

Wenn aufgrund anderer schwerer Allgemeinerkrankungen eine bedeutende Resistenz-
minderung besteht, konnen auch Erwachsene von schweren CMV-Erkrankungen
betroffen sein. Dies gilt besonders fiir Immunsupprimierte oder AIDS-Patienten, bei

denen die Erkrankung einen dramatischeren Verlauf nimmt: Fieber, mononukleose-

jhnliches Krankheitsbild, Myalgien, Arthralgien, Leukopenie, Thrombozytopenie,

Retinitis, Enzephalitis, interstitielle Pneumonie (mit hoher Letalitat), Osophagitis,

Gastritis, Colitis mit Ulcerationen, Hepatitis u.a.

Durch den Mangel an T4-Zellen kommt es bei AIDS-Patienten zu einer Reihe von

opportunistischen viralen Infekten. Besonders gefiirchtet ist die Chorioretinitis, die

durch CMV verursacht wird und als héufigste Ursache fiir eine Erblindung bei AIDS-

Patienten gilt.

Beziiglich der Pathologie handelt es sich bei der CMV-Infektion um eine interstitielle
lymphoplasmazellulire Entziindung, die durch das Vorkommen von Riesenzellen mit
Kern- und Zytoplasmaeinschlusskorperchen (‘Eulenaugenzellen’) gekennzeichnet ist.

Dabei finden sich Nekrosen sowie Metaplasien verschiedener Gewebe und Organe.
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Ferner besteht eine Leukopenie mit relativer Lymphozytose und atypischen:
Lymphozyten, eventuell zusitzlich eine Thrombozytopenie (s.0.). Das Virus befillt
vorwiegend adhédrente und CD14-positive Zellen (Dumont u.a. 2001, S. 3643). Das
Oberflachenantigen CD14 wird von Monozyten und von Makrophagen, die von diesen
abstammen, exprimiert.

Dadurch ruft die CMV-Infektion eine zusétzliche zelluldre Immunsuppression hervor,
die weitere Infektionen begiinstigt (zB. Klebsiellen, Legionellen, Aspergillus,
Candida). So tritt die Zytomegalie oft kombiniert mit anderen Erkrankungen auf (z.B.
Pertussis). Myokarditis, Kreislaufschock, Hyperparathyreoidismus sowie Horsturz sind
mogliche Komplikationen. Ist der Darm betroffen, kann es dort zu Perforationen

kommen. Es besteht zudem der Verdacht, dass das CM-Virus onkogen wirkt.

1.5 Prévention und Therapie

Prophylaxe und Friihtherapie sind zwei Méglichkeiten, um Transplantat-Empfinger mit
hoher Sicherheit vor dem Ausbruch einer CMV -Erkrankung zu schiitzen.

Im Rahmen der Transfusionsmedizin ist vor allem die Leukozytendepletion von groBer
Bedeutung. In den gewonnenen Blutprodukten findet vor ihrer Ubertragung auf den
Empfinger eine Abreicherung von Leukozyten statt, um die Infektionsgefahr zu
minimieren. Transplantierte Patienten ohne Zytomegalie, aber mit einem sehr groBen
Erkrankungsrisiko koénnen vorbeugend medikamentos behandelt werden, um dies fast
auszuschliefen und einen milden Krankheitsverlauf zu erreichen. Eine andere
Moglichkeit besteht in regelmaBigen Blutuntersuchungen (s.u.), die eine
Virusvermehrung bereits nachweisen, bevor die Symptome einer Erkrankung aufireten.
“The - availability of microbiologic methods that detect early replication of
cytomegalovirus (CMV) posttransplantation will enhance the process of initiating
preemptive antiviral therapy brior to the appearance of CMV disease” (Mendez et al.
1997, S. 526).

Das frithe Erkennen einer Zytomegalie-Virdmie ist besonders wichtig, weil die
antivirale Therapie darauf basiert und zudem die Uberwachung der Effizienz einer
Prophylaxe davon abhéingt (Toyoda et al. 1995, S. 1272).
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Nach Einleitung einer 14-tégigen konsequenten Therapie (Friththerapie) tritt nur noch in -
Ausnahmefillen eine Erkrankung auf.

Bei betroffenen Neugeborenen fithrt man Austauschtransfusionen durch, sofern eine

Bilirubindmie tiber 342 pmol/l vorliegt.

Eine symptomatische CMV-Infektion immuninkompetenter Patienten wird durch
Ganciclovir oder Foscarnet behandelt. Da diese Therapie lediglich eine Unterdriickung
der Virusvermehrung, jedoch keine Elimination des Virus bewirkt, sind Rezidive nicht
ausgeschlossen. Die Moglichkeit einer aktiven Immunisierung besteht bislang nicht, die
Wirksamkeit von Immunglobulinen erscheint insgesamt fraglich und nur auf wenige
Situationen begrenzt (Oethinger 1997, S. 182).

Ganciclovir wird bei Retinitis, Kolitis, Pneumonie und anderen Manifestationen
Erwachsener eingesetzt: Die rechtzeitige Behandlung einer CMV-Infektion kann das
Risiko einer ernsten Erkrankung signifikant reduzieren. Deshalb ist eine frithe Diagnose
und eine korrekte Differenzierung von AbstoBungsreaktionen von groBer Bedeutung,
besonders seitdem das antivirale Mittel Gancicl(;vir zur Vérﬁigung steht (Tanabe et al.
1996, S. 1508).

Dabei sind allerdings schwerwiegende Nebenwirkungen des Medikaments auf das
Knochenmark zu bedenken: So erwies sich i)rophylaktisch verabreichtes Ganciclovir
zwar als éffektiv bei der Unterdriickung von CMV-Infektionen und —Erkrankungen,
~aber es fiihrte zu Neutropenie und vermehrten bakteriellen Infektionen (Gerna et al.
1995, S. 675).

Der therapeutische Einsatz von Foscarnet kann unerwiinschte Wirkungen im

Gastrointestinaltrakt, ZNS und in den Nieren hervorrufen.

Die parenterale Applikation und die geschilderten Nebenwirkungen der eingesetzten

Medikamente erfordern eine stationdre Behandlung.
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1.6 Bisherige Diagnostik

Aufgrund der oben dargestellten Sachverhalte beziiglich der Zytomegalie ldsst sich die
Frage, warum die CMV-Diagnostik wichtig ist, klar beantworten:

In erster Linie spielt sie im Rahmen der Transfusions- und Transplantationsmedizin eine

entscheidende Rolle.

Hierbei ist besonders der Fall herauszustellen, in dem einem Empfinger, der bisher
noch keinen Kontakt mit CMV hatte, infiziertes Blut oder ein entsprechendes Organ
tibertragen wiirde. Die Infektion hitte fiir diesen Patienten fatale Folgen (s.0.), weil er

vor allem bei einer Immunsuppression ein hohes Erkrankungsrisiko besitzt.

Zum Nachweis des Cytomegalievirus' stehen verschiedene virologische, serologische
und molekulargenetische Verfahren (monoklonale Antikérper gegen CMV-Antigene,
Nukleinsdure-Hybridisierung, PCR) zur Verfiigung:

- Riesenzellen lassen sich mikroskopisch in Urin, Speichel und Liquor nach-
weisen. |
Virusnachweis in Urin, Sperma, Zervixsekret, Blut (Leukozyten): erfolgt auf
Gewebekulturen von menschlichen Fibroblasten aus Haut und Muskulatur. Am
besten geeignet ist die Virusisolierung aus Lungengewebe.

Serologischer Nachweis der Antikorper mit Hilfe der Komplementbin-
dungsreaktion oder des Neutralisationstestes: Beweisend ist jedoch nur ein
Titeranstieg um vier Stufen.

- DNA-Hybridisierung

- Polymerase-Keiten-Reaktion: Bei positiver CMV-PCR im Liquor ist von einer
aktiven CMV-Erkrankung des ZNS auszugehen.

Die Vor- und Nachteile der unterschiedlichen Methoden werden erldutert und

gegeniibergestellt.
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Tabelle: Vor- und Nachteile verschiedener diagnostischer Verfahren

CMYV-Diagnostik Vorteile Nachteile

1. immunhistochemisch  sehr genau sehr arbeitsaufwendig
(Goldstandard)

2. immunologisch (ELISA) |schnell und einfach kein Nachweis bei

Nachweis CMV-spez. IgMs Frischinfizierten (Latenzzeit),

Nachweis v. CMV-Antigenen

kaum Unterscheidung méglich
zwischen latent vorhanden
und erkrankt (Reaktivierung),

Bestimmung des Virentiters

nicht méglich
3. genetisch hochspez. Nachweis sowie | schwierige Tests wegen
Hybridisierung Quantifizierung des geringer Virenkopienzahlen
PCR (meist ELISA-PCR) Virentiters bei Latenten
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1.

Mit dem so genannten Goldstandard der Virologie kann die Infektion wihrend
der ersten drei Lebenswochen im Urin, Speichel oder Blut nachgewiesen
werden. Der Nachweis gelingt sehr zuverlédssig, ist aber auch recht arbeits-

intensiv.

Nach der Infektion treten im Serum neutralisierende und komplementbindende
Antikorper auf, so dass der Infektionsstatus durch den Nachweis von CMV-
spezifischen IgM- oder IgG-Antik6rpern festgestellt wird. Dieser Test wird mit
Hilfe von Enzymimmunoassay me-Linked-Immuno-Sorbent-Assa;

ELISA) durchgefiihrt, wobei entweder die CMV-spezifischen Antikérper oder
die CMV-Antigene nachgewiesen werden. Letzteres ist aufgrund der geringen
Mengen CMV-spezifischer Proteine im peripheren Blut eines nicht erkrankten
Menschen #uBerst schwierig. Ferner gilt die Interpretation dieser Werte bei

Immunsupprimierten als problematisch (Schmidt et al. 1995, S. 1137).

Bei diesem Verfahren wird beispielsweise eine definierte Menge enzym-
markiertes Antigén (Tracer) mit dem zu bestimmenden Antigen in einem mit
spezifischen Antikorpern beschichteten Testrohrchen versetzt, Woraﬁf sich
Antigen-Antikérper-Komplexe und enzymmarkierte Ag-Ak-Komplexe aus-
bilden. Nach Ausspiilen des tberschiissigen Tracers wird die Aktivitit der
enzymmarkierten Ag-Ak—Komplexe durch eine entsprechende Reaktion
gemessen.

Diese Enzymaktivitdt verhilt sich umgekehrt proportional zum Antigengehalt
der Probe: Eine geringe Aktivitéit bedeutet eine hohe Menge des hach—

zuweisenden Antigens.
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q
,'"@ Zugabe von Antigen und
enzymmarkiertem Tracer

Trennung von nicht
gebundenem Tracer
und Antigen

%bo des Substrates
Messung des gebildeten
Produktes

Abb. 1: Enzymimmunoassay (G6dde 1997, S. 149)

Dieses Verfahren ist rasch und leicht durchfiihrbar, kann aber nur Auskunfi
dariiber geben, ob die betreffende Person mit dem Virus in Kontakt gekommen
ist, und nicht, ob eine tatsichliche Infektion vorliegt. Eine Unterscheidung
zwischen latent vorhandenen Viren und erkrankten Personen, bei denen es zu
einer Reaktivierung gekommen ist, kann damit kaum gelingen. So besteht mit
diesem Verfahren keine Kontrolle iiber die Reaktivierung. Wegen einer
Latenzzeit von drei Wochen ist der Nachweis zudem bei Frischinfizierten nicht

erfolgversprechend.
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3. Neben dem Nachweis von weilen Blutkérperchen, die Eiweilverbindungen von -
CMV auf ihrer Oberfliche tragen und damit auf eine CM-Viriimie deuten, steht
auch die Messung der CM-Viruslast anhand def Polymerase-Kettenreaktion

(PCR) zur Verfiigung. Der direkte Nachweis einer Virusinfektion vor der

Serokonversion kann jedoch nur tber den Antigen-Nachweis in Leukozyten

(pp65) mittels Virusisolierung oder nested-PCR erfolgen.
Bei der PCR werden Spuren der CMV-DNA sehr stark vervielfiltigt und
anschlieBend mit einer Gelelektrophorese bestimmt (s. 2.1). Die Methode wird
in vielen Bereichen angewendet: Neben bakteriellen und viralen Infektionen in
~ der medizinischen Diagnostik werden Erbkrankheiten sowie Verwandtschafts-
beziehungen in der humangenetischen Diagnostik mit Hilfe dieses Verfahrens
nachgewiesen. In der Rechtsmedizin spielt der "genetische Fingerabdruck” eine
immer bedeutendere Rolle, wihrend man sich in der modernen Humangenetik

zumeist mit Mutationen und Klonierung von Genen beschiftigt.

“The detection of CMV by DNA amplification techniques (PCR) provides the
potential for rapid and early diagnosis. PCR is able to selectively amplify and
detect specific CMV DNA” (Mendez et al. 1997, S. 526).

Mit der PCR konnen selbst wenige Viren in einer Blutprobe nachgewiesen
werden. Die geringe Anzahl von Virenkopien bei latent infizierten Personen
setzt der Vorgehensweise jedoch auch technisch Grenzen, so dass eine gewisse
Unsicherheit bleibt:

,Der Virusnachweis klart jedoch nicht, ob eine primdre Infektion oder eine
Reaktivierung vorliegt, da eine Virusausscheidung nach Infektion lange Zeit
(Monate evtl. Jahre) bestehen kann. Spezifische IgM—lAntikérper sind ein guter
Hinweis auf eine Infektion. Der Antikérperanstieg kann jedoch bei
immunsupprimierten Patienten unterbleiben. Biopsie- oder Sektionsmaterial
wird histologisch auf "Eulenaugen’ untersucht. Der positive Nachweis ist
diagnostisch verwertbar, jedoch lasst sich eine Infektion durch einen negativen

Befund nicht ausschlieBen* (Alexander/Raettig 1998, S.73).

Die Tatsache, dass ein Antikdrperanstieg bei Immunsupprimierten fehlen kann,
erlaubt allerdings eine bessere Quantifizierung des Virentiters tber die PCR, die

einen hochspezifischen Nachweis darstellt (s.u.).
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Eine frithe Diagnose ist entscheidend fiir die Patientenfiihrung und antivirale Therapie, -
um die Morbiditit und Mortalitat infolge von CMV-Infektionen zu reduzieren. Bei
einem Vergleich von CMV-Nachweismethoden erwies sich die Sensitivitit und
Speziﬁtat mit der PCR als deutlich hoher als fir IgM-ELISA (Schmidt et al. 1995).
Immunologische und genetische Methoden verbessern zwar die Diagnostik, sie haben

aber auch jeweils Nachteile, die ihren Einsatz limitieren (Barber et al. 1999, S. 85ff).

1.7 DurchfluBzytometrische Analyse

Neben der konventionellen Beurteilung von PCR-Produkten mit Hilfe der Gelelektro-
phorese und Firbung mit Ethidiumbromid, die sehr arbeitsintensiv und fir eine
Automatisierung kaum geeignet erscheint, sind weitere Arbeitsmethoden beschrieben
worden, die sich auch fiir den Hochdurchsatz eignen.

Eine Moéglichkeit des besonders sensitiven Nachweises besteht in der Kombination von
PCR und anschlieBender DurchfluBzytometrie. Das DurchfluBzytometer stellt ein
optisches Messgerit dar, das Tausende von Partikeln pro Sekunde analysieren kann und
dessen Bedienung weitgehend Computer-gesteuert ist.

Die automatisierte Analyse der optischen Charakteristika von Proben im Durchflufl
wurde 1969 in Deutschland und den USA entwickelt, beinhaltet eine Weiterentwicklung
des Prinzips der Fluoreszenzmikroskopie und wird weitgehend genutzt, um
Eigenschaften von Zellen und Mikropartikeln zu untersuchen.

Eine Fluoreszenzmarkierung erfolgt durch Bindung entsprechender Farbstoffe oder mit
Fluoreszenzfarbstoﬂ‘-konjugierten\ Antikorpern. Als Lichtquelle dient ein Laser, dessen
Strahl durch Linsensysteme in eine elliptische Form gebracht und von der zu
analysierenden Probe (Sample) im rechten Winkel gekreuzt wird. Das System fuhrt die
Probe aus einem Réhrchen durch den Laserstrahl, wobei sie von einem #uBeren
Hullstrom (Sheath Fluid) durch dessen héheren Druck zu einem sehr diinnen
Flissigkeitsfaden ausgezogen wird.

Durch den Laser wird die Probe zur Fluoreszenz angeregt. Resultierendes Fluoreszenz-
und Streulicht werden von mehreren Lichtdetektoren aufgefangen und nach Intensitat

und Farbe getreﬁnt vom Computer aufgezeichnet. Anhand ihrer spezifischen
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Streulichtsignale konnen Gréfle und Komplexitat bestimmt werden. Vom Messpunkt
aus kann in verschiedenen Raumwinkeln Streulicht in der Anregungswellenlinge
registriert werden.

Das von der Probe in Richtung des Laserstrahls gestreute Licht wird vom Forward-
FScatter-Detektor (FSC fir GroBe), das Seitwirtsstreulicht (SSC fir Granularitét) und
verschiedene Fluoreszenzfarben rechtwinklig zum Laserstrahl aufgenommen und durch
ein Objektivsystem, verschiedene Farbfilter und Teilerspiegel auf die verschiedenen
Detektoren gelenkt. Auf diese Weise wird jeweils eine charakteristische Kombination
von optischen Eigenschaften registriert, die eine spitere Auswertung erméoglicht. Die
aufgezeichneten optischen Ergebnisse (Streu- und Fluoreszenzlicht) lassen
Riickschliisse auf bestimmte Charakteristika der gemessenen Probe zu. So korrelliert
das Vorwirtsstreulicht mit der Grofe und dem Brechungsindex des Partikels, das
Seitwartsstreulicht mit der Struktur.

Durch die Geometrie des Kiivettenhohlraums werden Kriftevektoren erzeugt, die
asymmetrische Partikel zu einer Ausrichtung in seiner Léngsachse veranlassen. Nach
Verstirkung konnen die Signale im Computer erfasst und dargestellt werden. Aufgrund
der unterschiedlichen Orientierung in der Lingsachse sind die Signale variabel, so
dass eine breite Verteilung in der Dot-Plot-Darstellung am Computer resultiert
(Punktwolke).

In der klinischen Diagnostik hat sich die Durchflulzytometrie inzwischen zu einem
essentiellen Bestandteil entwickelt. Zu ihren bedeutendsten Anwendungsgebieten
gehort die Immunophénotypisierung, z.B. von Zellen des hdmatopoetischen Systems
durch Einsatz Fluoreszenz-konjugierter Antikorper gegen Zelloberflichenproteine
(Brown/Wittwer, 2000) sowie die Bestimmung des zelluliren DNA-Gehalts von
Tumorzellen nach Fluoreszenzfarbung der DNA (Schumann et al., 1971).

Neben der Analyse von Zellen lassen sich mit diesem Verfahren Mikropartikel mit
GroBen von 0,5 bis 100 pm messen. Zundchst wurden sie zur Untersuchung der
Phagozytose von Makrophagen (Steinkamp et al, 1982) urnd als Standard fir
Zellzahlungen (Stewart/Steinkamp, 1982) eingesetzt. Nach der Entwicklung von
Methoden, Antikorper kovalent an Mikropartikel zu binden, lieBen sich auch Molekiile

(z.B. Proteine) spezifisch abfangen und im DurchfluBzytometer analysieren.
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Seit einigen Jahren wird die Kombination von Mikropartikeln und DurchfluBzytometrie -
auch zur Analyse von DNA- und RNA-Sequenzen verwendet. DurchfluBzytometer
verfiigen tiber eine Auflésung von minimal 200 nm im Streulicht. Da PCR-Produkte
jedoch deutlich kleiner sind (ein PCR-Produkt von 100 Bp hat eine Linge von ca. 35
nm), miissen die zu untersuchenden Teile vorher an kommerziell erhiltliche Partikel mit
nachweisbarer Grofie gebunden werden (zumeist aus Latex oder Polystyrol). Fiir diesen
Vorgang und die erforderliche Fluoreszenzmarkierung der PCR-Produkte gibt es jeweils
verschiedene Moglichkeiten: Einerseits kann der Einbau direkt wihrend der PCR durch
Verwendung markierter Primer oder modifizierter Nukleotide erfolgen, andererseits
indirekt durch Hybridisierung des Amplifikats mit einer markierten DNA-Sonde oder
durch eine der PCR hachgeschalteten chemischen Modifikation des Produkts.

Meist spielt ein kompetitiver Hybridisierungsschritt eine wichtige Rolle, wihrend
dessen bestimmte Sequenzen keinen Gegenpart finden und anschlieBend mit Hilfe der
Mikropartikel abgefangen werden (Brenner et al., 2000).

Auch alle Methoden, die PCR, Mikropartikel und DurchfluBzytometrie kombinieren,
weisen bisher einen solchen Hybridisierungsschritt auf Dieser erhoht zwar die ,
Spezifitdt und Zﬁverléissigkeit des Nachweises, verlingert aber das Verfahren und
erschwert die Durchfithrung.

Erst in den letzten Jahren wurden Techniken entwickelt, die auf der Verwendung von
paramagnetischen Beads basieren und eine Separation ermoglichen. PCR-Produkte
viraler DNA oder RNA werden relativ einfach im DurchfluBzytometer mit hoher
Sensitivitdt getestet. Als Voraussetzungen fiir eine Messung im DurchfluBzytometer
sind verschiedene Punkte zu beachten, um Genfragmente (insbesondere PCR-Produkte)

darstellbar und quantifizierbar zu machen (s. 3.1).



Grundlagen der Zytomegalie 15

1.8 Ziel der Arbeit

Mit der Anzahl der Transplantationen stieg in den 90er Jahren auch die Anzahl der
transplantationsbedingten CMV-Infektionen an. Obwohl der prophylaktische Einsatz
antiviraler Medikamente wie Ganciclovir zu einer deutlichen Reduktion der Anzahl der
schweren und todlichen Krankheitsverlaufe nach transplantationsbedingten Infektionen
gefuhrt hat, haben diese Behandlungen aufgrund ihrer hohen Toxizitit schwere
Nebenwirkungen zur Folge. Die schonende Therapie CMV-erkrankter Patienten setzt

die regelmiBige exakte Bestimmung des Virenstatus voraus.

Daher sind grofe Anstrengungen unternommen worden, um hochsensitive Verfahren
zur Detektion von CM-Viren zu entwickeln, mit denen der Infektionszustand von
Spendern und Empfingern frithzeitig erfaBt und im Krankheitsfall das Virenvorkommen
(viral load) im Rahmen der Therapie zuverlissig quantifiziert werden sollen
(Monitoring). Die PCR ist als addquate Methode zur absoluten CMV-Quantifizierung
beschrieben worden, es bestehen aber groBe Differenzen der Ergebnisse unterschied-
licher Labore (Grundy et al. 1996, S. 1169).

Aufgrund der dargelegten Mingel in den bisher routinemiBig durchgefiihrten
Untersuchungen, konnte keine sichere Aussage iiber den tatsichlichen CMV-Status
gemacht werden. Ein genaueres Nachweisverfahren mit exakteren Ergebnissen ist
wiinschenswert. Die Entwicklung einer neuen CMV-Diagnostik und das Screening von
Blutprodukten erfordern hoch standardisierte und quantitative Methoden.

Die PCR hat sich als ein wichtiges Instrument sowohl in der Forschung als auch in der
klinischen Diagnostik etablieﬁ. Das Erkennen von CMV in Blutproben durch PCR ist
das Ergebnis der Probenaufarbeitung, den Amplifikationsbedingungen und des
Detektionsverfahrens (Krajden et al. 1996, S. 29). Aktuelle Systeme basieren auf der
Detektion von Fluoreszenzsignalen und gewihren schnelle Ergebnisse und eine
Quantifizierung (Nitsche et al. 1999, S. 1936).

Besonders die Annahme, dass CMV-Infektionen weiter verbreitet sind als bisher
vermutet wurde (s.- 1.2), stellt ein wichtiges Argument fiir den Einsatz des in dieser

Arbeit angewendeten hochempfindlichen Analyseverfahrens dar. Wir streben eine
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grofere Sensitivitdt an, damit der Test auch eine Bestimmung von Proben mit geringer -
Viruslastk zuliBt. Dies ist moglich durch die Kombination von Mikropartikeln und
DurchfluBzytometrie, wobei als Ausgangspunkt die Methode nach Wedemeyer et al.
(2000) dient. In der vorliegenden Arbeit wird ein durchfluBzytometrisches Verfahren
zur Detektion und Quantifizierung von PCR-Produkten erprobt und in seiner moglichen
Anwendung dargestellt, mit dem sich der 'CMV-load” rasch, empfindlich und
zuverldssig bestimmen 14Bt. Das Endziel besteht in der Etablierung eines

automatisierbaren Verfahrens.

Als Untersuchungsobjekt werden Blutproben der Transfusionsmedizin hinsichtlich einer
latenten CMV-Infektion mit der neuen Methode iiberpriift, wobei eine Optimierung der

PCR angestrebt wird. Die Ergebnisse werden mit konventionellen Tests verglichen.
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2 Material und Methode

2.1 Prinzip der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Polymerase-Ketten-Reaktion, die 1986 erstmals verdffentlicht wurde und fiir deren
Entwicklung Karl Mullis 1993 den Nobelpreis der Chemie erhielt, ist eine Methode zur
Vervielfiltigung von DNA-Zielsequenzen. Mit ihr lassen sich in vitro solche DNA-
Abschnitte schnell vermehren, von denen mindestens zwei kurze Teilsequenzen bekannt

sind. Als Ausgangsmaterial geniigen sehr geringe DNA-Mengen.

Die Verfiigbarkeit gereinigter DNA-Polymerase und synthetischer Oligonukleotide
erﬁéglichte diese Methode. Die Verwendung von temperaturstabiler DN A-Polymerase
fiihrte zu einer weitgehenden Automatisierung und auf diese Weise zu einem
technischen Durchbruch. Die DNA-Polymerase des in heiBen Quellen lebenden
Bakteriums Thermus aquaticus, die so genannte 'Taq-DNA-Polymerase, hat ihr
Arbeitstemperatur-Optimum bei 75 °C und tbersteht sogar etliche Erhitzungen auf
94 °C. Bei dieser Temperatur betragt die Halbwertszeit der Aktivitat ca. 30 Minuten.

Die Zielsequenz der Ausgangs-DNA (des Templates) wird wihrend mehrerer Zyklen
der Polymerase-Ketten-Reaktion vermehrt, indem ein Zyklus jeweils drei Schritte
umfaft:

1. Denaturierung der DNA:
Durch Erhitzen auf 94 °C wird die doppelstringige DNA in Einzelstringe
aufgetrennt, um den Primern im néichsten Schritt ihre Anlagerung zu
ermdglichen.

2. Hpybridisierung der Primer (Annealing):
Bei niedriger Temperatur, die von der Lange und Sequenz der Primer abhingt
(z.B. 61 °C), paaren zwei verschiedene kurze DNA-Oligonukleotide spezifisch
an ihre komplementdren Sequenzen, so dass sie als Starter fir die DNA-

Synthese dienen.
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3. DNA-Synthese:
Die Tag-Polymerase beginnt bei 72 °C an den Primern mit der Synthese und
verlingert die Nukleotidstréinge, indem bei bestimmten Magnesiumchlorid- und
Pufferkonzentrationen Desoxyribonukleotide (dATP, dTTP, dCTP und dGTP)
miteinander verkniipft werden. Dieser Einbau wird erst bei Abbruch des
Templates oder erneutem Beginn des Denaturierungsschrittes beendet.

Template-DNA

NMPIMIWMAH
-“-‘:‘—‘3.4#‘

1 t

bekannte Sequenzen
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3

1. Denaturierung des
Templates (94 °C)
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2. Hybridisierung der
Primer (z.B. 61 °C)
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Abb. 2: Die einzelnen Schritte in einem Zyklus der PCR-Reaktion
(Physiologisch-chemisches Praktikum 1998)

Je nach Bedarf konnen in unterschiedlichen Programmen zB. 20 oder 40 Zyklen
gewidhlt werden. In jedem einzelnen Zyklus wird die Anzahl der von zwei
Otligonukleotiden (Primern, s.u.) flankierten DNA-Sequenz verdoppelt, so dass es zu

einer exponentiellen millionenfachen Vervielfiltigung kommt.
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2.1.1 Nested-PCR

Die nested-PCR stellt ein doppelies PCR—Verfahrén dar, bei dem zwei verschiedene
Primerpaare verwendet werden, die aufgrund ihrer unterschiedlichen Linge bei
verschiedenen Temperaturen an die DNA anlagern. ‘

Auf diese Weise sind in einem Ansatz zwei Reaktionsschritte hintereinandergeschaltet.
Im ersten Schritt wird die DNA bereits in 5-10 Zyklen vervielfiltigt, bevor in dem

zweiten die nested PCR mit innen liegenden kiirzeren Primern in 35-40 Zyklen ablauft.
LDespite its low correlation to viremia and virus isolation from any site, nested PCR
from organic DNA extracts of serum or plasma is the most sensitive diagnostic tool of

an ongoing HCMYV infection” (Hamprecht et al. 1997, S. 125).

Die Vorteile liegen in einer hoheren Spezifitit der doppelten PCR, der stirkeren
Vervielfiltigung der DNA-Fragmente und damit einer gréBeren Empfindlichkeit.

2.2 Verwendete Substanzen

2.2.1 Mikropartikel

Spezialisierung Grofle (um) Paramagnetisch | Firma
Anti-CD14 kA, + Dynal
Anti-Digoxigenin 1 + Roche Diagnostics
Silica k.A. + Merck

k.A. =keine Angaben

2.2.2 Enzyme

Enzym Firma

Proteinase K : ‘Sigma

Taq-DNA-Polymerase Qiagen
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2.2.3 Oligonukleotide (PCR-Primer)

Die zum Start der Polymerisation erforderlichen Primer miissen zum optimalen Ablauf

einer Polymerase-Ketten-Reaktion folgende Kriterien erfiillen:

Sie sollen aus 20-30 Basen bestehen, wobei das Verhéltnis von Adenin/Thymin zu
Guanin/Cytosin ungefihr 1:1 betrigt und eine gleichméBige Verteilung von A/Ts zu
G/Cs vorliegt. Es dirfen keine repetitiven Sequenzen enthalten sein, die zu
unspezifischen Anlagerungen fiilhren, sowie keine palindromen Sequenzen wie z.B.
GAGCTC, denn dadurch kénnten sich Haarnadelstrukturen ausbilden, die den Ablauf
der PCR stéren. Ferner ist eine Vermeidung von G- oder C-Nukleotidwiederholungen
(Blocke) im 3 -Bereich zu beachten. Dieser sollte einen hoheren Anteil an A/Ts

enthalten.

Die Sequenz zwischen den Primerbindungsstellen sollte aus 50 Bp bis 2 kb bestehen.
Beide Primer miissen etwa das gleiche Temperaturoptimum fiir die Anlagerung haben
(Berechnung der Anlagerungstemperatur: G und C zdhlen 4 °C, A und T 2 °C). Die
Primer sollten sich untereinander nicht anlagern kénnen, da andernfalls Primerdimere |

entstehen, die die Effizienz der PCR herabsetzen.

Um den Nachweis verschiedener Gensequenzen zu vergleichen, wurden wihrend der
Untersuchungen unterschiedliche DNA-Fragmente mit ihren jeweiligen Primern
getestet. Letztere besitzen weitestgehend die oben aufgefiihrten Eigenschaften
(Wolf/Spector 1993).

Tabelle: Verwendete PCR-Primer und ihre Eigenschaften

Primer |Sequenz (5°-37) Anneal.- | Produkt- | Vertffentlichung
: Temp. grofle

GH 1f CATCTTCCACGCGTACTCTTCA 72 922 -

GH 1g GCATGGTAGATAGGATGGAGAG -

GH le CAAAGACTCGGACTTTCTCGAC 72 681 -

GH id TACAGGTCGCTGAGGTATTCGT . -

GH 252 AGCCTCATCATCACCCAGACGGACA 72 -

GH 5as GTCCACGACGACGTCAGTTACTTC 72 -
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GH 3s TGCTAGAATACGACGACACGCAAG 62 -
GH 7as ACTTCCAGGACCGTACCGTT 62 -
UL93 JA GGCAGCTATCGTGACTGGGA 60 Wolf et al. 1993
UL93 1B GATCCGACCCATTGTCTAAG 60 Wolf et al. 1993
UL93 ITA | TTAGCGCGTGACCTGTTACG 60 Wolf et al. 1993
UL931IB | TCTAAGTTATTACGCAGTCCG 60 Wolf et al. 1993

2.2.4 Oligonukleotid-Markierungen

T 8]
Biotin ‘
(BIO) ' J\

HM™ "NH

g

oH

0

Digoxigenin

(DIG)

2.2.5 Nukleinsdure-Ladngenstandard

Da die Grofe der verwendeten DNA-Abschnitte 50 bis 1500 Basenpaare betrigt, wurde

folgender Langenstandard zu deren Untersuchung eingesetzt:

100 Bp-Leiter

1000 Bp

500 Bp

100 Bp
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2.3 DNA-Isolierung

Fiir die DNA-Isolierung stehen verschiedene Methoden zur Verfigung:

aus Vollblut: (zu geringe Kopienzahl)
aus Lymphozyten: ' Gradientenzentrifugation / LSM-Methode
aus Monozyten: magnetische Zellseparation mit CD14-Beads

2.3.1 DNA aus Lymphozyten

Die Lymphozyten werden durch Gradientenzentrifugation nach folgendem Protokoll

gewonnen:

2 ml Vollblut (mit Heparin) sind mit 2 ml PBS zu mischen und vorsichtig in ein 15ml-
Zentrifugenréhrchen auf 3 ml Lymphobyte Separation Medium (LSM, ICN) zu geben. -
Es folgt eine Zentrifugation im Ausschwenkrotor (Heraeus) von 20 min bei 1600 rpm
(400 o g). |

AnschlieBend ist das gelbe Serum mit einer Pasteurpipette abzunehmen,v bevor der
Lymphozytenring abgezogen werden kann. (Zusétzlich abgenommenes Medium hat

keine stérenden Auswirkungen.)

Nach Uberfithren in ein frisches 15 ml-Zentrifugenréhrchen wird dieses auf ein
Volumen von 15 ml mit PBS aufgefiillt und 10 min bei 1600 rpm zentrifugiert. Danach
kann der Uberstand vorsichtig (aber vollstindig) abgegossen werden, so dass die Zellen

zur weiteren DNA—Isdlierung zur Verfugung stehen.
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2.3.1.1 DNeasy-Kit (Qiagen)

Die erhaltenen Lymphozyten werden in 200 pl PBS aufgenommen, im
Ausschwingrotor 3 min zentrifugiert (bei 400 o g) und nach AbgieBen des Uberstandes
zur DNA-Isolierung nach DNeasy (Qiagen) weiterverarbeitet:

Dazu ist das Zellpellet in 20 pl Proteinase K und 200 pl AL-Puffer zu resuspendieren.
Da sich in den Rohrchen relativ viel Riicklauf angesammelt hat, nehmen wir 30 vul statt
20 pl Proteinase K. Es folgt ein Vortexen von 10 sec und ein Inkubieren von 10 min bei
70 °C im Thermoblock (Techne).

Nach der Lyse der Zellen und anschlieBender Zugabe von 200 pl Ethanol absolut erfolgt
ein weiteres Vortexen von 10 sec. Die Losung wird dann auf eine DNeasy-Séule und
nach einer Zentrifugation von 1 min in der Tischzentrifuge (Eppendorf, 8000 rpm) in
ein neues 2 ml-Auffanggefill gegeben. Nach Zufiigen von 500 ul AWS1-Puffer auf die
Séaule erfolgt eine weitere Zentriﬁlgation von 1 min.

In einem neuen 2 ml-AuffanggefiB wird die mit 500 pl AW2-Puffer versetzte DNeasy-
Sdule 3 min zentrifugiert (13000 rpm). Nach dem AbgieBen der Fliissigkeit erfolgt noch
einmal ein Trockenzentrifugieren von 1 min.

Jetzt wird die Saule zur Elution der DNA in ein frisches 1,5 ml-Auffanggefil gegeben,
in das zusitzlich 200 pl AE-Puffer kommen. Nach Inkubation bei Raumtemperatur von
1 min folgt eine erneute Zentrifugation von 1 min (8000 rpm). Der Durchflu wird noch
einmal auf die Sdule gegeben und 1 min zentrifugiert. (AnschlieBend ist die leere Saule
zu entfernen.)

Die erhaltene DNA;Lésung kann bei einer Temperatur von 4 °C gelagert werden (nicht

einfrieren!).
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2.3.2 DNA aus Monozyten

CM-Viren befallen vorwiegend Monozyten, deren Anteil an der Gesamtzahl aller
Leukozyten nur gering ist. Ferner ist davon auszugehen, dass lediglich ein kieiner Teil

der Monozyten Viren trégt.

Tabelle: Mittelwerte und prozentuale Verteilung der Leukozytensubpopulationen bei
gesunden Erwachsenen / Differentialblutbild (s. Hick 1997, S. 27)

SRR R

Neutrophile

Granulozyten 4200 60
Stabkernige 280 4
Segmentkernige 3920 56

Eosinophile” ™" "2 2100 3

‘Granulozyten =7 L L

Basophile Granulozyten 35 0,5

Lymphozyten .~ ~-..2275<. " . 325

Monozyten 280 4

Leukozyten insgesamt 7000 © " 1000

Da CM-Viren vorwiegend in CD14-positiven Monozyten zu finden sind, erscheint es
sinnvoll, nur diese Zellen fiir die DNA-Isolierung zu verwenden. Um eine solche
Konzentrierung zu erreichen, werden CD14-Beads (Dynal) eingesetzt, die als
Antikérper die Oberflichenmarker jener Monozyten erkennen und an sie binden.

Diese Anti-CD14-Mikropartikel sind vor der Entnahme aus dem Originalgefil kurz zu
schiitteln. Die gewiinschte Menge an Beads wird in ein 1,5 ml-Eppi iberfiihrt und in
einen Magnetstander (Dynal) gehéingt, so dass man den Uberstand entfernen kann. Die
Beads sind dann im gleichen Volumen eiskalten PBS / 2 % FCS (fotales Kélberserum)
zu resuspendieren. Nachdem dieser Vorgang zweimal wiederholt worden ist, werden
25 pl Beads plus 325 pl Heparin-Blut plus 325 pl PBS / FCS in ein frisches Eppi
gefiillt, das 60 min bei 4 °C rotieren muf.

Im Magnetseparator ist der Uberstand nach erfolgter Sedimentation abzuziehen, bevor
die Beads fiinfmal mit 500 ul eiskaltem PBS / FCS gewaschen werden, um unspezifisch

gebundene Zellen zu entfernen.
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2.3.2.1 Silica-Beads

Die DNA-Isolierung aus den gewonnenen Monozyten erfolgt mit Hilfe von Silica-
Partikeln. Die noch an CD14-Beads anhaftenden Zellen werden mit 5 pl Proteinase K-
Losung (10 mg/ml) und 200 pl Lysis-Puffer (100 mM Tris-HCL, pH 7,5 ; 500 mM LiCl;
10 mM EDTA, pH 8; 5 mM DTT; 1 % SDS) versehen und durch mehrmaliges Auf- und
Abpipettieren gut resuspendiert.

Nach einer Inkubation von 30 min bei 55 °C wird im Magnetstinder der Uberstand, der
die DNA enthélt, in ein frisches Eppendorfgefidl pipettiert. Um die DNA von den
tibrigen Zellbestandteilen zu reinigen, werden nun 600 pl Binde-Puffer (7 M NaClOy;
1 % Sorbit; 100 mM Tris-HCI, pH 8; auf pH 5,7 einstellen) und 5 ul paramagnetische
Silica-Beads (Merck) hinzugefiigt und mit der Pipette mehrmalig resuspendiert. Es folgt
‘eine Rotation von 20 min bei Raumtemperatur, danach werden im Magnetseparator die

Beads immobilisiert und der Uberstand abgezogen.

Die Partikel sind in 250 pl Waschpuffer (70 % Ethanol; 50 mM Tris, pH 7; 1 mM
EDTA) zu resuspendieren und in den Magnetstinder zu bringen, wo der Uberstand
vollstindig (!) zu entfernen ist.

Nun sollen die Beads 10 min lufttrocknen (Es diirfen keine Fliissigkeitsreste vorhanden
sein.), bevor man sie in 60 ul 10 mM Tris-HCIl, pH 8 aufnimmt und 10 min bei 50 °C
inkubiert (nach 5 min kurz schiitteln). Mit Hilfe des Magnetstinders wird der Uberstand
mit der DNA abschlieBend in ein neues Gefil3 tiberfiihrt.

2.4 Photometer

Nach erfolgter DNA-Isolierung findet mit dem Photometer eine Messung statt, mit
welcher die Konzentrationen an gewonnener DNA bestimmt wird. Dazu verdiinnen wir
jeweils 10 pl der Losung mit 50 pl H,O.

Um die sehr unterschiedlichen Konzentrationen der Proben spéter sinnvoll einsetzen
und vergleichen zu konnen, werden sie - soweit moglich - mit Tris-Puffer (10 mM,

pH 8) auf den einheitlichen Wert von 40 ng DNA/ul verdiinnt.
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Die fir diesen Zweck zuzufiigende Menge an Tris-Puffer wird folgendermaBen

ermittelt:

Volumen von Tris = Konz. x 190/40 - 190

(200 ! erhaltene Losung — 10ul Losung fiir das Photometer = 190 pl noch vorhandene Lésung)

2.5 PCR und Gelelektrophorese

Die CMV-PCR erwies sich sensitiver als andere Ansétze, erfordert nur wenig Zeit und
eine geringe Blutmenge, so dass sie bei der Untersuchung klinischer Proben sehr
niitzlich ist (Shibata et al. 1988, S. 1185).

Fir die Durchfithrung der PCR standen zwei Geridte zur Verfligung (Autogene II von
Grant Instruments und Mastercycler von Eppendorf). Nachdem in Vorversuchen
zahlreiche Variationen der PCR getestet worden waren, setzen sich die 25 pl-Ansitze in

den 0,5 ml-EppendorfgefiBen folgendermaBen zusammen:

500 ng DNA
2,5 ul 10 x Taq-Puffer (Qiagen)
- 5ul Q-Puffer (Qiagen)
- 3 ulMgCh
1 ul dNTPs (je 10 mM, Eppendorf)
- 10 pmol jedes Primers
0,3 ul Tag-DNA-Polymerase (5 u/pl, Qiagen)

mit sterilem Wasser zum gewiinschten Volumen ergénzt

Nach Ablauf der PCR nach dem oben beschriebenen Prinzip folgt zur Analyse der
Produkte die Gelelektrophorese, in der die erhaltenen DNA-Fragmente in Abhéngigkeit

von MolekiilgréBe und —ladung im elektrischen Feld aufgetrennt werden.
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Nachdem das Agarosegel (2 % in 1 x TBE-Puffer: 89 mM Tris/Cl, pH 8,0, 89 mM -
Borsiure, 20 mM EDTA) in eine Apparatur gegossen wurde und erhiirtet ist, wird diese
mit Elektrophorese-Puffer (1 x TBE) gefiillt. 8 pl der PCR-Produkte werden mit
Gelpuffer (Xylencyanolblau) versetzt und auf das Gel aufgetragen.

Neben den Proben ist ein Basenpaarstandard anzubringen, um die Lange der DNA-
Molekiile abschitzen zu konnen. Die Gelelektrophorese lauft jeweils eine Stunde bei
einer Spannung von 90 mV.

Im Anschluf wird das Gel 10 Minuten in einem Ethidiumbromidbad (4 pg/ml)
angefirbt. Da Ethidiumbromid cancerogen ist, muB mit Handschuhen gearbeitet
werden. Danach wird das Gel mit Wasser abgespiilt, unter UV-Licht betrachtet und zur

weiteren Auswertung fotografiert.

2.6 Aufreinigung, Farbung und Anheftung der PCR-Produkte
an Beads

Da freie Oligonukleotide die Fluoreszenzintensitit wéihrend der Messung im
DurchfluBzytometer vermindern kénnen, werden zuvor nicht eingebaute Primer in den
PCR-Proben mit Hilfe einer einfachen und schnellen Methode entfernt, indem nach
einem neuen Protokoll zur Aufreinigung von PCR-Produkten vorgegangen wird:

10 ul des PCR-Ansatzes werden mit 2 pl Silica-Beads und 30 pl 8 M NaClO4 gemischt
und 10 min bei 50 °C inkubiert. Das Eppendorfgefd wird dann in einen Magnetsténder
gehiingt. Nach 30 sec kann der Uberstand abgezogen werden. Die Beads werden in
10 pl H,O resuspendiert und wieder 5 min bei 50 °C inkubiert. Der Uberstand wird im
" Magnetstéinder nach 30 sec isoliert und in ein frisches Eppendorfgefaf} iibertragen.

Eine Besonderheit der auf der DurchfluBzytometrie basierender Verfahren ist die
Notwendigkeit, die PCR-Produkte mit zwei verschiedenen Markierungen zu versehen:
die erste zum Anfirben mit einem fluoreszierenden Farbstoff und die zweite zum
Binden der PCR-Produkte an Mikropartikel. Dieser Schritt ist erforderlich, da
DurchfluBBzytometer nur fluoreszierende Farbstoffe erkennen, die sich nicht in Losung
befinden, sondern ‘an Strukturen gebunden sind wie z. B. Fluoreszenz-markierte
Antikorper an der Zelloberfliche (Wedemeyer/Potter 2001,vS. 2).
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Nachdem bereits in der PCR zwei mit Digoxigenin und Biotin markierte Primer -
verwendet wurden, konnen diese nun gleichzeitig an Anti-Digoxigenin-Beads gebunden
und mit Streptavidin-R-Phycoerythrin gefirbt werden. Die Bindung der PCR-Produkte
an Anti-Digoxigenin-Beads und deren Farbung umfaft folgende Schritte:

30 pl Beads werden mit 500 pl 3 x Bindepuffer (15 mM Tris, pH 7.5; 1,5 mM EDTA;
150 mM NaCl) versetzt. Dann stellt man das Eppendorfgefi 30 sec in einen
Magnetstinder, so dass der Uberstand abgezogen werden kann. Die Beads sind

anschlieend in 30 pl 3 x Bindepuffer zu resuspendieren.

Man mischt 2 pl PCR-Produkt mit 2 pl Beads und 2 pl Streptavidin-R-Phycoerythrin
(90 pg/ul) und 148t sie 10 min in Dunkelheit rotieren. Die Lésungen werden mit 500 pl
Waschpuffer (PBS; 0,04 % Tween) versetzt und 30 sec in einen Magnetstéinder gestellt.
Nach Abziehen des Uberstandes sind die Beads in 1,5 ml TE aufzunehmen. Die Proben

stehen nun fiir eine durchfluBzytometrische Analyse zur Verfligung.
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3 Ergebnisse

3.1 Etablierung der durchfluzytometrischen Anaiyse von
CM V-PCR-Produkten

3.1.1 Etablierung einer CMV-spezifischen PCR

Zunidchst wurde mit einer Blutprobe eines CMV-Erkrankten eine CMV-spezifische
PCR entwickelt. Wir haben verschiedene PCR-Ansitze auf unterschiedliche Gene
getestet und uns letztendlich fiir ein hochkonserviertes Gen des Virus entschieden, das

wihrend der Experimente die deutlichsten Resultate zeigte:
Glycoprotein H — Gen (gH)

Zur Untersuchung dieses Gens haben sich besonders folgende hocheffiziente PCRs
bewdhrt:
2 gH-PCRs (davon eine one-step-nested)

UL 93-PCR als Referenz

Dabei wurden Primersequenzen verwendet, die nach einer Recherche in der BLAST-
Datenbank keine oder nur einzelne (seltene), nicht die PCR stérende Sequenz-
variationen aufweisen. 8 ul der Amplifikate wurden auf ein Agarosegel (2 %)

aufgetragen und nach der Gelelektrophorese mit Ethidiumbromid angefarbt.

Durch vielfiltige Anderung der Experimente wurde versucht, die PCR zu optimieren,
z. B. durch Verwendung von Hot Start, Anti-sense-Primern oder verschiedener
Reinigungsverfahren.

Die Abbildungen 3 und 4 zeigen die Abhingigkeit der PCR-Produkte von dem Gehalt
eingesetzter DNA und der gewihlten Anzahl der Vorzyklen (s. 3.1.2). Zur weiteren
Steigerung der PCR-Effizienz wurde die Konzentration an MgCl, gegeniiber Standard-
PCRs auf 1 mM heraufgesetzt und die Primerkonzentration auf 1 pmol / pl erhoht,



Ergebnisse 30

M 1234567 891011121314
G e e e W @ BB Gis VIV DNA content;

6 ng

600 pg

60 pg

6 pg

600 fg

60 fg

6 fg

600 ag

60 ag

10 6 ag

11 Normal blood probe
12 CMV patient

13 Normal blood probe
14 Negative control

OQONOOTE, WN -~

Abb. 3: PCR unterschiedlicher Mengen an CMV-DNA (M: Bp-Leiter) ‘
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(LSM/DNeasy):

o 1-20 2 pg
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Abb. 4: Verg]eicﬁ unterschiedlicher PCR—Bedingtmgen (oben 10, unten 15 ilorzyklen)
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Trotz hoher Empfindlichkeit beim Nachweis von CMV-Erkrankungen (Es konnten, wie
in der Abbildung 5 gezeigt, noch 8 CMV-Sequenzen - ohne Hintergrund an humaner
DNA - detektiert werden.), reichte die Empfindlichkeit nicht aus, latente Infektionen bei
immunologisch positiv getesteten Blutproben zuverldssig nachzuweisen. Bei der
Austestung von PCR, Gelelektrophorese und Durchfluzytometrie an Patienten-DNA
traten Schwierigkeiten auf, deren Bearbeitung im folgenden detailliert geschildert wird:
Nachweisgrenze: sehr schwache PCR-Produkte infolge zu geringen Gehalts an
CMV-DNA bei latenten Infektionen (zu wenige Virenkopien, s. 3.1.2)

‘Bildung von Primerdimeren (s. 3.1.3)

3.1.2 Verbesserung der Nachweiseffizienz durch den Einsatz einer
nested-PCR

JDa die Anzahl von Virengenomen in einer latent infizierten Zelle zwischen 2 und 13
variiert, miissen fiir einen erfolgreichen PCR-Nachweis 2 pg DNA eingesetzt werden
(Roback et al. 2001). Diese Menge entspricht etwa 250 000 Leukozyten und 8 bis 1560
Genomz‘iquivalentén. Eine hohere DNA-Menge wiirde die PCR inhibieren, aber auch bei
2 ug DNA ist bereits mit einer Verminderung der Amplifikationseffizienz zu rechnen.
Um die 'geringe PCR-Effizienz fur den Nachweis latenter Infektionen auszugleichen,
wurde eine sogenannte nested-PCR etabliert, die sich beziiglich CMV als sensitiver
erwies (Krajden et al. 1996, S. 31).

Bei der nested-PCR wird erst eine Voramplifikation durchgefiihrt und dieses Amplifikat
nach entsprechender Verdiinnung mit innerhalb der voramplizierten Sequenz (nested)
lokalisierten Primern reamplifiziert. In einer 2001 vorgestellten Multicenter-Studie, die
verschiedene bereits publizierte CMV-PCR-Nachweise miteinander verglich (Roback et
al. 2001), wurde auf die Notwendigkeit einer derartigen nested-PCR hingewiesen. Bis
auf ein kommerzielles Nachweissystem der Firma Roche (Amplicor) wurden dabei alle
nicht auf nested-PCR beruhenden Verfahren als nicht zuverlassig genug eingeschitzt.
Die Austestung mehrerer Primerkombinationen fiir eine nested-PCR fiihrte zu einer
gesteigerten Bildung von Primerdimeren. Begiinstigt insbesondere durch den Einsatz
grofler Primermengen waren bereits nach Gelelektrophorese Primerdimere erkennbar,

die fiir unsere Methode als besonders schédlich anzusehen sind (Abb. 5).
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Eingesetzte Virengenomiquivalente:

8x10°
8x107
8x10°
8x10°
8x10*
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8x10%
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M1 2 345678 910-

i N R R S S

<4—gH-PCR-Produkt

—\D
<

| 4-Primerdimere

Abb. 5: Vermehrte Bildung von Primerdimeren withrend der PCR (rechte Spur: keine DNA)

3.1.3 Verhinderung der Entstehung von Primerdimeren

Die artifiziellen - Amplifikationsprodukte entstehen zumeist vor der ersten Hitze-
denaturierung durch Fehlpaarung von Primern bei niedrigen Temperaturen und
anschlieBender Polymerisation zu kurzen 20 bis 60 Bp-langen doppelstringigen
Fragmenten. Bei Verwendung von markierten Primern fiir das Abfangen der Produkte
mit Mikropartikeln und durch die Fluoreszenzfirbung besteht die Gefahr, dass die
Primer selbst falschlicherweise als spezifische Amplifikate erkannt werden. Dieses
Phidnomen wird durch den Einsatz sehr hoher Mengen an Primern zur Verbesserung der
PCR-Effizienz (nested-PCR) noch verstirkt, so dass die Produkte dieser hocheffizienten
PCR storende Faktoren in der durchfluBzytometrischen Analyse zeigten. Selbst bei
gelelektrophoretisch eindeutig negativer PCR wurden im DurchfluBzytometer Produkte
nachgewiesen.

Erst die Verwendung sehr geringer Primermengen (Endkonzentration 80 fmol/ul) in
Kombination mit einem Antikorper gegen das aktive Zentrum der Tag-DNA-
Polymerase reduzierte die Menge der gebildeten Primerdimere gegen Null. Mit diesen
Modifikationen konnte die Nachweisempfindlichkeit gegeniiber den besten getesteten
Einzel-PCR-Ansitzen um das ca. 4fache gesteigert werden (von 40 pg DNA aus
Leukozyten eines CMV-Patienten auf 11 pg).
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3.1.4 Etablierung der durchfluBzytometrischen Messung

Im Gegensatz zu den bisher bestehenden durchfluBzytometrischen Verfahren zum
Nachweis von PCR-Produkten sollte auf jegliche Hybridisierungsreaktionen verzichtet

werden, um Zeit und Arbeitsschritte zu reduzieren (s. 1.7).
Deshalb muBten beide Markierungen zur Bindung an die Mikropartikel und zur

Fluoreszenzfirbung wéhrend der PCR eingebaut werden.

biotinylated primer -
B>

LLLLLLLL

RT product <40
digoxigenin- ~
tabeled primer

PCR reactidn;
isolation of PCR product
after different cycles

i Primer removal using
silica magnetic particles

B—p

Intermediate ampilification praduct

Binding and staining
/%« of PCR products

*@Bmp

streptavidin- )
Rephycoerythrin Anti-digoxigenin
magnetic particles

‘%’ Washing

i Measurement of fluorescence
e intensity by flow cytometry

Number of beads

Fluorescence intensity

Abb. 6: Schematische Darstellung der durchfluzytometrischen Methode
zur Messung von PCR-Produkten (Wedemeyer et al. 2000)
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In dem Experiment wurden die Amplifikate durch Primer markiert, die mit Digoxigenin
und Biotin konjugiert waren. Die PCR-Produkte wurden mit Mikropartikeln inkubiert,
die mit Anti-Digoxigenin-Antikorpern gekoppelt und gleichzeitig mit Streptavidin-
Phycoerythrin Fluoreszenz-markiert sind. Die Fluoreszenzintensitit jedes Mikro-
partikels und damit auch der Gehalt an gebundenem PCR-Produkt wurden im
DurchfluBzytometer gemessen.

Zur Auswertung wird in der Regel nur ein Bereich der Messergebnisse verarbeitet.
Diese Auswahl bezeichnet man als Gating, da dazu ein Fenster um bestimmte Bereiche

der Punktwolke gezogen wird, deren Fluoreszenz-Eigenschaften néher zu untersuchen
sind (Abb. 7).

File: Roche beads CMV-Verdiin.-4 Date: 22.02-2001 Time: 14:02:28 Particles: 10000 Acg.-Time: 17 s

partec PAS-Hi

100 100 100

Gate: R1 Count: 4579 Gate: R1 Count: 4579 Gate: R1 Count: 4579

80- RN1

counts

e ]

100 1000 . ' 100 1000

FLAt
80
a8 60
o
=3
<]
o
20.,
A S St i '., 0 z e _ U 0
0.1 1 10 100 1000 0.1 100 1000 0.1
FscC FSC
Region Gate GMn-x Meanx CV-x% GMny Meany CV-y%
R1 <None> - 1479 7183 - 4257 79.75
RN1 R1 - 2.14 129.26 - - -

Abb. 7: Histogramm einer durchflulizytometrischen Analyse:
Links sind auf der Abszisse oben die Orangefluoreszenz und unten die GréBe der Partikel,
auf der Ordinate die Anzahl bzw. ihre Struktur abzulesen (weitere Abkiirzungen s. 1.7).

T P
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3.2 Analyse von latenten CMV-Infektionen in Blutproben

Die Sensitivitit des beschriebenen Verfahrens war so hoch, dass auch latente
Infektionen mit dem Zytomegalie-Virus (CMV) aufgedeckt werden konnen. Um seine
Zuverldssigkeit zu tberpriifen, wurden 110 Blutproben jeweils mit verschiedenen
Methoden untersucht und die Ergebnisse verglichen.

Dabei wurde der entwickelte Nachweis einem etablierten PCR-Test (UL93)
gegenibergestellt, der in der Multicenter-Studie die besten Resultate ergeben hatte
(Roback et al. 2001) und eine mit dem neuen Verfahren identische Empfindlichkeit
aufwies. Fur beide Tests wurden 500 ng DNA als Template eingesetzt.

3.2.1 Beschreibung des Probenmaterials

In Kooperation mit dem Institut fiir Transfusionsmedizin des Universititsklinikums
erhielten wir fiir unsere Experimente innerhalb von einem halben Jahr 180 Blutproben,
die mit Heparin versetzt und zum Teil bereits immunologisch untersucht waren.

Von den 80 vorgetesten Paﬁentenproben, die uns fir den Versuch zur Verfiigung

standen, waren 15 serologisch positiv, 4 hingegen nicht eindeutig diagnostizierbar.

3.2.2 Beschreibung der Aufarbeitungsmethode

- Die Isolierung der DNA aus den Blutprodukten machte einen groBen Anteil an der
praktischen Arbeit aus. In Vorversuchen wurden die im Kap. 2.3 erdrterten drei ver-
schiedenen Moglichkeiten zur DNA-Aufbereitung - getestet. Dabei ist eine Isolierung
direkt aus Vollblut fiir unsere Zwecke rasch ausgeschieden, da man eine zu groBe

Blutmenge braucht, um die zum Nachweis erforderliche Virenkopienzahl zu erhalten.

Da sich das LSM-Verfahren, mit dem simtliche Leukozyten isoliert werden, in den
Vorversuchen als besonders geeignet erwies, wihlten wir zunichst diese Methode, um

die DNA aus den vorliegenden Blutproben zu gewinnen (s. 2.3.1).
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Tabelle: Ergebnisse der DNA-Isolierung

Probennummer DNA-Konzentration Menge an Tris-Puffer Gesamtvolumen der
(ng/ pl) 7 (ub) Losung mit 40 ng / ul (ul)
2 21,9

3 67,6 131,100 198,700
4 79,4 187,150 266,550
5 60,3 96,425 156,725
6 63,8 113,050 176,850
7 74,6 164,350 238,950
8 122,2 390,450 512,650
9 89,5 235,125 324,625
10 83,1 204,725 287,825
11 1446 496,850 641,450
12 111,5 339,625 451,125
13 42,7 12,825 55,525
14 41,9 9,025 50,925
15 79,5 187,625 267,125
16 72,1 152,475 224,575
17 71,9 151,525 223,425
18 65,7 122,075 187,775
19 81,1 195,225 276,325
20 131,8 436,050 567,850
21 90,6 240,350 330,950
22 133,5 444,125 577,625
23 116,0 361,000 477,000
24 63,2 110,200 173,400
25 75,7 169,575 245,275
26 110,7 335,825 446,525
27 76,9 175,275 252,175
28 69,8 141,550 211,350
29 81,4 196,650 278,050
30 150,6 525,350 675,950
31 100,0 285,000 385,000
32 127,5 415,625 543,125
33 108,5 325,375 433,875
34 88,8 219,600 . 308,400
35 72,3 153,425 225,725
36 88,2 228,950 317,150
37 86,3 219,925 306,225
38 97,9 275,025 . 372,925
39 88,1 228,475 316,575
40 90,3 238,925 329,225
41 62,7 107,825 170,525
42 121,1 385,225 506,325

43 38,6 ‘
44 52,9 61,275 114,175
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45 54,4 68,400 122,800
46 1042 304,950 409,150
17 67,2 129,200 196,400
8 63,2 110,200 173,400
5 65,6 121,600 187,200
30 953 262,675 357,975
51 80,8 193,800 274,600
52 63,7 112,575 176,275
53 53,2 247,950 340,150
54 73,8 160,550 234,350
55 106,4 315,400 421,800
56 79,6 188,100 267,700
57 107,9 322,525 430,425
58 873 224,675 311,975
59 75,4 168,150 243,550
60 943 257,925 352,225
61 148,6 515,850 664,450
62 886 230,850 319,450
63 1322 137,950 570,150
64 1052 309,700 414,500
65 60,4 96,900 157,300
66 88,2 228,950 317,150
67 102,9 298,775 401,675
68 1040 304,000 408,000
9 T2 176,700 253,900
70 109,8 331,550 441,350
71 1328 440,800 573,600
7 1096 330,600 340,200
73 110,9 336,775 447,675
74 126,0 408,500 534,500
75 262,0 1054,500 1316,500
76 190,6 715,350 905,950
77 149,5 520,125 669,625
78 1123 343,425 455,725
79 63,7 112,575 176,275
80 101,0 289,750 390,750
31 1162 361,950 478,150
%) 116,0 361,000 477,000
%) 101,7 293,075 394,775
84 106,4 315,400 421,800
8 683 134,425 202,725
86 B33 205,675 288,975
87 993 266,350 366,150
88 106,5 315,875 422375
89 152,6 534,850 687,450
50 343

ST 1148 355,300 470,100
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92 70,0 142,500 212,500
93 81.8 198,550 280,350
94 98,3 262,350 360,650
95 103,5 301,625 405,125
96 99,0 280,250 379,250
97 103.9 303,525 407,425
98 130,0 427,500 557,500-
99 251,2 1003,200 1254,400
100 1224 391,400 513,800
101 86,2 219,450 305,650
102 83,1 204,725 287,825
103 57,7 84,075 141,775
104 79,4 187,150 266,550
105 85,8 217,550 303,350
106 101,6 292,600 394,200
107 83,4 206,150 289,550
108 69,0 137,750 206,750
109 83,0 204,250 287,250
110 80,7 193,325 274,025
111 54,6 69,350 123,950
112 82,8 203,300 286,100
113 229,8 901,550 1131,350
114 87,0 223,250 310,250
115 143,9 493,525 637,425
i16 54,5 68,875 123,375
117 123,9 398,525 522,425
118 169,5 615,125 784,625
119 123,6 397,100 520,700
120 132,1 437,475 569,575
121 49,4 44,650 94,050
122 116,4 362,900 479,300
123 90,8 241,300 332,100
124 96,7 269,325 366,025
125 79,9 189,525 269,425
126 129,7 426,075 555,775
127 72,6 154,850 227,450
128 95,0 261,250 356,250
129 83,1 204,725 287,825
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Zur Bestimmung des DNA-Gehalts nach der Isolierung wurden 128 Proben im -
Photometer gemessen. Die ermittelten Konzentrationen sind in der zweiten Spalte der
Tabelle aufgefiihrt. In der ‘dritten Spalte ist die Menge an zugefiigtem Tris-Puffer
(10 mM, pH 8) abzulesen, mit der die Proben auf den einheitlichen Wert von
40 ng DNA / ul verdinnt wurden.

Die bei der LSM-Methode verarbeiteten 2 ml Blut enthalten etwa 1,75 Millionen Zellen
und ergeben schlieBlich 200 ul Flussigkeit, die die isolierte DNA enthdlt. Da die
Messung im Photometer eine durchschnittliche Konzentration von 90 ng DNA / ul

ergab, betrug die Gesamtmenge der gewonnenen DNA:

90 ng DNA / ul x 200 pl =18 pg DNA.

Nach einer Verdiinnung auf die einheitliche Konzentration von 40 ng DNA / pul wurden
bei der PCR z. B. 5 ul eingesetzt: |

5 ul x 40 ng DNA / pl = 200 ng DNA.
Diese Menge entspricht dem 90. Teil der gesamten DNA. Um Riickschlisse auf die
Zellzahl ziehen zu kénnen, die dieser DNA-Menge entspricht, muB3 man durch 90
dividieren:

1,75 Mill. Zellen : 90 = 19444 Zellen.

Bei der PCR wurde folglich mit der DNA von etwa 20 000 Zellen gearbeitet.
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3.2.3 Ergebnisse der UL93-PCR

Mit dem als Referenz gewahlten UL93-Test wurden 18 Proben als positiv getestet, von
denen aber nur 6 mit den immunologischen Daten Ubereinstimmten. Die Wiederholung

der PCR der positiv getesteten Proben war jedoch bei 4 negativ.

3.2.4 Ergebnisse des durchfluBzytometrischen Verfahrens

Mit der durchfluBzytometrischen Analyse wurden 4 Proben positiv gewertet, von denen
3 mit den immunologischen Ergebnissen iibereinstimmten. Alle positiven Tests
inklusive der immunologisch negativ getesteten Proben konnten in einer Wiederholung

der PCR eindeutig bestétigt werden.

Proben mit einer Fluoreszenzintensitit unter 10 % der maximal gemessenen
Fluoreszenz (120 willkiirliche Einheiten) wurden als negativ definiert (unterhalb der
gepunkteten Linie in Abb. 9). Aulerdem wurden 3 Proben mit Werten zwischen 14 und
22 als unsicher eingestuft, obwohl die gelelektrophoretische Analyse keine Produkte
zeigte. Hierbei handelte es sich trotz der beschriebenen VorsichtsmafBnahmen

vermutlich um Primerdimere (s. 3.1.3 und Abb. 8).

PCR ohne DNA PCR einer serologisch PCR einer serologisch
positiven Blutprobe negativen Blutprobe
20075 3te: RT Count 6427 200753t RT Count. 6694 20016 ate: RT Count 6503
1604 RN1 160 RN1 160+ RN1
1204 1204 4
g é 120
= 2
© 80 4 804 © 804
404 40 40
0.1 1 10 ° 100 1000 0.1 1 10 100 1000 0.1 1 10 100 1000
FL-Il stain FL-Il stain FL-Il stain

Abb. 8: Durchflufizytometrische Analyse serologisch positiver und negativer Blutproben
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Abb. 9: Untersuchung von 110 Blutspendern auf latente CMV-Infektion mit der nested gH-PCR
und anschliefender Durchflubzytometrie. Von je 5 ml Blut (EDTA) wurden die Leukozyten
isoliert und genomische DNA pripariert. Zur nested-PCR (25 pl Gesamtansatz) mit CMV-gH-
spezifischen Primern wurden 500 ng genomische DNA eingesetzt. Proben mit einer mittleren
Fluoreszenz (relative Einheiten) unter 12 (10 % der maximalen gemessenen Werte) wurden als
CMV-negativ gewertet.
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3.2.5 Statistische Auswertung

Die folgenden Tabellen verdeutlichen die Ergebnisse der verschiedenen Methoden.

Tabelle: Ergebnisse unterschiedlicher Nachweisverfahren
(0 = CMV-negativ, 1=CMV-positiv, 2 = nicht eindeutig)

B aigene
P ’

1)

1,08

3,93

ojo

0,93

(=]

0,73

2,47

3,85

2,05

3,01}

1,02

0,8

ojojojojolojo

2,87

Oojojojojojojojojojojo|jojojoiojolojololo

Qljojoojojojojojojojojojo|ololojolojolo|olololololo

0,35

0,58

2,86

1,23

0,29

0,77

0.4

157

1,11

3,11

0,61

ojojo|ojoja|olojo|ojo|o

0,56
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75 0 0 0 0,68
76 0 0 0 0,31
77 0 i 0 0,38
78 0 0 0 0,46
79 0 0 0.4
80 0 ] 9,22
81 0 0 5,89
82 0 0 579
83 0 0 418
84 0 [} 9,62
85 0 0 8,94
86 0 0 4,95
87 0 0 8,82
88 0 0 0,73
89 0 0 7.24
90 0 0 1,25
91 0 0 6,38
92 0 0 0,45
93 ] 0 6,31
94 0 0 0,48
95 [} 0 7 52
96 0 0 0,83
97 0 0,42
98 0 8,98
99 0 0 8,95
100 0 0 0,52
101 0 1,23
102 0 0 8,13
103 0 0 0,43
104 0 0 0,38
105 0 0,31
106 0 0 1,21
1607 0 0 0,55
108 0 0 0,8
109 0 0 2,2
110 0 0 0,98
111 0 0 0,98
112 0 0 0,79
113 0 0 1,36
114 0 0 4,71
115 0 0 1,04
116 0 0 2,31
117 0 0 0,74
118 0 0 1,26
119 0 0 3,05
120 0 0 1,41
121 0 0 1,81
122 0 0 3,27
123 0 0 54
124 0 0 2,25
125 0 0 3,85
126 0 0 1,72
127 0 0 2,12
128 0 0 2,86
129 0 0 2.29|

Aufgrund der zahlreichen Vorversuche stand fir einzelne Ansdtze nicht mehr

ausreichend DNA zur Verfligung, so dass sie aus den fortlaufenden Probennummern

herausfielen.
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‘Tabelle: Auswertung der CMV-PCR

15 100%
110 88(66*) 18(14%) 33% 100% 25% 25% 9 4(0")
110 108(76%)  4(0%) 20% 7% 100% - 100% 1 0
110 103(73*)  4(0%) 20% 7% 100% 100% 1 3(0%)

* von den 80 immunclogisch getesteten Proben
** immunologisch negativ, jedoch PCR-positiv

Tabelle: Vergleich der immunologisch getesteten Proben mit den Ergebnissen der

UL93-PCR
Immunologisch
positiv negativ Summe
UL93-PCR positiv 5 9 14
negativ 10 37 47
Summe 15 46 61

Zur Bewertung dienen die Sensitivitit und Spezifitat, mit denen die Qualitit

diagnostischer Tests beurteilt wird.

Die Sensitivitét ist die Wahrscheinlichkeit, mit der eine immunologisch positive Probe

ein positives Testergebnis in der UL93-PCR aufweist:

Sensitivitdt = 5/15 =33,33 %

Die Spezifitat ist die Wahrscheinlichkeit, mit der die UL93-PCR bei einem

immunologisch negativen Patienten ebenfalls negativ ausfillt:

Spezifitit = 37/46 = 80,43 %
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Tabelle: Vergleich der immunologisch getesteten Proben mit den Ergebnissen der
eigenen PCR und anschlieBenden durchflulzytometrischen Messung
Immunologisch
positiv negativ Summe
PCR und positiv 3 1 4
DurchfluBzytometrie | negativ 12 45 57
’ Summe 15 46 61

Sensitivitit = 3/15 =20,0 %

Spezifitit = 45/46 = 97,83 %

Das abschlieBende Urteil lautet, dass die durchfluBzytometrische Analyse von CMV-

PCR-Produkten zwar nicht empfindlich genug ist, um alle immunologisch nachge-

wiesenen Infektionen zu detektieren, sie ist jedoch hochspezifisch und reproduzierbar.
Wir haben gezeigt, dass die Kombination von Mikropartikeltechnik und DurchfluB-

zytometrie zuverldssige und vollstindig automatisierbare Analysen ermoglicht.

Im Gegensatz dazu zeigt der UL93-PCR-Test entgegen der publizierten Daten und trotz

shnlicher Empfindlichkeit eine zu hohe Rate an Falschpositiven.
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3.3 Isolierung der CD14-positiven Zellen zur Optimierung der
CMV-PCR-Effizienz

Wihrend fir den PCR-Nachweis einer latenten Infektion mit dem Hepatitis-C-Virus
(HCV) oder dem humanen Immundefizienz-Virus (HIV) bereits 1 ml Plasma ausreicht,
gilt der PCR-Nachweis einer latenten Infektion mit dem Zytomegalievirus als besonders
problematisch, da nur 0,01 bis 0,14 % aller mononukleéren Zellen CMV-Genomkopien
enthalten. Um die Empfindlichkeit des durchfluBzytometrischen Verfahrens zu steigern
und wenige Virengenom-Aquivalente im peripheren Blut nachzuweisen, versuchten wir
auf unterschiedliche Weise die Methode zu verbessern. Durch ein optimiertes Auf-

* reinigungsverfahren wurde eine Konzentrierung der virentragenden Zellen angestrebt.

Waihrend sich im Verlauf einer latenten Infektion nur ein kleiner Anteil der CM-Viren
in CD8-positiven Zellen findet (Soderberg et al., 1993), sind die meisten Viren in
CD14-positiven Monozyten lokalisiert. Der Anteil CDI14-positiver Zellen an den
Leukozyten betrigt etwa 10 — 20 %. '

Wenn nach der LSM-Methode 20 000 Leukozyten (s. 3.2.2) und somit nur 2 000 CD14-
positive Zellen verarbeitet werden, erscheint es unwahrscheinlich, dass sich darunter
virentragende befinden. Denn nur jede 20 000. bis 50 000. Zelle ist mit CM-Viren
infiziert, so dass fiir den zuverldssigen Nachweis wesentlich mehr Zellen einzusetzen

sind.

Um die infizierten Zellen aus den Blutproben anzureichern, wurden sie mit Anti-CD14-
Antikorper-gekoppelten Mikropartikeln behandelt. Nach dem Abfangen der Monozyten
wurde die DNA mit Hilfe von Silica-Partikeln isoliert.

Da fiir alle Arbeitsschritte inklusive Zellisolierung, DNA-Aufbereitung und PCR-
Nachweis ausschlieBlich paramagnetische Mikropartikel eingesetzt werden, ist eine
vollstandige Automatisierbarkeit des Verfahrens nach folgendem Schema gewihrleistet
(Abb. 10).
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Magnetische Mikropartikel
mit Anti-CD14-Antikérpern

Isolierung von Monozyten

Magnetische Silica-Partikel

Isolierung genomischer DNA

CMV-spezifische PCR

Anti-DIG-
Mikropartikel

T 1

DurchfluBzytometrischer Nachweis

Abb. 10: Darstellung einer auf den Einsatz von Mikropartikeln beruhenden,
voll automatisierbaren Methode zum durchfluBzytometrischen Nachweis
von CMV-Genen in Blutproben
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Die Ergebnisse dieser Methode zeigen eine erhebliche Steigerung der Sensitivitit

gegeniiber denen nach DNA-Isolierung aus Leukozyten. Dies wird deutlich beim

Vergleich der erforderlichen DNA-Mengen. Von der genomischen DNA aus Leuko-

zyten wurden 2 ug (Spur 1), 1 pg (Spur 2) und 500 ng (Spur 3) zur CMV-gH-PCR

eingesetzt. Von der genomischen DNA aus Monozyten, die mit Hilfe von CD14-
Mikropartikeln isoliert wurde, wurden 500 ng (Spur 7) und 200 ng (Spur 8) verwendet.

Als positive Kontrollen wurden drei verschiedene Verdiinnungen der genomischen

DNA von einem CMV-Patienten amplifiziert (Spuren 4 - 6). Die Amplifikate wurden

gelelektrophoretisch getrennt und mit Ethidiumbromid geféirbt.

€—CMV-gH-PCR-Produkt

Abb. 11: Vergleichende PCR mit DNA aus Leukozyten und Monozyten
eines latent CMV-infizierten Probanden

Obwohl die PCR aus Monozyten-DNA mit geringeren DNA-Mengen als die PCR aus
Leukozyten-DNA durchgefithrt wurde, lassen sich noch deutliche PCR-Produkte
nachweisen. Das bedeutet eine mindestens zehnfache Steigerung der Empfindlichkeit

des Verfahrens.
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4 Diskussion

Die Entwicklung diagnostischer Verfahren, die CMV-Infektionen schnell und frih
erkennen, Zytomegalie von anderen opportunistischen Infektionen differenzieren, den
Einsatz antiviraler Medikamenfe steuern sowie die Interaktion von CMV und dem
Immunsystem erforschen, ist von groBem praktischen Interesse (Tanabe et al. 1996,
S. 1510).

4.1 Schwieriger Nachweis latenter CMV-Infektionen

In der CMV-Diagnostik st6Bt man auf verschiedene technische Schwierigkeiten, die bei
der Laborarbeit immer wieder vor neue Herausforderungen stellen. Das wesentliche
Problem aller bestehenden Nachweisverfahren liegt in dem bei latenten Infektionen sehr

geringen Anteil virentragender Zellen im peripheren Blut.

Klassische Verfahren wie z. B. die Zellkultur sind zwar als sichere Methoden anzusehen
und werden routinemiBig in der klinischen Diagnostik eingesetzt, erweisen sich aber
bei der jahrlich anfallenden Probenmenge von etwa 4 Millionen Blutspenden in
Deutschland als zu zeit- und arbeitsaufwendig. Nukleinsduretechniken ermoglichen
aufgrund ihrer hohen Sensitivitit den Nachweis viraler Sequenzen bereits in der
Frithphase der Infektion vor der Serokonversion, sind jedoch als unsicher einzustufen.
Da auch das ELISA-Verfahren ungenaue Ergebnisse liefert, wird versucht, mit Hilfe der
PCR die Zuverlassigkeit des CMV-Nachweises zu verbessern. Fiur die PCR werden
jedoch zu groBe DNA-Mengen benétigt, wobei sich diese ab einer bestimmten Menge
inhibierend auswirken. Ferner kommt es bei der PCR zu falsch positiven Ergebnissen,

wenn eine negative Blutprobe mit dieser Methode als positiv eingestuft wird.

Die nested-PCR ist trotz Erhohung der Senpsitivitdt technisch schwieriger
durchzufiithren: Sie neigt zu Kontaminationen und zeigt eine geringe Ubereinstimmung
der Ergebnisse zwischen den Laboren, was ihre Eignung fiir die Routinediagnostik

verringert. Bei der Untersuchung moglicherweise infektiéser Blutprodukte st die
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Unterscheidung zwischen replizierenden und latent vorhandenen Viren besonders -
problematisch. Um eine verldBliche Einschitzung einer fraglichen CMV-Infektion und
der klinischen Manifestation zu gewdéhrleisten, werden hoch standardisierte PCR-
Verfahren gefordert (Krajden et al. 1996, S.31f).

Auch in dieser Arbeit wurde beobachtet, dass mit einer konventionellen PCR-Analyse
ein Nachweis nicht zuverlissig moglich ist. Weder die demonstrierte hohe
Empfindlichkeit des Nachweisverfahrens noch die Voramplifikation (nested-PCR)
reichte aus, um die Mehrzahl der immunologisbh CMV-positiven Blutproben zu

identifizieren.

Mit einer Erhéhung der Amplifikationsrate durch opﬁmierte PCR-Bedingungen kann
Vdie Empfindlichkeit des CMV-Nachweises gesteigert werden. Damit ist jedoch die
Gefahr verbunden, dass Primerdimere und andere artifizielle Amplifikate verstirkt
aufireten, die die Zuverldssigkeit des Verfahrens herabsetzen. Bei MaBnahmen zur
Steigerung der Empfindlichkeit beim Nachweis latenter Infektionen ist also zwischen

moglichen Verbesserungen und stérenden Einfliissen abzuwégen.
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4.2 Steigerung der Sensitivitét

4.2.1 DNA-Isolierung

Die DNA kann aus Leukozyten schnell und routinemiBig isoliert werden. Benétigt
werden allerdings relativ groBe DNA-Mengen, um mit der anschlieBenden PCR einen
CMYV-Nachweis durchfithren zu kénnen.

Krajden et al. verglichen verschiedene Wege der DNA-Aufbereitung und betonten
deren Bedeutung: ,,Of 101 samples from seropositive blood donors, CMV was detected
in 0 (0%) of the samples extracted with a QIAamp blood kit (QIAGEN), 1 (1%) of the
samples extracted with an Amplicor whole-blood specimen preparation kit (Roche), and
8 (8%) of the samples extracted with an Isoquick nucleic acid extraction kit (modified
by the addition of carrier tRNA) (Microprobe) ... We then demonstrated that sample
preparation dramatically altered the detection rate of CMV in samples from blood
donors” (Krajden et al. 1996, S. 29f). Auch sie kamen zu dem Ergebnis, dass die Einzel-
PCR fiir zuverlédssige Aussagen tiber den CMV-Status nicht sensitiv genug ist.

Um trotz der gewdhlten stringenten PCR-Bedingungen die fir die CMV-Diagnostik
notwendige Empfindlichkeit zu erreichen, ist eine Anreicherung der virentragenden

CD14-positiven Zellen vor der Analyse erforderlich.

Die DNA-Aufbereitung aus Monozyten mit Hilfe von CD14-Beads dauert wesentlich
langer als die DNA-Isolierung aus Leukozyten: etwa dreimal solange. Zudem ist das
Verfahren teurer. Da das Zytomegalievirus jedoch hauptsdchlich in Monozyten und
weniger hdufig in anderen Leukozyten vorkommt, konnen nach Monozytenisolierung
mit weniger DNA bessere Ergebnisse erzielt werden. Ferner wird die Methode
zukiinftig automatisierbar sein, so dass der Mehraufwand durch einen zusitzlichen

Verfahrensschritt nicht so gravierend erscheint.

Die folgende Tabelle stellt die Vor- und Nachteile der verschiedenen Verfahren zur
DNA-Isolierung gegeniiber.
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Tabelle: Vergleich der DNA-Isolierung aus Leukozyten und Monozyten

DNA-Isolierung

Vorteile

Nachteile

klassisch: Buffy Coat-Prep

(LSM)

- alle Leukozyten

schnell (ca. 1h)

Routine

groBe Mengen erforderlich,
um mit PCR und
Durchflufizytometrie

CMV nachzuweisen

CD14-Beads

= nur Monozyten

mit weniger DNA bessere
Ergebnisse (mind. 10fache
Steigerung der Sensitivitét)

automatisierbar (zukimftig)

langwierig (ca. 3h)

teuer

Das Fazit lautet: Die DNA-Isolierung mit CD14-Beads ergibt eine bessere PCR.
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4.2.2 DNA-Analyse

Infolge der geschilderten Probleme heutiger Nachweismethoden wurde versucht, durch
die Kombination von Mikropartikeln und DurchfluBzytometrie einen geeigneten Weg
fiir eine bessere CMV-Diagnostik einzuschlagen. Die experimentelle Bandbreite der in
den letzten Jahren verdffentlichten molekularen Verfahren, bei denen Mikropartikel mit
DurchfluBzytometrie kombiniert wurden, zeigt deutlich die vorhandenen technischen
Moglichkeiten. Mit Hilfe des DurchfluBzytometers lassen sich die durchschnittliche
Fluoreszenzintensitdt, Grole und Form der Partikel charakterisieren, so dass die
DurchfluBzytometrie bereits in der molekulargenetischen Forschung angewendet und
zudem stindig weiterentwickelt wird. Damit sich das Verfahren zur durchfluBzyto-
metrischen Analyse auch in der klinischen Routinediagnostik durchsetzen kann, sind

folgende Punkte zu beachten:

- der fur die zahlreichen Arbeitsschritte erforderliche Zeitaufwand
- das Verhindern von stérenden Primerdimeren in der DurchfluBzytometrie

die Automatisierbarkeit aller Arbeitsschritte.

4.2.2.1 Der zeitliche Aspekt -

Die mit DurchfluBBzytometern technisch mogliche Analyseleistung liegt bei etwa
100 000 Partikeln pro Sekunde. Die neuen Kompaktgerite (CyFlow) kénnten auch in
konventionelle Automatisierungssysteme integriert werden. Die MeBgeschwindigkeit
lieBe sich noch deutlich steigern. Da in dem hier beschriebenen Verfahren auf
Hybridisierungsschritte und Antikérpermarkierungen verzichtet wurde, konnte dessen
Dauer auf 25 min reduziert werden. Die Methode ist damit ﬁermal schneller als das
schnellste bis zu diesem Zeitpunkt beschriebene Verfahren zum durchfluB-
zytometrischen Nachweis von PCR-Produkten. Wesentlicher Grund dafiir ist der
Einsatz des Farbstoffs Streptavidin-Phycoerythrin, der eine Fluoreszenz-Markierung der
Amplifikate bereits wihrend der Bindung an die Partikel ermoglicht. Zwar ist die
Empfindlichkeit etwas geringer als bei einigen fritheren Verfahren, bei denen durch
Einbau mehrerer Digoxigeninmolekiile pro Amplifikat die Zahl der Bindestellen fiir die
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Fluoreszenz-gekoppelten Antikérper erhoht wurde. Sie ist jedoch wie gezeigt deutlich
hoher als die von konventionellen Verfahren auf Gelbasis. Zudem wird durch die
Anfirbung jedes Amplifikats mit nur einem Fluoreszenzfarbstoff die Proportionalitét
zwischen Fluoreszenzintensitit und Menge an abgefangenen PCR-Produkten bewahrt.
Dies alles schligt sich nicht zuletzt in der hohen Zuverlissigkeit und Reproduzierbarkeit
des Verfahrens nieder. Fiir eine hohere Robustheit des Verfahrens muf} die Stabilitit des
Farbstoffs nach Markierung der gebundenen Amplifikate jedoch noch verbessert
werden. Fin Test von Puffern, die die Fluoreszenzintensitit bei Probenlagerung
zumindest iibér mehrere Stunden gleich halten, steht noch aus. Zu Phycoerythrin gibt es
mit dem Farbstoff Alexa-488 eine hinsichtlich der Fluoreszenzintensitit adiquate
Alternative, die jedoch noch nicht geprift wurde. Der getestete Tandemfarbstoff
Phycoerythrin-Cy5 verbesserte die Stabilitit der Fluoreszenz nicht (Wedemeyer,
personliche Mitteilung).

4.2.2.2 Durchflufizytometrie

Die zu geringe Empfindlichkeit der Einzel-PCR macht den Einsatz der nested-PCR
notwendig. Damit verbunden ist jedoch das vermehrte Auftreten von Primerdimeren,
die bei der zytometrischen Messung filschlicherweise als positiv gewertet werden. Erst
eine Verringerung der Primermengen sowie die Zugabe von Taq-Antik6érpern 16sen

dieses Problem weitgehend.

Nicht nur einzelne, sondern auch multiple PCR-Produkte kénnen durchfluBzytometrisch
nachgewiesen und analysiert werden. Die PCR-Technik ist wie beschrieben trotz ihrer
Finfachheit und weiten Verbreitung anfillig fiir experimentelle Schwankungen, die sich
in einer wechselnden Menge an gebildetem Amplifikat niederschlagen. Die schwierige
,/Automatisierbarkeit des Nachweisverfahrens ist ein Grund dafiir, dass sich zB. die
kompetitive PCR in der klinischen Diagnostik nicht durchsetzen konnte (Zimmermann/
Mannhalter 1996). A
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Eine weitere Moglichkeit der Steigerung der Empfindlichkeit ist die Signalverstirkung.
Dies konnte beispielsweise durch den Einsatz eines grimen oder leistungsstdrkeren

blauen Lasers geschehen.

4.2.2.3 Automatisierung

Die Forderung nach einer Automatisierbarkeit des Verfahrens filhrt zum Einsatz
paramagnetischer Mikropartikel. Diagnostische Moglichkeiten dieser Partikel wurden
erst in letzter Zeit beschrieben (Wedemeyer/Pétter 2001). Die Vorteile der geschilderten
Methode liegen neben ihrer hohen Empfindlichkeit in der Automatisierbarkeit, so dass
eine groBe Anzahl von klinischen Proben analysiert werden kann. Sowohl bei der
Selektion bestimmter Zellen als auch bei der Aufbereitung der DNA und der Messung
der PCR-Produkte gestattet die Verwendung von Mikropartikeln eine komplette
Automatisierung des Verfahrens. Diese wird nicht zuletzt aufgrund der bereits in der
Routinediagnostik bewihrten, auf Magnetseparation basierenden Robotiksysteme
ermoglicht. Die Bearbeitung von Proben mit jenen Partikeln verlduft schneller und
sicherer als konventionelle Verfahren. Ein wesentlicher Vorteil von Mikropartikeln
gegeniiber planaren Systemen wie dem ELISA-Verfahren liegt in einer vergroferten
Reaktionsoberfliche. Ferner sind die Partikel in der Losung in Bewegung, so dass sich
das FEinfangen bestimmter Liganden verbessert. Dabei ist auf eine identische
Bindefahigkeit verschiedener Partikelsorten zu achten oder es ist eine Berechnung mit
einem Korrekturfaktor durchzufihren. '

Auf Magnetseparation beruhende Robotiksysteme sind kommerziell erhiltlich. Sie
konnen eine enorme Menge von Proben parallel bearbeiten. Deren Ergebnisse konnen
mit denen der DurchfluBzytometrie erst nach Standardisierung des Verfahrens, die sich

momentan noch in ihrer Entwicklungsphase befindet, verglichen werden.
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4.3 Weitere Anwendungsbereiche

Der Einsatz der durchfluBzytometrischen PCR-Produkt-Quantifizierung ist nicht auf
die Genexpression und Bestimmung des Virus-Titers beschriinkt, sondern auch auf eine
posttherapeutische Diagnose der Leukémie oder den Nachweis genomischer Verinde-
rungen Ubertragbar.

Ein weiterer zukiinftiger Anwendungsbereich des Verfahrens kénnte die multiple PCR- .
Analyse sein. Wie bereits fiir die kompetitive PCR und den Deletionsnachweis gezeigt,
ist durch die Kombination von Anti-DIG- und Anti-DNP-Antikérpern die gleichzeitige
Analyse von zwei PCR-Produkten méglich, vorausgesetzt, die beiden Partikelsorten
sind im DurchfluBzytometer unterscheidbar (Wedemeyer, personliche Mitteilung).

Mit der Untersuchung des ‘viral load” wiirde ein wichtiges Anwendungsgebiet
hinzukommen. Bereits Smith et al. (1998) wiesen mehrere Virenarten nach PCR mit

mehreren Partikelsorten im DurchfluBzytometer nach.

Forderungen fur die Untersuchung von Biomarkern in der klinischen Diagnostik werden
von dem hier entwickelten Verfahren grundsitzlich erfiillt. Es ist in Hinblick auf
Schnelligkeit, Einfachheit, Empfindlichkeit und Zuverldssigkeit den meisten
konventionellen Systemen iiberlegen und mit den derzeit besten kommerziellen
Systemen durchaus vergleichbar. Beziiglich der Zuverlidssigkeit kann die Methode
durch optimierte Lagerungspuffer, die die Stabilitéit der Fluoreszenz-gefiarbten Proben
verlidngern, verbessert werden. Weitere Optimierungen des Verfahrens kénnten durch
geeignetere Mikropartikel mit homogener Form und Struktur sowie durch die

Verwendung eines griinen Lasers erreicht werden.
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