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1.  Einleitung

1.1. Zytokine

1.1.1. Allgemeines

Bei Zytokinen handelt es sich um I8sliche Proteine/ Glykoproteine mit einer
Lange von 100 - 200 Aminosauren, die von mononukleédren Zellen des Korpers
freigesetzt werden und auf Zellen mit spezifischen Rezeptoren verschiedenste
biologische Effekte auslben. Jedes Zytokin ist ein zellregulatorisches Eiweil3
und hat ein relativ geringes Molekulargewicht von rund 8 — 40 kD. Sie werden
lokal produziert, haben sehr kurze Halbwertzeiten und sind schon in
pikomolaren Konzentrationen wirksam.

Sie fungieren als Mediatoren. Durch bestimmte duBere Stimuli kénnen sie von
jeder einzelnen kernhaltigen Korperzelle freigesetzt werden und Ubertragen als
extrazelluldre, l6sliche Botenstoffe ihre Informationen Uber spezifische
membranstandige Rezeptoren an die Zielzelle. Dieser Mechanismus flhrt Gber
interzellullare Signalweiterleitung und second messenger Wege zu einer
Modifikation der Genexpression im Inneren der Zelle.

Zytokine werden von folgenden Zellen des Koérpers produziert wie
beispielsweise von Monozyten, Makrophagen, T-Zellen, Mastzellen, Nk-Zellen
u. a. Sie zdhlen somit zu den antigen-unspezifisch wirksamen Komponenten
des humoralen Immunsystems.

Innerhalb des Korpers spielen Zytokine eine wesentliche Rolle bei Wachstums-
und Differenzierungsvorgangen, der Homeostase, Hamatopoese, Apoptose und
Angiogense.

Besonders hervorzuheben ist jedoch lhre Funktion, die ihnen bei der angebore-
nen und adaptiven Immunantwort zukommt. Als Botenstoffe ermdglichen sie die
Verstandigung der Zellen des Immunsystems und koordinieren mit deren Hilfe
die Abwehr gegen Angriffe des Organismus von aufBen. Infektionen mit
Pilzen, Viren, Bakterien, Parasiten oder anderen infektiésen Mikroorganismen
sowie toxische oder selbst mechanische Reize stellen einen Stimulus dar, der

die Synthese und Freisetzung von Zytokinen rasch vorantreibt.



Einige Zytokine werden konstitutiv expremiert, wohingegen andere prasyntheti-
siert und in cytoplasmatischen Granula, als Membranproteine oder als Komplex
in der extrazellullaren Matrix gespeichert werden. Die meisten aller Zytokine
werden allerdings auf einen Stimulus hin neu synthetisiert und freigesetzt
(Fitzgerald et al., 2001).

Sie kénnen autokrin wirken und das Verhalten der Zelle beeinflussen, die sie
freisetzt, oder parakrin, das heiBt durch Beeinflussung benachbarter Zellen
sowie zum Teil endokrin, indem sie auf entfernt liegende Zellen einwirken.
Wobei Letzteres davon abhéngt, ob sie in den Kreislauf gelangen und von ihrer
Halbwertszeit (Janeway et al.,2001).

Zytokine agieren und interagieren in Form eines Netzwerks, wobei sie reziprok
ihre Bildung induzieren kdnnen und zusatzlich synergistische wie additive oder
ebenso antagonistische Interaktionen in ihrer Reaktion auf biologische und
pathophysiologische Zellfunktionen austben.

Als wesentliches Charakteristikum der Zytokine gilt ihre pleiotrope Wirkung,
d.h., sie wirken in der Regel auf mehrere verschiedene Zellarten und kénnen
dabei unterschiedliche, z .T. sogar entgegengesetzte Wirkungen erzielen. So
induziert beispielsweise IL — 6 zum einen Hepatozyten zur Synthese von Akut-
phase-Proteine, zum anderen ist IL — 6 auch fir das Wachstum und die
Differenzierung von B- Zellen verantwortlich (Fitzgerald et al ,2001).

Redundanz ist eine weitere kennzeichnende Eigenschaft der Zytokine. Es
bestehen Analogien hinsichtlich der cytosolischen Gebiete der Rezeptor-
untereinheiten, was zu identischen Tatigkeiten verschiedener Zytokine flhren
kann. Zu nennen waren in dieser Hinsicht IL — 2 und IL — 15, da beide aufgrund
dieser Eigenschaft die T-Zell-Proliferation férdern.

Wie schon beschrieben, steht Zytokine als ein Sammelbegriff flr eine Vielzahl
von Zellarten gebildete und sezernierte Substanzen, die als interzellulare Medi-
atoren die Steuerung der immunologischen Regelkreise Uberwachen.
Bedauerlicherweise hat sich bis heute noch keine einheitliche Zytokin-
Nomenklatur durchgesetzt. Eine deutliche Einordnung hat sich beztglich ihrer
haufig analogen Eigenschaften in der Vergangenheit immer wieder als auBerst

kompliziert erwiesen.



Es lasst sich erkennen, dass so gut wie kein systematischer Zusammenhang
zwischen den Molekulen innerhalb der Zytokin- Nomenklatur besteht.

Anfangs orientierte sich die Terminologie nach Art der produzierenden Zelle
(Interleukine, Lymphokine, Monokine, Wachstumsfaktoren) oder anhand des
initialen definierenden Bioassy (nach ihren Effekten wahrend einer Immunant-
wort).

Die Einfuhrung der Interleukin-Nomenklatur stellte lediglich den Versuch dar,
ein rationales und standardisiertes System hinsichtlich der Zytokin-
Terminologie zu entwickeln. Das Prinzip bestand darin, die bekannten Zytokine
durchzunummerieren von IL-1 bis IL-18. Obwohl sich diese Art der Nomenklatur
durchgesetzt hat, musste man bald feststellen, dass sie sich nicht universell auf
alle Zytokingruppen anwenden lie3. Das gegenwartige Ziel besteht darin, einen
gemeinsamen Konsens in der Zytokin - Nomenklatur zu finden. In jingster Zeit
einigte man sich, die Zytokin — Klassifikation auf der Rezeptorstruktur des
jeweiligen Zytokins basieren zu lassen. Demnach erfolgt die Einteilung derzeit
anhand der Homologien der verschiedenen Rezeptorgruppen. (Oppenheim,
2001) Es existieren sechs Hauptgruppen unter denen sich die meisten Zytokine
einordnen lassen. Jene Gruppen sind unter folgenden Namen bekannt:
Hamatopoetin-, Interferon-, TNF-, IL-1/Toll-like-, Tyrosin- und
Chemokinrezeptoren.

Es sei hinzugeflgt, dass jede Gruppe Uber verwandte Sequenzen in der cyto-
solischen Domane definiert wird (Fitzgerald et al., 2001).

Die Molekularbiologie sowie monoklonale Antikérper und Mikrosequenzierung
ermdglichten, Zytokine in rekombinater Form herzustellen, die seitdem
experimentell oder therapeutisch Anwendung finden (Oppenheim, 2001).

Dadurch ist die Differenzierung ihrer Wirkung zumindest in vitro betrachtlich er-
leichtert worden. Jedoch ist das Funktionsspektrum in vivo haufig noch recht
unvollstandig verstanden. Ein Grund dafir stellt das immense Netzwerk und
das komplexe Zusammenspiel der einzelnen Zytokine dar, dass es noch voll-

standig zu entschlisseln gilt.



1.1.2. Chemokine

Chemokine stellen eine Superfamilie strukturell verwandter, chemotaktisch
aktiver Zytokine dar, die in den allerersten Phasen einer Infektion im
betroffenen Gewebe freigesetzt werden. Ihr Molekulargewicht betragt
annahernd 8-10 kDa, und sie bestehen aus einer Lange von 70-90
Aminoséauren. Alle Chemokine besitzen &hnliche Aminosauresequenzen. Die
Mehrheit aller Chemokine binden an sieben transmembrandse G - Protein
gekoppelte Rezeptoren und induzieren auf diesem Weg eine zellulare Migration
(De Vries et al., 1999; Krishna et al;1997)

Chemokine sind noch nicht allzu lange bekannt. Sie wurden erstmalig in
Zytokintests nachgewiesen und aus diesem Grund anfangs als Interleukine
bezeichnet. Bis zum heutigen Zeitpunkt konnten Uber 40 menschliche
Chemokine identifiziert werden.

Chemokine wirken vor allem als Chemoatraktoren fiir Leukozyten, sie
mobilisieren Monocyten, neutrophile Zellen und andere Effektorzellen aus dem
Blut und leiten sie zu Infektionsherden. In jingster Zeit konnten in kurzer Folge
weitere Chemokine identifiziert werden; dabei stellte sich heraus, dass sie
ebenso auch die Angiogenese und Hamatopoese beeinflussen (Yoshie et al.;
2001; Murdoch und Finn, 2000; Mackay, 2001; Thornhill und Li, 1997).

Die Familie der Chemokine lasst sich in zwei Hauptgruppen: die CC -
Chemokine (beta), die CXC - Chemokine (alpha) und eine Nebengruppe die
C - Chemokine unterteilen. Die erst genannte Gruppe wird beim Menschen vor-
nehmlich im Bereich von Chromosom 4 codiert. Man bezeichnet sie als
CC - Chemokine, da sie an ihrem aminoterminalen Bereich zwei nebeneinander
liegende Cysteinreste aufweisen. Bei den CXC - Chemokinen befindet sich
zwischen den beiden Cysteinen eine weitere Aminosaure, zudem lassen sie

sich zumeist auf Chromosom 17 des menschlichen Genoms finden. Oben
genannte Gruppe lasst sich dahingehend noch weiter unterteilen, ob vor dem
ersten dieser beiden konstanten Cysteine ein bestimmtes Aminosauretriplett
vorhanden ist (Janeway et al., 2001; Krishna et al;1997; Thornhill und Li, 1997).
C — Chemokine sind an anderen Stellen im Genom codiert und besitzen jeweils

nur ein Cystein am aminoterminalen Ende.



Die CC — Gruppe wirkt vornehmlich auf Monozyten, Lymphozyten, Basophile
und Eosinophile, wohingegen CXC — Chemokine primar tber eine Wirkung auf
Neutrophile verflgt.

Bei Autoimmunkrankheiten, Tumoren, Artherosklerose und chronischen
Entzindungsprozessen wurden bedeutende Expressionen von Chemokinen
beobachtet. Derzeit gibt es noch keinerlei therapeutische Verwendung fur
Chemokine.

1.1.3. Transkriptionsfaktoren

Grundlage vieler biologischer Prozesse in einem Organismus ist die Regulation
der Genexpression auf Ebene der Transkription. Die sogenannten ,Motoren®
der Genregulation sind die Trankriptionsfaktoren (TF), die am Ende von
Signallbertragungsketten stehen und zugleich initierende Faktoren einer
neuen regulatorischen Kaskade sind. Transkriptionsfaktoren sind Proteine, die
den Start der Transkription steuern, indem sie an spezifische Stellen im Bereich
des Promoters eines Gens an die DNA binden. Die meisten TFs regulieren die
Expression mehrerer bis vieler Zielgene, haufig im Verbund mit anderen TF.
Trankriptionsfaktoren  besitzen einen dreiteiligen  Aufbau, der sich
folgendermaBen zusammensetzt: DNA-Bindungsdoméne, Aktivierungsdomane
und die Proteininteraktionsdomane. Durch diesen Aufbau besteht die
Méoglichkeit, mit Mitgliedern der TF-Familien Domanen zu tauschen, was zu
groBer Diversitat flhrt.

Die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren erfolgt durch eine Kaskade von
MAP-Kinasen und ist Bestandteil von vielen Ubertragungswegen in der Zelle
(Janeway et al,2001).

Einer der heute bekanntesten Transkriptionsfaktoren ist der Nuklearfaktor
Kappa-B (NFxB). Dieser fand im Rahmen dieser Arbeit Anwendung und soll
daher im Nachstehenden kurz vorgestellt werden: NFxB ist ein ubiquitar
vorhandener Transkriptionsfaktor, der die Expression der Gene regelt, die
Zytokine, Chemokine, Wachstumsfaktoren, Zelladhdsions-Molekiile, sowie

einige Akut-Phase-Proteine in Gesundheits- und diversen Krankheitszustadnden



kodieren. Dieser TF wird durch einige Stimuli, wie beispielsweise Zytokine,
sauerstofffreie Radikale, inhalierte Partikel, ultraviolette Bestrahlung und
bakterielle/virale Produkte aktiviert. Die unangemessene Aktivierung von NFxB
ist mit der Entstehung inflammatorischer Prozesse verbunden; die sich in Form
von: autoimmuner Arthritis, Asthma, septischen Schock, Lungenfibrose,
Glomerulonephritis, Atherosklerose und AIDS. &uBern. Im Kontrast dazu steht
die komplette und persistente Inhibition von NFxB, welche direkt mit Apoptose,
unangemessener Immunzellentwicklung und verzégertem Zellwachstum
einhergeht (Chen et al., 1999; Baldwin et al., 1996; Barnes, 1997).

1.1.4. Die Funktion der Zytokine wahrend der Imnmunantwort

Der menschliche Kérper ist durch eine Vielzahl an Krankheitserregern anfallig
fur Infektionen. Um eine Infektion auszulésen, missen die Mikroorgansimen
einige Schutzmechanismen des Wirtes lberwinden. Zytokine spielen bei der
Abwehr von Krankheitserregern eine entscheidende Rolle, da sie an der ange-
borenen und adaptiven Immunantwort beteiligt sind. Wie schon in Kap. 1.1.1
erwahnt, agieren und interagieren Zytokine in Form von Netzwerken und
Zytokinkaskaden. (Fitzgerald, 2001). Studien zeigten, dass Stérungen dieses
Netzwerkes in seiner Balance zu unerwarteten bis hin zu unangemessenen
Immunreaktionen fihren kénnen und damit als Wegbereiter fir immun —
induzierte Krankheiten betrachtet werden. (Hibbert und Johnston, 2001).
Jedoch bendtigt es mehr als einen Defekt im Netzwerk, um eine gestorte
Immunreaktion hervorzurufen (Haddad, 2002).

Im Weiteren soll ein kurzer Einblick in die Beziehungen des Zytokinsystems ge-

geben werden.



1.1.4.1. Pro- und anti-inflammatorische Zytokine

Die Inflammation (=Entzindung) lasst sich als Zusammenspiel von pro- und
anti-inflammatorischen Zytokinen charakterisieren.

Pro-inflammatorische Zytokine l6sen einen Entzindungsprozess aus oder
verstarken diesen, wohingegen anti-inflammatorische  Zytokine eine
Entzindung abschwachen/beenden. Als klassische proinflammatorische
Zytokine gelten:

IL-1, TNF, IFN-gamma, IL-12, IL-18 und Makrophagen-Koloniestimulierender
Faktor (M-SCF), wohingegen IL-4 IL-10, IL-13 und IFN-alpha als charakteristi-
sche anti-inflammatorische Zytokine bekannt sind. Es sei erwéhnt, dass zudem
auch Zytokine existieren, die sowohl Uber pro- als auch anti-inflammatorische
Wirkung verfligen (Cavallion, 2001), wie beispielsweise IL-2. Wenn die Balance
und das Zusammenwirken von pro- und anti-inflammatorischen Zytokinen
gestort ist, kommt es zu schwerwiegenden Erkrankungen, da entweder der
Krankheitserreger nicht beseitigt werden kann oder die Immunreaktion nicht
zum Erliegen kommt. Folglich spielt die Dysregulation der Zytokin - Produktion
eine zentrale Rolle bei der Entwicklung von Autoimmunitat und Autoimmuner-
krankungen (O Shea, 2002).

1.1.4.2. TH1/TH2 Zell- Polarisierung

An dieser Stelle soll das Zytokin - Paradiagramm vorgestellt werden, das
erstmals von Mosmann in den 80-ern identifiziert und beschrieben wurde, und
sich als besonders aufschlussreich in Hinsicht auf das Zytokin — Netzwerk zeigt.
Die sehr komplexe Immunregulation wird wesentlich mitbestimmt von CD4+-T-
Zellen, den sogenannten T - Helferzellen.

Eine groBe Summe an Beweisen lieB auf die Entstehung von zwei Subpopulati-
onen von T - Helferzellen, die wahrend der Differenzierungsphase der CD4+-T-
Lymphozyten entstehen, schlieBen. Diese zwei Subpopulationen sind als TH1 /
TH2 - Zellen klassifiziert. Es zeigte sich, dass die zwei Subpopulationen
Zytokine produzierten, die sich in ihren Eigenschaften vollstandig



unterscheiden. So produzieren Typ 1 Helferzellen (TH1) IFN- gamma, IL-2 und
TNF-beta, was zur Aktivierung von Makrophagen fihrt und die zellvermittelte
Immunitat férdert, wohingegen Typ 2 Helferzellen (TH2) IL-4, IL-5, IL-10, IL-13
freisetzen, welche Uber die Aktivierung von B-Zellen eine durch Antikorper
vermittelte humorale Immunitat begtnstigen.

Beide Zytokingruppen sind zudem in der Lage, sich gegenseitig zu
antagonisieren oder sogar auch zu inhibieren (Mosmann et al, 1986; Mosmann
und Coffmann, 1989, Abbas et al, 1996; Romagnani, 1997, Fitzgerald et al.,
2001). Eine gunstige Immunabwehr gegenlber infektibsen Keimen hangt, unter
dem Aspekt der TH1/TH2 Polarisierung, von der Aktivierung der geeigneten TH
- Zell Subpopulationen ab (Powrie und Coffmann, 1993).

Polarisierte  TH1/TH2 Antworten spielen eine bedeutende Rolle bei der
Pathogenese immunvermittelter Krankheitsbilder. Der TH1-Typ vermag or-
gan-spezifische Autoimmunerkrankungen, wie juvenilen Diabetes, Erkrankun-
gen aus dem rheumatoiden Formenkreis, Multiple Sklerose, Lupus erythemato-
des oder M.Crohn, zu erzeugen, aber er induziert auch
Uberempfindlichkeitsreaktionen vom Typ4 und spielt demzufolge eine
wesentliche Rolle bei der Entstehung akuter GVHD-Reaktionen (Kasakura,
1998). Dem gegenlber steht die allergenspezifische TH2-Antwort, welche
allergische Uberempfindlichkeitsreaktionen vom Soforttyp (Typ1) vermittelt und
mit atopischen Stérungen in Verbindung gebracht wird. (Romagnani, 1999,
Romagnani, 2000). Jedoch spielen die Zytokine an sich den dominierenden
Faktor hinsichtlich der TH-Zell-Polarisation. Die TH1/TH2 Differenzierung wird
von zwei entscheidenden Zytokinen, IL-12 und IL—4, determiniert (O Garra und
Arrai, 2000; Glimcher und Murphy, 2000). IL-12 férdert die Differenzierung zu
TH1- Zellen; wéahrend IL-4 die Entwicklung hin zur TH2-Zelle beglnstigt
(Romagnani, 2000 ;Fitzgerald, 2001). Beide Zytokine inhibieren des Weiteren
die Differenzierung der jeweilig anderen Subpopulation (Maggi et al.,1992;
Manchetti et al., 1993; Seder et al., 1993; Wu et al, 1993).

Die oben beschriebenen Zytokine aktivieren in den T- Zellen spezifische

Signaltransduktionswege, welche dann mittels charakteristischer



Transkriptionsfaktoren entweder eine Thi1- oder TH2- Antwort vermitteln
(Glimcher and Murphy, 2000).

Letztendlich beeinflussen jedoch auch zahlreiche andere Faktoren das
Zytokinnetzwerk. So besteht seit einiger Zeit die Annahme, dass
Polymorphismus in den Zytokin-Genen zu einem Ungleichgewicht hinsichtlich
des Zytokin-Netzwerks fuhrt, was wiederum die Pathogenese vieler Krankheiten
begunstigt (Fitzgerald et al., 2001; Vadenbroeck und Goris., 2003).

Im Hinblick auf die dargelegten Grundlagen des gegenwartigen Verstandnisses
der Zytokine und ihrer Funktionen hinsichtlich des Netzwerks, soll nun im Fol-
genden der klinische Bezug hinsichtlich der Rolle von Zytokinen / Chemokinen
nach  allogener Stammzelltransplantation  und  insbesonders  bei
opportunistischen Infektionen im Mund-, Kiefer- Gesichtsbereich, dargestellt

werden.

1.1.4.3. Die Rolle der Zytokine / Chemokine nach allogener Stammzell-
transplantation

Patienten mit einer Immunschwéache, lassen sich im Allgemeinen Kklinisch
aufgrund einer Krankengeschichte wiederholter Infektionen erkennen; da bei
Immundefizienten wiederkehrend Infektionskrankheiten auftreten, die bei einem
gesunden Wirt keinerlei Probleme verursachen.

Die allogene Stammzelltranplantation ist in den meisten dieser Patientenfallen
das Therapiemittel der Wahl. Diese Therapie wird hauptsachlich angewandt,
um kongenitale Defekte der Hamatopoese und des Immunsystems, als auch
maligne hamatologische Erkrankungen zu beheben (Gemsa et al.,1991).
Jedoch fihrt dieser Ansatz nicht immer zum gewulnschten Ziel. Es lassen sich
eine Reihe von Komplikationen beobachten, wie beispielsweise gravierende
Infektionen, TransplantatabstoBungen und Tumorrezidive und die akute /
chronische graft-versus-host-disease.(Tabbara et al., 2002).

Im molekular-zellbiologischen Labor der Abteilung Innere Medizin Il des

Universitatsklinikums Tidbingen steht besonders die akute GVHD nach



allogener Stammzelltransplantation im Vordergrund der Forschung. Diese wird
im Nachstehenden jedoch nur recht knapp dargestellt, da bezlglich des
zahnmedizinischen Aspekis die opportunistische Pilzinfektion nach allogener
Stammezelltransplantation im Vordergrund stehen sollte.

1.1.5. GVHD-Reaktion nach allogener Stammzelltransplantation

Transplantat-gegen-Wirt-Reaktionen ~ ereignen sich nach  Ubertragung
nichtautologer, immunkompetenter Zellen aus Knochenmark, Lymphknoten
oder Milz, indem diese Zellen im Koérper des Empfangers zellulare
Immunreaktionen vermitteln. Bei immunsuppremierten Empfangern, erkennen
die reifen T-Zellen des Spenders, die das allogene Knochenmark kontaminie-
ren, das Gewebe des Empfangers als fremd und reagieren mit einer Immun-
antwort. Sie rufen schwere Sekundarreaktionen hervor, die hauptsachlich Haut,
Gastrointestinaltrakt , sowie Lunge und Leber betreffen. In knapp 10% der Falle
versterben sogar die Patienten an den Folgen der allogenen Transplantation.
(Janeway et al., 2001; Schettler und Greten, 1998). Wahrend dieser Reaktion
spielen Zytokine/Chemokine eine entscheidende Rolle. Der Pathomechanismus
lasst sich folgendermaBen beschreiben: eine Konditionierungsbehandlung
(=hochdosierte Chemotherapie; ggf. in Kombination mit Bestrahlung) des
Empfangers fihrt zur Schadigung dessen Gewebes, woraufhin von diesem zum
einen pro-inflammatorische Zytokine :IL-1, IL-6, TNF-alpha und des Weiteren
Endotoxine (LPS) freigesetzt werden. LPS wiederum bewirkt durch die
Ausschuttung folgender Zytokine:IL-1,IL-12 und TNF-alpha die Induktion einer
Th1-Antwort. Es kommt zu weiteren Schadigung des Empféangergewebes durch
Nk-Zellen und cytotoxische T-Lymphozyten, welche durch Th-1-Zytokine (IL-2,
INF-gamma) aktiviert werden. Es lasst sich eine Wechselbeziehung zwischen
der Produktion von TH1-Zytokinen und dem Auftreten von akuten GVH-
Reaktion erkennen (Holler, 2002; Krenger et al., 1997). Heutige Studienmodelle
lassen schlussfolgern, dass eine manifeste Trennung von Thi-und Th2-
Antworten im Rahmen der akuten GVHD nicht méglich scheint.
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1.1.6. Orale Mykosen bei Immundeffizienz und nach allogener
Stammzelltransplantation

Die Candida-Infektion des Mundes hat unter den verschiedenen Pilzerregern
die gréBte praktische Bedeutung. In der Regel ist bei fast allen Menschen die
Mundhéhle mit C.albicans besiedelt , C.albicans erweist sich jedoch nur bei
allgemeiner Abwehrschwéche als pathogen (Fidel, 2002). Daher gilt
Candidiasis als ,the disease of the diseased”. Als pathogenetische Faktoren
gelten: zellulare und humorale Immundefekte, aber auch schlecht gepflegte
Prothesen und Zahnbirsten fungieren sekundar als sogenannte
~Keimvermittler* (Schwenzer, 2000). Ferner ist die zellulare Immunitat
gegenuber Pilzen zumeist nach einer allogenen Stammzelltransplantation
komplett unterdriickt. Die pathogenetischen Faktoren dabei sind:
Immundefizienz und T-Zell-Anregung im Verlauf der GVH-Reaktion, aber auch
Neutropenie, Steroid- als auch antibiotische Behandlungen tragen zur
Pathogenese bei (Einsele und Hebart, 2002). Pilzinfektionen sind
opportunistische  Infektionen, abgeleitet von ubiquitar  vorhandenen
Mikroorganismen. Experimentelle Maus-Modelle legten dar, dass sowohl die
angeborene Immunabwehr, als auch T-Helfer-Zellen eine zentrale Rolle in
Bezug auf Pilzinfektionen, durch beispielsweise C. albicans, spielen (Einsele
und Hebart, 2002; Mencacci et al., 2000).

Nach Eindringen eines Pilzpathogens wird zunachst die unspezifische
Immunabwehr aktiviert. Dies geschieht durch Makrophagen, indem diese
bestimmte Zyto- /Chemokine nach Antigenkontakt freisetzen, was die
antimykotische Effektoraktivitdt neutrophiler Granulozyten steigert (Mehrad,
1999; Mencacci et al., 2000).

Bezlglich der spezifischen Abwehr, lasst sich bei genauerer Betrachtung, wie
schon in Kapitel 1.1.3.2 beschrieben, erkennen, dass durch bestimmte Zytokine
TH-Zellen in der Lage sind, den Ablauf der Infektion zu steuern. Anhand
verschiedener Analysen lieB sich ableiten, dass dentritische Zellen den
jeweiligen Entwicklungszustand von C.albicans differenzieren kénnen, und
dementsprechend TH1-Zytokine oder TH2-Zytokine ausschitten, was entweder
eine TH1-oder TH2-Antwort hervorruft (Bozza, 2002; D Ostiani et al., 2000;
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Mencacci et al, 2000). Anhand von Mausmodellen wund Klinischen
Untersuchungen zeigte sich, dass die Erzeugung von Th1-Zytokinen Resistenz
gegenuber Pilzinfektionen vermitteln. Wie jedoch schon in Kapitel 1.1.3.2
erwahnt, befinden sich TH1-/Th2-Zytokine in der Lage, sich gegenseitig zu
antagonisieren. So zeigte sich bei Prddominanz an TH2-Zytokinen eine starke
Anfélligkeit und ein Fortschreiten der Infektion. Dies Iasst sich einerseits darin
begrinden, dass durch das pradominante Vorhandensein von IL-4 bzw. IL-10
TH-1-Antworten inhibiert und andererseits dadurch auch phagozytare
Effektorzellen deaktiviert werden. (Cenci et al., 1997; Romani, 1999; Hebart et
al., 2002a). Aufgrund der vorliegenden Studien ist anzunehmen, dass
bestehende Dysregulationen hinsichtlich TH-Zell-Zytokine mit der Anfalligkeit
far opportunistische Pilzinfektionen korrelieren. Eine allogene
Stammzelltransplantation zieht zumeist ein Ungleichgewicht in Bezug auf die
TH1/TH2-Polarisierung nach sich, d. h., es kénnen daher die TH1-Antworten
stark unterdriickt sein. Daher kann auf Grund der irregulédren Zytokinerzeugung
die Bildung protektiver TH1-Antworten verhindert sein, wodurch der Weg
hinsichtlich der Suszeptibilitat fir opportunistische Pilzerkrankungen geebnet ist
(Mencacci et al.,, 2002, Herbart et al., 2002). Derzeit werden zur Behandlung
von oral-manifestierten  Candida-Infektionen spezielle = medikamentdse
MaBnahmen angewandt. Mittel der Wahl sind zum einen Farbstoffe, wie
Gentianaviolett 2 % sowie Castellanische Lésung, die lokal angewendet
werden; zum anderen werden Antimykotika und Imidazolabkdmmlinge lokal und

systemisch eingesetzt (Schwenzer, 2000).

Abb.1,2: Chronische hyperplastische Candidiasis (I.) und chronische

erythematdse Candidiasis bei HIV-positivem Patient (aus: Brostoff et al., 1993)
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1.1.7. Orale Immunabwehr bei Viruserkrankungen unter besonderer
Beriicksichtigung des Humanen Immundefizienz-Virus (HIV)

Im Hinblick auf die zellulare Abwehr zeigte sich, dass Viren diverse Strategien
entwickelt haben, das Immunsystem zu umgehen, indem sie die Antigen-
Prasentation durch dentritische Zellen umgehen kdnnen, und sich damit in der
Lage befinden, das Zytokinnetzwerk zu manipulieren und sich diesem zu
entziehen. Die Strategien lassen sich wie folgt beschreiben: Um die Elimination
durch das Immunsystem zu vermeiden, werden von den Viren Zytokin-
Homologe sezerniert, sog. Virokine, oder Zytokin-Bindungproteine als auch eine
Anzahl anderer Proteine, welche die antiviralen Zytokin - Signalwege inhibieren
kénnen (Tortorella, 2000; Fitzgerald et al, 2001; Kalvakolanu, 1999).

Das Humane Immundefizienz-Virus (HIV) befallt im Wesentlichen die fur die
zellulare  Abwehr verantortlichen T-Helferzellen, daneben aber auch
Makrophagen, Monozyten und dentritische Zellen. Ebenso ist auch die
humorale Immunitat insuffizient. Es resultiert ein schwerwiegender Defekt der
Immunabwehr aufgrund der Funktionsbeintrachtigung der T-Helferzellen. Die
Anfallligkeit flr opportunistische Infektionen ist deutlich erhéht, wenn die Anzahl
der CD4+-Lymphozyten < 200-300 ml betragt. Das sog.T-Zell-Defizit beruht auf
der verminderten Anzahl und Funktion der CD4+-Lymphozyten. Hinzu kommt,
dass zytotoxische CD8+-Suppressorzellen die Immunsuppression verstarken
kénnen. Das Auslésen der HIV-Gentranskription in den T-Zellen erfordert
wahrscheinlich eine durch Antigen oder Zytokine (IL-6) induzierte Aktivierung
der T-Zelle (Keller, 1994). Patienten mit der erworbenen Immunschwéache
AIDS, hervorgerufen durch den lympho- und neurotropen Retrovirus HIV,
lassen sich zumeist anhand der typischen mit dieser Krankheit einhergehenden
Manifestationen an Schleimhautoberflachen erkennen (Challacombe and
Sweet, 2002). Als Ausdruck der Abwehrschwéache lassen sich folgende
Krankheitsbilder anhand der Mundschleimhaut dieser Patienten erkennen:
Candidiasis, rezidivierende Herpesinfektionen, nekrotisierende Gingivitis,
Parodontitis, Haarleukoplakie, aber auch maligne Tumoren, wie beispielsweise
das Kaposi-Sarkom oder das Non-Hodgkin-Lymphom (Schwenzer, 2000;
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Hoffmann-Axthelm, 2000; Burmester und Pezzutto, 1998). Bei der Entstehung
oraler Krankheitsbilder in Form opportunistischer Infektionen bei HIV-positiven
Personen Uben Zytokine einen enormen Einfluss gegentber der Resistenz bzw.
Anfélligkeit aus.

Anhand verschiedener Studien zeigte sich, dass bei einem veranderten
TH1/Th2-Zytokinprofil ~ die  Entwicklung  von  Krankheitsbildern  wie
beispielsweise: oropharyngeale Candidiasis, Parodontitis etc. bei HIV positiven
Patienten begunstigt ist. Mittels Speichel- und Blutproben lieB sich belegen,
dass HIV-positive Patienten mit einer staken CD4+-T-Zell-Defizienz ein deutlich
pradominantes TH2-Zytokin-Profil besitzen und daher stark anfallig fir
obengenannte Infektionen sind, aufgrund der bestehenden Zytokin-
Dysregulation. Im Gegensatz dazu stehen HIV negative Patienten, bei denen
sich ein ausgewogenes Gleichgewicht der TH1/TH2-Zytokin-Expression (THO)
erkennen lasst und daher resistent gegentber Infektionskrankheiten sind
(Vastardis et al.,2003; Fidel, 2002; Leigh et al.,2002; Leigh et al, 1998).

Eine wichtige Rolle bei der Entstehung oraler Infektionen spielen, abgesehen
von |L-4, IL-10,IL-12 und INF-y, aber auch inflammatorische Zytokine wie: IL-18;
IL-6 und TNF-a. So zeigte sich eine nahezu 2-fach erhdhte Expression dieser
Zytokine in der Sulkusflissigkeit parodontaler Taschen bei HIV infizierten
Patienten. Die oben genannten Zytokine sind bedeutende Mediatoren bei
Entzlindungsprozessen, der Destruktion von parodontalem Gewebe und bei
periapikalen Prozessen (Sosroseno et al., 1994; Baqui et al., 2000).

Ziel der AIDS-Forschung ist ein adaquates Mittel gegen den HIV-Virus post
infectionem zu finden. Derzeit befinden sich Interleukine als therapeutische
Mittel im Gesprach der Forschung. Bei IL-2, lieB sich anhand von Studien
erkennen, dass es die Proliferation und Zytotxizitdt der T-Lymphocyten, als
auch die Zytotxizitdt von NK-Zellen, B-Lymphocyten, Makrophagen und
Monocyten stimuliert und somit die Immunabwehr HIV-Infizierter steigern kann
(Sule et al, 2001). Aber auch IL-16, und Chemokine wie: RANTES, MIP-1a und
MIP-18 hemmen die Virusvermehrung, durch die Blockade der fur HIV
notwendigen Chemokin-Rezeptoren (Burmester und Pezzutto, 1993) und
gebieten dadurch dem tddlichen Krankheitsverlauf langer Einhalt.
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1.2. Ubersicht der untersuchten Zytokin-/Chemokingene

Tabelle1
Zytokin/ Weitere | Struktur/ | Quelle/ Zielzellen Biologische Aktivitat
Chemokin | Namen Genort Produzierende
Zellen
IL-1 LAF, IL-1ou Makrophagen, T-Zellen, Lymphozyten-
IL-1oc und EP, 271AA Monozyten, B-Zellen, Aktivierung,
IL1-B LEM, / dentritische Endothelzellen, Makrophagen-
sind MCF, 2q12-21 Zellen, Organe: Aktivierung,
Formen Catabolin Astrozyten, Hepatozyten, Erhéhung der
von IL-1 IL1-B: NK-Zellen, Knochen Zelladhasion,
mit 269AA B-Zellen, Fieber,Hypotonie,
geringer / Endothelzellen Gewichtsverlust,
Homologie 2q13-21 und Akutphase-Reaktion
Fibroblasten
IL-2 T-cell 133AA, T-Zellen T-Zellen, T-Zell-Proliferation,
Growth 15 kDa B-Zellen, B-Zell-Proliferation und
Factor / NK-Zellen, Differenzierung,
(TCGF) | 4926-927 Monozyten, Monozyten-Aktivierung
Makrophagen,
Oligodedrozyten
IL-6 INF-B2, 183AA, T-Zellen, B-Zellen, B-Zell-Wachstum und
BSF-2, 26 kDa B-Zellen, Plasmazellen, Differenzierung,
HPGF, / Makrophagen, T-Zellen, T-Zell-Proliferation,
HSF, 7p21p14 KM- Hepatozyten, Akutphase-Reaktion
MGI-2 Stromazellen, KM-Zellen
Fibroblasten,
Endothelzellen
MiP3-o LARC; 70 AA Leber, Lymphocyten, Chemotaxis naiver T-
SCYA-20, / Lymphknoten, dentritische Zellen (in die
Exodus-1 | 2933-q37 Appendix Zellen, lymphatischen Organe)
Monozyten
ICAM-1 CD 54 75- héamatopoet./ u. B-Zellen, Rezeptor fir Rhinoviren,
115kDa nichthdmato- T-Zellen Adhésion: Ligand von
/ poetische LFA-1
19p13.3- Zellen
p13.2
SCYB-11 CXCL11 94AA Pankreas, Aktivierte Chemotaxis aktivierter
IP9 / Leber, T-Zellen T-Zellen, Granulozyten
H174 4023-g24 Thymus, und
Milz, Astrocyten
Lunge
NFxB NFxB1 105 kDa Kommt in Immunzellen reguliert die Aktivierung
(TF) / Zellen vor, die allgemein verschiedener Gene, ist
4923-q24 Zytokine, an der Immunantwort,
Chemokine, Entziindungsreaktionen,
Wachstum- Zelladhasion,
faktoren, Zellwachstum und
Zelladhasions- Zellentwicklung stark
molekile und beteiligt
Akut-Phase-
Proteine
exprimieren
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1.3. Zytokin-Nachweisverfahren

1.3.1. Einfihrung

Zytokine sind bedeutende Mediatoren unseres Immunsystems und regulieren
ein groBes Spektrum biologischer Funktionen unseres Kérpers einschlieBlich
der Immunantwort. Jedoch ist ihre Rolle hinsichtlich der Pathogenese
verschiedener Krankheitsbilder noch nicht in jeder Beziehung verstanden. Die
Aufklarung der umfassenden Zytokin-Interaktionen ist das Ziel in klinischer und
laboratorischer Forschung (Whiteside, 1994; Whiteside 2002).

Heutzutage stehen diverse Verfahren bezlglich des Nachweises von Zytokinen
und Chemokinen zur Verfliigung. Dieser kann auf Proteinebene mittels: ELISA-
Reader erfolgen, wobei heute der sog. capture bzw. sandwich ELISA am
haufigsten verwandt wird (Borg et al., 2002; Nemzek et al., 2001) oder mittels
ELISPOT (= Enzyme-linked immunospot assay). Dabei handelt es sich um eine
Abwandlung des sandwich ELISA. Bei dieser Methode werden Techniken der
Durchflusszytometrie  wie  z.B. FACS-Analysen oder intrazellulére
Zytokinfarbung angewandt (Meierhoff et al., 2002; Hebart et al., 2002b;
Mashishi und Gray, 2002).

Andererseits kann der Nachweis auch auf mRNA-Ebene mittels: RT-PCR-
Techniken, Northern Blot, In-situ-Hybridisierungsmethoden (ISH),RNase
Protection Assays (RPA), Microarrys oder DNA erbracht werden. Seit der
Erforschung der reversen Transkriptase Polymerase—Kettenreaktion wurde eine
mannigfaltige Anzahl von Anwendungen etabliert, welche Zytokin-mRNA-
Expressionslevel bestimmen (Saiki et al 1998; Saiki et al 1985).

Im Falle dieser Arbeit wurde eine sogenannte Real-time (RT) PCR angewandt.

1.3.2. Der quantitative Nachweis von Zytokin-mRNA mittels
LightCycler RT-PCR

Die  Reverse  Transkriptase-Polymerasekettenreaktion  (RT-PCR) st

gegenwartig eine in der Forschung etablierte, moderne Methode, um bestimmte
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DNA-Sequenzen exponentiell, schnell, und vollautomatisiert vervielfaltigen zu
kdnnen (Stordeur et al., 2002).

Bei herkdmmlichen Methoden der RT-PCR wurden die amplifizierten
Ergebnisse in einem Agarose-Gel unter UV-Licht sichtbar gemacht, und deren
Auswertung erfolgte quantitativ anhand der im Gel sichtbaren Banden.

Mittels LightCycler RT-PCR besteht heute jedoch die Mdglichkeit, in einer
abgeschlossenen Einheit (sog.“close-tube“PCR) eine schnelle Amplifikation als
auch Detektion und Quantifikation in einem Schritt durchzuflhren, ohne dass
weitere aufwendige Arbeitsschritte nach der PCR erforderlich sind (Guilietti et
al., 2001; Overbergh et al., 2003; Higuchi et al., 1993). Derzeit wird dieses
Verfahren in vielen Forschungs- und klinischen Bereichen verwandt, da sie
gegenwartig das sensitivste Verfahren hinsichtlich der Detektion geringer
Mengen an m-RNA darstellt (Bustin, 2000; Heid et al., 1996; Gibson et
al.,1996).Sie findet demzufolge verstarkt Anwendung zur Bestimmung von
Zytokin- und Chemokin-m-RNA.

Die RT-PCR gestattet die direkte Detektion der PCR-Produkte wahrend der
exponentiellen Phase der Reaktion (Overbergh et al., 2003) mittels
fluoreszenzstoff-markierter Sonden oder Fluoreszenzfarbstoff, welche in Kapitel
2.2.1.1 genauer beschrieben werden.

Die Fluoreszenzfarbstoffe werden durch Licht einer bestimmten Wellenlange
angeregt und binden innerhalb einer bestimmten Phase des PCR-Zyklus an die
gewulnschte Ziel-DNA. Es zeigte sich, dass der angeregte Farbstoff proportional
gegenuber der Menge an amplifizierter DNA ist. Demzufolge kann diese mittels
Software in ,real-time“dargestellt werden.

Es koénnen dabei diverse Fluoreszenzfarbstoffe zum Einsatz kommen: zum
einen gibt es fur die Ziel-DNA sequenz-spezifische Oligonukleotide, welche mit
Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelt sind, wie beispielsweise die TagMan-Sonden
(Holland et al., 1991), die Molecular Beacons (Tyagi und Kramer, 1996) und die
Hybridisierungs-Sonden (Wittwer et al., 1997b). Demgegeniber steht SYBR
Green |, ein nicht-gekoppelter Farbstoff, der prinzipiell an jede dsDNA bindet
(Morrison et al., 1998).
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Zur Zeit befinden sich diverse RT-PCR Systeme auf dem Markt. Im Falle dieser
Arbeit kam aufgrund seiner Sensitivitat, Leistungsféhigkeit, Kosteneffektivitat,
und der bestehenden Mdglichkeit eine groBe Anzahl von Proben einsetzen zu
kénnen sowie die flir den PCR-Prozess kurzen benétigten Zeit das LightCycler
zum Einsatz.

Mittels RT-PCR ist neben der relativen Quantifizierung auch die absolute
Quantifizierung bestimmter m-RNA mdoglich. Dies ist durch externe Standards
erreichbar. Der Standard wird dabei wie folgt hergestellt: man benétigt dazu
eine Probe der gewlnschten Ziel-cDNA , wobei deren Konzentration bekannt
sein muss. AnschlieBend wird eine Verdinnungsreihe aus dieser Probe
erzeugt, die in das PCR-System eingesetzt wird. Anhand dieser lasst sich eine
sog. Standardkurve entwickeln und dementsprechend absolute Werte flr die

Ausgangskonzentrationen unbekannter Proben ermitteln.
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1.4. Zielsetzung

Zytokine und Chemokine sind von groBer Bedeutung hinsichtlich der
korpereigenen Immunabwehr. Bei Dysregulationen in der zellularen
Immunabwehr entstehen Komplikationen, welche die Entstehung von
Infektionen beglnstigen.

Die in dieser Arbeit untersuchten Zyto- und Chemokine sowie der
Transkriptionsfaktor =~ NFkB  sind  bedeutend an der  Entwicklung
pathophysiologischer Komplikationen beteiligt. Besondere Bedeutung kommt
ihnen dabei hinsichtlich der Entstehung von Komplikationen nach allogener
Stammzelliibertragung und GVH-Reaktionen zu, wie aus Tabelle 1 Kapitel 1.2
ersichtlich. Die untersuchten Zyto- und Chemokingene kamen aus diesen
Grinden bei meiner Studie zum Einsatz, um deren Funktion bei der Entstehung
oben genannter Komplikationen aufzuklaren.

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde folgendendes Ziel verfolgt:

Far die oben genannte Auswahl an Zytokin- und Chemokingenen, einen Assay
mittels LightCycler zur absoluten Quantifizierung von Zytokin-/Chemokin-m-
RNA Uber externe Standards und Hybridisierungs-Sonden zu etablieren.

Die externen Standards sollten dabei im Labor selbststandig generiert werden,
weil man dadurch von kommerziellen Standards unabhangig war.

Mittels eines spezifischen LightCycler PCR-Protokolls sollte eine Methode
entwickelt werden, um im Weiteren ein sensitives, schnelles, spezifisches,
kostenglnstiges und 6konomisches Arbeiten mit diesem Assay zu gestatten.
Dieser LightCycler-Assay soll im Rahmen der Forschung auch zur Testung
weiterer Zytokine und Chemokine Anwendung finden und damit das Spektrum

erweitern.

19



2. Material und Methoden

2.1. Materialien und Bezugsquellen

2.1.1. Gerate

Computer

Betriebssystem

Drucker

Programme

PCR-Systeme

Sterilbanke

T-Bird

Windows Me

DeskdJet 695C

Microsoft Word 2000

Microsoft Excel 97

LightCycler Software

Version 3.5

LightCycler Instrument

LightCycler Carousel

Centrifuge

GeneAmp 2400

LaminAir HLB 2472

Biogard B 40-112

20

Fujitsu Siemens

Computers, Sémmerda

Microsoft, Minchen

Hewlett Packard, Minchen

Roche Diagnostics,

Mannheim

Roche Diagnostics,

Mannheim

Perkin Elmer, Drei Eich

Heraeus, Hanau

Baker Company, Sanford,
Maine, USA



Pipetten Variopetten

10ul, 100pl, 1000pl
Pipettierhilfe Pipettus-akku
Vortex Top-Mix 94323
Gelkammer Horizon 11.14
Photometer GeneQuant Il

Ultrazentrifuge Biofuge 13

Wasserbad WB

Mikrowelle

2.1.2. Verbrauchsgegenstande

LightCycler Kapillaren

Pipettenspitzen

Einwegpipetten

20 pl

Eppendorf,Hamburg

Hirschmann, Laborgerate

Heidolph Instruments

Life Technologies,
Gaithersburg, USA

Pharmacia Biotech,
Cambridge,England

Heraeus, Hanau

Memmert, Leonberg

Bosch

Roche Diagnostics,

Mannheim

10 pl, 100ul, 1000ul Biozym Diagnostik,

25 ml
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Hessisch Oldendorf
Falcon, Franklin
Lakes, USA



ReaktionsgefaBe

LightCycler Kit

QIlAquick PCR Purification Kit

QIlAquick Gel Extraction Kit

2.1.3. Chemikalien

Primer und Sonden

Agarose

TAE Buffer

Gel Star

0,2 ml MicroAmp Applied Biosystems,
Foster City, USA

1,5 ml, 2,0ml Tubes Eppendorf,
Hamburg

Roche Diagnostics,
Mannheim

- SYBR Green |

- Fast Start DNA

Master

Hybridzation

Probes

Quiagen,Hilden

Quiagen,Hilden

Tib Molbiol, Berlin

Sigma, Deisendorf

Life Technologies,
Gaithersburg,USA

FMC BioProducts,
Rockland,USA
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Blueduice Gel Loading Buffer

READY-LOAD 100bp DNA Ladder

2.1.4. Kits

Extraktion RNeasy Mini Kit Quiagen,Hilden
Aufreinigung  QIAquick PCR Purification Kit
QIlAquick Gel Extraction Kit
Transkription 1% Strand cDNA Synthesis Roche Diagnostics ; Mannheim
PCR PCR Core Kit
LightCycler

e FastStart DNA Master
SYBR Green

e FastStart DNA Master
Hybridization Probes

e RNA Master
Hybridization Probes
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2.2. Methoden

2.2.1. Das LightCycler PCR Analysesystem

Der LightCycler findet im Wesentlichen zur Durchfiihrung qualitativer und
quantitativer PCR-Reaktionen innerhalb von 45- 60 Min. seine Anwendung.

Aufbau des LightCyclers:

Das Gerét ist aus einer oberen und unteren Einheit aufgebaut. Die obere
Einheit enthalt die Heizspirale, die untere enthélt die Temperaturkammer, darin
das Probenkarussel, das Fluorimeter, die Motoren sowie die
Energieversorgung.

Arbeitsprinzip des LightCyclers:

Im Gegensatz zu herkdbmmlichen konventinellen PCRs, die mit einem Heizblock
ausgestattet sind, wird beim LightCycler zum Erhitzen und Abkihlen der Proben
Luft verwendet.

Die Temperaturregulierung im LightCycler erfolgt Gber eine Heizspirale.

Die von ihr erzeugte warme Luft wird mittels eines Ventilators, der sich am
Boden der Temperaturkammer befindet, gleichmaRBig in der Kammer verteilt.
Dadurch ist eine homogene Temperaturverteilung um die Proben herum
gewabhrleistet. Eine Abkuhlung in der Warmekammer wird durch die Zufuhr von
Raumluft erreicht.

Die Proben werden fir die LC PCR in spezielle Glaskapillaren pipettiert. Diese
haben einen AuBendurchmesser von 1,55 mm und sind 35 mm lang.

Das erforderliche Reaktionsvolumen ist mit 10-20 pl minimal.

Die Verwendung von Luft zur Warmeregulation sowie das optimale
Oberflachen-Volumen-Verhéltnis der Kapillaren ermdglicht die raschen
Temperaturanderungen im LC.

Mittels eines Geblases wird die erwarmte Luft gleichmaBig um die einzelnen
Kapillaren verteilt. Dies ermdéglicht eine zlgige Temperaturdnderung des

Probenmaterials von bis zu 20 °C/ sek sowie eine Genauigkeit von +0,3°C.
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Ein weiterer Vorteil hinsichtlich des glnstigen Verhaltnisses zwischen der
groBen Oberflache zum Volumen der Glaskapillaren besteht darin, dass auch
durch das rasche Aufheizen und schnelle Abkuhlen, eine verkirzte
Zyklendauer (ein Zyklus betragt ca. 30 s) ermdglicht wird.

Das optische System des LightCycler besteht aus drei Messkanalen flr
Wellenldngen im Bereich von 530 nm (Kanal 1), 640 nm (Kanal 2), 710 nm
(Kanal 3).Es erméglicht somit die Messung der Fluoreszenz aller im Karussell
angeordneten Proben wahrend einer PCR.

Hier erfolgt die Detektion der PCR—Proben. Mittels Photodioden misst das
optische System die Fluoreszenz, die jeweils von der Spitze der einzelnen
Kapillaren ausgeht.

Pro Kapillare betragt die Messzeit rund 20 Millisekunden.

Die Amplifikation in Echtzeit kann auf dem Monitor simultan dargestellt und
verfolgt werden, da der Motor im Probenkarusell jede einzelne Kapillare in die
richtige Position zur optischen Einheit bringt (daher der Name: real-time PCR).

Die LightCycler Software (Version 3.5) dient zur Analyse.

Air heating and cooling
for rapid temperature
ramping

Sealed 20 pl sample
capillary with superior

/ surface-to-volume ratio

Carousel with
capacity for
32 samples

1

Heating coail
L |

Y
:

L LLLY

Stepper

motor

to position

fluorimeter
Thermal
chamber

Stepper motor

to position samples

over optics Fan

Filters

. Photohybrids
Ea[;nﬁl;ﬁnsc;::‘r:ie Microvolume Auorimeter with

Rodenstock quality optics

Abbildung 3: Schematischer Aufbau der LightCycler Instruments
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2.2.1.1. Detektion der PCR Produkte , Prinzipien

Im LightCycler kommen ganz bestimmte Fluoreszenzfarbstoffe zum Einsatz, die
sich im Reaktionsansatz (Bsp. Sonden) befinden.

Diese Farbstoffe binden in ganz bestimmten Phasen des PCR-Zyklus an die
gewlnschte Ziel-DNA.

Die optische Einheit des LightCycler regt durch Licht einer bestimmten
Wellenldnge die Fluoreszenzfarbstoffe an. Die Fluoreszenz steht dabei in
direktem Verhaltnis zur Menge der amplifizierten DNA.

Zur Detektion der PCR-Produkte mittels LightCycler bestehen mehrere
Méglichkeiten. Zu erwahnen sind zum einen die Detektion Gber TagMan
Sonden (Holland, 1991), zum anderen der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green |
(Rasmussen, 2001) und das sogenannte Hybridization Probes Format
(Hybridisierung-Sonden) .

Bei dieser Arbeit erfolgte die Detektion der PCR-Produkte Uber Hybridisierungs-
Sonden.

Daher soll dieses n&her in Betracht genommen werden.

e Hybridization Probes Format

Das Hybridization Probes Format findet seine Anwendung bei der Detektion
und Quantifikation von DNA. Es handelt sich dabei um zwei sequenzspezifische
Oligonukleotide, die dazu dienen, DNA nachzuweisen.

Dabei ist jedes der beiden Oligonukleotide an einen anderen
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt.

Sonde 1 tragt an ihrem 3' —Ende den sogenannten Farbstoff : Fluorescein ,
wohingegen Sonde 2 an ihrem 5' "Ende den Farbstoff: : LightCycler Red 640
tragt. Die Sequenzen der Sonden sind so gewahlt, dass sie im kleinstmdglichen
Abstand (1-5 Nukleotide) zueinander liegen, in einem sog. “head-to-tail
arrangement“ und somit die Ziel-DNA hybridisieren. Dabei findet ebenso auch
eine Annaherung der beiden Fluoreszenzfarbstoffe statt.

Dies geschieht ausschlieBlich innerhalb der Annealing-Phase, da nur hier die

DNA in Form von Einzelstrangen vorliegt und somit die Sonden binden kénnen.
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Der Farbstoff Fluorescein wird am Ende der Annealing-Phase durch das blaue
Licht (470 nm) der LED angeregt und strahlt wiederum griines Licht (530 nm)
ab. Dadurch, dass die beiden Farbstoffe in engem Kontakt zueinander sind,
wird die abgestrahlte Energie auf die zweite Sonde Ubertragen, wodurch deren
Farbstoff (LC Red 640) angeregt wird. LC Red 640 emittiert rotes Licht der
Wellenldange 640 nm, welches nun durch Kanal F2 registriert wird.

Die gemessene Fluoreszenz ist der Menge an amplifizierter Ziel-DNA
direkt proportional.

Es ist uBerst glunstig, die Fluoreszenz im Verhaltnis F1 zu F2 (F1= Messkanal,
dessen Signal mit steigendem Produkt fallt / F2=Messkanal, in welchem das
Signal mit steigendem Produkt ansteigt) darzustellen.(Rasmussen, 2001)

Ein minimaler Abstand zwischen den zwei Fluoreszenzfarbstoffen spielt bei
diesem Vorgang eine entscheidende Rolle fur die Energielibertragung.

Der gesamte Vorgang ist unter der Bezeichnung FRET (Fluoreszenz Resonanz
Energie Transfer) bekannt und wurde schon haufig beschrieben. (Wittwer et
al.,1997; Clegg, 1995)

2.2.1.2. Quantitative PCR im LightCycler, Grundlagen

Im Nachstehenden soll das Prinzip der quantitativen real-time PCR zum
besseren Verstandnis eingehend aufgezeigt werden:

Mit jedem neuen PCR-Zyklus Iasst sich ein Anstieg der Fluoresezenz erkennen.
Die dabei gemessene Fluorszenz Kkorreliert dabei mit der PCR-Produki-
Akkumulation. Mittels Software lasst sich die gemessene Fluoreszenz
gegenuber der Zyklenzahl darstellen.

Das Reaktionsprofil einer PCR lasst sich in drei Segmente unterteilen: 1.) in die
frihe Phase (oder auch background-Phase), 2.) in die Phase des
exponentiellen Wachstums (oder auch log-Phase) und 3.) in die Plateau-Phase.
In der frGhen Phase dominieren zunachst die Hintergrundsignale.

Die fruhe Phase wird abgeschlossen, wenn die Signale des PCR—Produkts die
Hintergrundsignale Gbertreffen. In Abhangigkeit von der initialen Menge an Ziel-
DNA im Reaktionsansatz heben sich nach einer bestimmten Zyklenzahl die
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Fluoreszenzsignale des PCR-Produkts drastisch von denen des Backgrounds
ab. Diese Stelle lasst sich anhand der Software deutlich erkennen und stellt den
sogenannten Crossing Point (Cp) dar. Laut Definition ist der Cp als die
Zyklenzahl, bei der das Fluoreszenzsignal die Schwelle Uberschreitet,
festgelegt.

Im Anschluss daran erfolgt die Phase des exponentiellen Wachstums (log-
Phase) - in dieser Phase wird nun die DNA exponentiell vervielfaltigt.

Laut Theorie dirfte die Phase des exponentiellen Wachstums kein Ende
nehmen, da mit jedem neuen Amplifikationszyklus eine erneute Verdopplung
des Ausgangsmaterials stattfinden sollte. Es hat sich jedoch experimentell
erwiesen, dass oben genannte Annahme nicht zutrifft, sondern dass in spateren
Phasen der Reaktion die Amplifikation zunehmend weniger effizient verlauft
oder sogar vollstandig zum Erliegen kommt.

An dieser Stelle findet ein flieBender Ubergang von der Phase des
exponentiellen Wachstums in die Plateau-Phase statt. Fir den sogenannten

Plateaueffekt sind multiple Faktoren verantwortlich :

¢ Inhibiton: durch das Ansteigen von weiteren Reaktionsprodukten

o |neffektives Primer-Annealing: die zunehmenden Konzentrationen an DNA

stehen mit den Primern bei der Bindung an die Ziel-DNA durch sog. Re-
Annealing des PCR-Produkts in Konkurrenz

e Enzym-Limittierung: wahrend die Reaktion fortschreitet, nimmt die Anzahl

der zu amplifizierenden Ziel-Molekule zu, wobei die Zahl der sich in Lésung

befindlichen DNA—-Polymerase Molekule gleich bleibt

Aus den oben genannten Faktoren Iasst sich schlussfolgern, dass weder die
frihe Phase noch die der Plateau-Phase der Amplifikation sich dazu eignen
bzw. verwenden lassen kdnnen, um quantitative Aussagen Uber die
Ausgangsmenge des amplifizierten Materials treffen zu kénnen.

Letztendlich lasst nur die Phase des exponentiellen Wachstums (log-Phase)

quantitative Aussagen Uber die Ausgangskonzentration an Ziel-DNA zu.
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Die Phase des exponentiellen Wachstums kann innerhalb weniger Zyklen
annahernd mathematisch erfasst werden. Die Quantifizierung mittels externen
Standards (sog. ,Kinetic PCR" ) von m-RNA im LightCycler ist nach folgenden

Uberlegungen méglich (Rasmussen, 2001):

Das Verhéltnis der Crossing Points ist umgekehrt proportional hinsichtlich des
Logarithmus der initial eingesetzten Kopienzahl.

Bei Einsatz eines externen Standards als Verdinnungsreihe mit bekannten
Ausgangswerten in das PCR-Gerat, legt die Software ebenso die Crossing
Points der einzelnen Verdlnnungen fest. Durch die Darstellung der ermittelten
Crossing Points (Cp) gegen die Kopienzahl (To) der Verdiinnung lasst sich eine
Standardkurve (Regressionsgerade) mit folgender Gleichung darstellen:

Cpc = -(1/logE)*log To+(logK/log E)
K= Kopienzahl am Crossing Point

E=Amplifikationseffizienz

Die Quantifizierung unbekannter Proben erfolgt dann Uber das Messen der
Crossing Points. Diese werden dann anhand der Gleichung der Standardkurve
durch die Software in Ausgangskonzentrationen (To) umgerechnet. Unter
Einsatz oben genannter Gleichung ist von gréBter Bedeutung, dass die
Amplifikationseffizienz der Standards und die der Proben mindestens &hnlich

sein muss.
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Abbildung 4: Die einzelnen Phasen der PCR - Produktakkumulation:
Darstellung der gemessenen Fluoreszenz gegen die Zyklenzahl. Cp = Crossing
Point.

2.2.2. Etablierung von externen Standards zur absoluten Quantifizierung
von Zytokin- mRNA mittels Hybridization Probes Format

Primer und Sonden wurden von der Firma Tib Molbiol aus Berlin geliefert.
Folgende Zytokine und Chemokine wurden flr diese Arbeit bezogen: IL-1 q,

IL-1 B, IL-2, IL-6 ,MIP-3 a, SCYB-11, ICAM-1, NFkB.

Sowohl Zytokine als auch Chemokine wurden zunachst hinsichtlich ihrer
Spezifitat mittels LightCycler getestet. (Kap 2.2.2.2)

Im Anschluss daran wurden die Primer und Sonden mittels einer
konventionellen PCR getestet, um unabhangig vom LightCycler-Ergebnis auf
deren Validitat zu Uberprufen.

Es wurden mit der konventionellen PCR daraufhin Protokolle erarbeitet, welche
die Herstellung spezifischer Amplifikate ermdglichten.

Diese Amplifikate konnten nach ihrer Aufreinigung und Vermessung als

externer Standard eingesetzt werden.
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2.2.2.1. Probenmaterial

Das Probenmaterial wurde durch Frau Marija Markulin im zellbiologischen
Labor der Abteilung Innere Medizin Il des Universitatsklinikums Tubingen unter
der Leitung von PD Dr. Holger Hebart gewonnen.

Gesunden Spendern wurde dabei 50 ml frisch heparenisiertes, vendses Blut
entnommen, um daraus PBMCs zu erhalten.

Die PBMCs wurden dber Ficoll (Biochrom AG, Berlin) durch Zentrifugation
abgetrennt und in 1ml PBS resuspendiert. Die PBMC-Konzentration wurde auf
1x10%ml RPMI 1640 Medium + 10% fetales Kéalberserum (Life Technologies,
Karlsruhe) abgestimmt.

Im Anschluss daran erfolgte die Inkubation fir 8 Stunden bei 37° C und 5% CO
bei gleichzeitiger Stimulierung durch 1% Phytohamagglutinin (PHA),1 ug/ml
Lipopolysaccharid (LPS), 1 upg/ml CAT (Phorol-Myrisat-Acetat)+lonomycin
(Sigma,Deissenhofen), 5ug/ml CAT (rekombinate Katalase) oder 5ug/ml SOD
(rekombinate Mangan-Superoxiddismutase).

Sowohl CAT als auch SOD sind im Labor zur in vitro Stimulation angewendete
Aspergillus fumigatus Extrakte.

Nach diesem Schritt erfolgte unverziglich die RNA-Extraktion der Proben.

o RNA Extraktion
Mit dem RNeasy® Mini Kit (Qiagen,Hilden) wurde die Gesamt-RNA aus den

PBMCs isoliert. Dies geschah Uber ein System aus Wasch — und Trennsdulen
unter Verwendung verschiedener Pufferldsungen und einigen
Zentrifugationsschritten mittels einer Standard—Mikrozentrifuge.

Alle Arbeitsschritte wurden bei Raumtemperatur durchgefthrt.

Lyse

Eingangs wurden die Zellen fur 5 Min. bei 2200 rpm abzentrifugiert.

Deren Uberstand wurde daraufhin entfernt und verworfen. Das Pellet wurde
entsprechend der Zellzahl in 350ul RLT—Puffer resuspendiert. Dadurch, dass
der RLT-Puffer Guanidiisothiocyanat enthalt, ist die Isolierung intakter RNA
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moglich.  Guanidiisothiocyanat gewahrleistet namlich zum einen die
Denaturierung und zum anderen die Inaktivierung von RNase.

Homogenisierung

Das erhaltene Zelllysat wurde nun mittels Pipette auf eine QlAshredder-Saule
gegeben, die sich in einer 2 ml Sammel-Tube befand.

Zur Homogenisierung des Produkts erfolgte nun eine Zentrifugation fir 2 min
bei 14000 rpm. Im Anschluss daran wurde 1 Volumen 70% Ethanol zum Lysat
hinzugegeben und gut gemischt.

Binden der RNA

Das Lysat (max. 700 pl) wurde jetzt auf eine RNeasy Mini-S&ule gegeben,

auch diese befand sich in einer 2 ml Sammel-Tube. Daraufhin erfolgte eine
Zentrifugation far 15 sek. bei 14000 rpm.

Mittels einer Silikatgel-Membran, die sich in der RNeasy Mini Saule befindet,
war es moglich, selektiv RNA (mit einer Lange von Uber 200 Basen) zu
adsorbieren. Das beigemengte Ethanol beglnstigte diesen Vorgang.

Waschen

Das Waschen erfolgte in zwei Schritten, die dazu dienten, das unter Umstanden
existente kontaminierte Material zu entfernen.

Beim ersten Schritt wurde 700 pl Puffer RW1 auf die RNeasy—Saule pipettiert
und fuor 15 sek. bei 14000 rmp zentrifugiert. Der zweite Schritt entsprach in
seinem Vorgehen dem ersten, nur dass dabei 500 pl des Puffers verwendet
wurden. Der bei den einzelnen Schritten erzeugte Durchfluss wurde nach jedem
Zentrifugationsvorgang verworfen.

Elution

Zum Schluss wurde die RNeasy—Saule erneut in eine 1,5 ml Sammel-Tube
eingebracht und 30-50 pl RNase-freies Wasser direkt auf die Silikatgel—
Membran pipettiert. Daran schloss sich der letzte Zentrifugationsschritt fr 1 min
bei 14000 rmp an.

Mit diesem Arbeitsschritt war die RNA-Extraktion abgeschlossen, und es

konnte mit der reversen Transkription fortgefahren werden.
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Diese schloss sich geradewegs an die RNA-Extraktion an, und es musste
unbedingt auf Eis weiter gearbeitet werden um einen Abbau der gewonnenen

RNA zu vermeiden.

. Reverse Transkription

Die Reverse Transkription wurde mittels First Strand cDNA Synthesis Kit for RT
PCR  (Roche, Mannheim)  durchgefihrt, unter  Einhaltung  der
Herstelleranweisungen.

Der Mechanismus der reversen Transkription lasst sich wie folgt
veranschaulichen: Am 3' —Ende der RNA bindet ein Oligo—p(dt);s—Primer. Dabei
bindet er an eine ganz spezifische Position, ndmlich am sog. Poly—A—Schwanz
(= eine aus bis zu 200 Adenylresten bestehende Sequenz).

Dadurch ist es der RNA—abhangigen Polymerase (AMV Reverse Transkriptase)
mdglich, an genanntem Bindungspunkt anzusetzen und die RNA in DNA
umzuschreiben. Zu diesem Schritt bendétigt die AMV Reverse Transkriptase
Trinukleotide (siehe Reaktionsansatz) und MgCl..

Vorgehen:

In ein Eppendorfgefa wurden 2 ul des Oligo—p(dt)1s—Primers und 8,2 pul RNA —
Probe pipettiert. Die Anlagerung des Primers an die RNA fand wéahrend der
anschlieBenden Inkubation im Wasserbad (10 min bei 65° C) statt.

Danach lagerte man die Proben auf Eis, um wahrend dessen den Master—Mix

erstellen zu kénnen. Dieser setzte sich wie folgt zusammen:

Reagenz Volumen Endkonzentration
10 x Reaktions Puffer 2,0 ul 1x

25 mM MgCl» 4,0 ul 5 mM

dNTP - Mix 2,0 ul 1 mM

RNase Inhibitor 1,0 pl 50 U

AMV Reverse Transkriptase | 0,8 ul >20U
Gesamtvolumen 9.8 ul

(Lagerung bei- 20 °C)
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Bevor der Master—Mix zum Primer und der RNA hinzupipettiert wurde, musste

er zundchst gevortext und zentrifugiert werden.

Es folgte eine zweite Inkubation (bei 42° C fir 60 min), bei der die sog.
Extension erfolgte und eine dritte Inkubation (bei 96° C), um das Enzym zu
denaturieren. Auf diese Weise soll eine Interaktion des Enzyms mit den
Reagenzien, die wahrend der PCR hinzugegeben werden, vermieden werden
(Kawasaki, 1990).

Nach all diesen Schritten erhielt man einzelstrangige cDNA.

Sie wurde sowohl als Probe im LightCycler—Instrument eingesetzt, als auch in
einem konventionellem PCR—Gerat.

Die cDNA lieB sich in einem EppendorfgefaB von 20 pl auf zwei verschiedene
Weisen zwischenlagern: 1) fir einen kurzen Zeitraum von zwei Stunden auf Eis

(bei 4°C) oder Uber einen Zeitraum von ein paar Monaten bei -20°C.

2.2.2.2. LightCycler PCR

Zu Beginn wurden die von Tib Molbiol (Berlin) gelieferten Primer und Sonden im

LightCycler mittels Testlaufe Uberpruft.

e Primer und Sonden Design

Innerhalb der Exons sind die Primer lokalisiert. Dadurch lassen sich Co—
Amplifikate genomischer DNA verhindern. Die Amplifikationslangen liegen in
einem Bereich von 208 bp bis hinzu 301 bp. Dies entspricht der von Roche
geforderten idealen Lange (kleiner 700 bp). Die Schmelzpunkte der Sonden
liegen durchschnittlich um ca. 15 ° C hdher als die der Primer, dadurch besteht
die Garantie, dass die Sonden vor den Primern hybridisiert werden.

Far IL-2 m-RNA ist der Einsatz der Sonden und Primer im LightCycler bereits
beschrieben (Giese, 2001), allerdings fand dabei ein anderes PCR Protokoll
Anwendung. Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick:
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m-RNA-
Target

Oligonukleotide (5" - 3°)*

(bp)

IL-1a

F336: CQCCAATgACTCAgAgAggAAgA

R575: TTTTAGCATCATCCTTTgATgATgACT

FLU416: TJACQCCCTCAATCAAAGTATAATTCgA-fluorescein

LC445: LCRed640-CCAATgATCAGTACCTCACggCTgC-p

239

IL— 1B

F528: gCAGACTCAAATTCCAGCTTGTTA

R778: CAgggACAggATATggAgCAA

FL666: gCTTATCATCTTTCAACACQCAggACA- fluorescein

LC638: LCRed640-gTACAGATTCTTTTCCTTgAggCCCA-p

250

F136: CACAGCTACAACTggAgCATTTA

R460: AQAAATTCTACAATGgTTgCTgTC

FL216: ACCAggATgCTCACATTTAAGTTTTACAT- fluorescein

LC246: LCRed640-CCCAAgAAggCCACAGAACTGAAACATCT-p

324

F417: CQCAgAATgAgAgTTgTC

R649: CTTTTggAgTTTgAggTATACCTAg

F532: TAGQATgCAATAACCACCCCTgACCCA- fluorescein

LC559: LCRed640-CCACAAATgCCAgCCTgCTgAC-p

232

MIP 3a

F96: CTgTCTTggATACACAGACCGTA

R345: ggTTCTTTCTgTTCTTgggCTA

FL210: gTTgTCTgTgTgCgCAAATCCAAA- fluorescein

LC235: LCRed640-CAgACTTgggTgAAATATATTgTgCgTC-p

249

ICAM 1

F723: CAgCCCCCgggTCCTAg

R1024: AJACCTCTggCTTCgTCAgAATT

FL843: AgTCACCTATggCAACgACTCCTTCTC- fluorescein

LC872: LCRed640-CCAAggCCTCAGTCAGTGTgACCp

301

SCYB 11

F123: ggCTgTgATATTgTgTgCTACA

R331: TCgATTTgggATTTAggCA

FL186: TgCTTTTACCCCAgggCCTATQgC- fluorescein

LC160: LCRed640-gACAgCgTCCTCTTTTgAACATggp

208

NFkBIA

F2732: gCCACCAgCTggCAggTA

R3002: CTgTACCCCCAgAgACCTCATAg

FL2917:TCTggggATACTTAATAATgCCTTCCg- fluorescein

LC2945:LCRed640-CTgAgTCCTgCTCCTTCCAAAACACTT-p

270
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Tabelle 2:  Primer und Sonden-Design
& F=forward-primer, R=reverse-primer
FL und LC stehen fiir Fluorescein bzw. LCRed gekennzeichnete
Sonde
Die Zahlen markieren den Ansatz auf der Sequenz der Ziel-mRNA
A=Amplifikationslange in Basenpaaren
Tm=Schmelztemperatur in °C

. LightCycler PCR Protokoll

Es wurde ein Protokoll fir die PCR verwendet, dass zuvor im Rahmen einer
Pilz—Diagnostik im Labor etabliert worden ist (L&ffler et al.,2000).

Im Falle dieser Arbeit wurden allein die Annealing—Temperatur und die

Denaturierungszeit neu definiert.

Initialdenaturierung: 9 min bei 95°C (20° C / sec)
Amplifikation: (20° C / sec)
Denaturierung : 3 sec bei 95° C (20° C / sec)
Annealing : 15 sec bei 54° C (20° C / sec)
Extension : 25 sec bei 72° C (20° C / sec)
Cooling: 3 min bei 40° C (20° C / sec)

Die Dauer einer kompletten PCR betrug ca. 60 Minuten bei 48 Zyklen.

Am Ende jeder einzelnen Annealing-Phase fand die Detektion der PCR-
Produkte Uber den Kanal F2 der optischen Einheit des LightCyclers statt.

Die Darstellung einer jeden PCR erfolgte am Schluss — es wurden zur
Darstellung der Fluoreszenz F1/F2 abgeglichen (wie bereits in 2.2.1.1

dargelegt).

36



Jede LightCycler-PCR wurde unter Verwendung des FastStart DNA Master
Hybridization Probes Kit (RocheDiagnostics, Mannheim) durchgefihrt.

Die enthaltene FastStart Tagq Polymerase basiert auf der ,Hot Start®-
Technologie und minimiert die Amplifikation von unspezifischen PCR-Produkten
(Birch, 1996; Kellog, 1996).

Die Tag-Polymerase musste wie folgt angesetzt werden: zum FastStart Enzym
wurden 60 pl des FastStart Reaction Mix dazu pipettiert.

Ebenso mussten auch die Primer und Sonden angesetzt werden, um sie in der
PCR einsetzen zu kdnnen.

Die Primer des o.g. Kits wurden jeweils in 1000 ul.H2O geldst, dies entspricht
einer Konzentration von je 5 uM. Die Sonden wurden je in 100 pul HO geldst,
entsprechend einer Konzentration von 3uM.

Sowohl Primer als auch Sonden wurden nach dem Lésen kurz gevortext und far
eine Viertelstunde auf Eis gelagert.

Im Anschluss daran wurde wie folgt pipettiert:

Reaktionsvolumen gesamt: 20 pl (=1 Kapillare)

e Proben 2 pl cDNA + 8 pl H0

e Master-Mix 10 ul
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Reagenz Volumen | Endkonzentration
H>0 2,6 pl -

MgCl, 2,4 ul 3 mM

Primer 1 0,5 ul 0,125 uM

Primer 2 0,5 ul 0,125 uM

Sonde 1 1,0 pl 0,15 uM

Sonde 2 1,0 pl 0,15 uM
FastStart Tag | 2,0 pl 1x

Zunachst wurde in die LightCycler Kapillaren je 8 ul Wasser und 2ul cDNA-
Probe pipettiert.

Danach wurde der Master-Mix erstellt, die jeweilige Menge des Ansatzes
orientierte sich dabei an der Anzahl der vorhandenen Proben.

Es wurde bei jedem Versuch bei einer Probenzahl x jeweils der Master-Mix fur
x+2 Proben angesetzt, dadurch erhielt man eine Master-Mix-Reserve.

Diese Reserve erlaubte es, bei einem madglichen Pipettierfehler oder Bruch
einer Kapillare einen unndtigen Zeitverlust durch Erstellen eines neuen Master-
Mix auszuweichen.

Sowohl die LightCycler Kapillaren als auch die Reagenzien des Master-Mix
waren wihrend des gesamten Vorgangs auf Eis gelagert (4°C).

Beim Erstellen des Master-Mix war auf ein sorgféltiges vortexen des MgCl,

zu achten.

Nach Herstellung des Master-Mix wurde dieser in die LightCycler Kapillaren
pipettiert (10 pl /Kapillare), diese wurden nun geschlossen und in das
Probenkarussell eingesetzt. Es sei zu erwdhnen, dass bei jedem

LightCyclerlauf immer eine Negativkontrolle mitgefthrt (10 pl H2O) wurde.
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Die Proben wurden im LightCycler Karussell fir 15 sek bei 13000 rpm
zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Probenkarussell in den LightCycler
eingesetzt und die PCR gestartet.

Es sei zu erwahnen, dass angesetzte Taq sowie Sonden und Primer bei 4°C

fir einen Monat gelagert werden kénnen. Haufiges Erwarmen und AbkUhlen
sollte dabei vermieden werden.

Die Ubrigen Reagenzien lassen sich bei einer Temperatur von -15 bis -20° C fir
ein Jahr aufbewahren.

Die Validierung der Testlaufe erfolgte nach folgendem Merkmal:

Der Verlauf einer jeden PCR wurde mittels LightCycler Software dokumentiert.
Es wurde jeweils die gemessene Fluoreszenz gegenuber der Zyklenzahl
dargestellt. Zeigten sich die wie in Kap2.2.1.2 erwahnten Phasen der PCR,
insbesondere aber eine Uber breite Bereiche hinweg gleichmaBige Phase des
exponentiellen Wachstums (log-Phase), war die Spezifitat der jeweiligen Primer
und Sonden damit erbracht.

Unabhangig davon erfolgte im Anschluss eine unabhangige Validitatsprufung
mittels einer konventionellen PCR.

2.2.23. Generierung der externen Standards

Wie schon beschrieben in Kapitel 2.2.1.2 ist es durchaus mdglich, dass
Standards zur absoluten Quantifizierung von Ziel-DNA dienen. Vorraussetzung
dabei ist, dass die m-RNA der Standards auch die Sequenz der Ziel-DNA
enthélt. Unter diesen Umsténden gibt es diverse Mdglichkeiten, die Standards
Zu generieren.

Zum einen Uber aufgereinigte spezifische Ziel-dsDNA, die mittels einer
konventionellen PCR gewonnen wird (Yin et al., 2001; Giulietti et al., 2001;
Rasmussen, 2001) und zum anderen Uber das Klonieren von Ziel-DNA anhand
eines Plasmidvektors (Overberg et al., 2003). In manchen Fallen werden sogar
in vitro transkribierte RNA-Standards verwandt (Stordeur et al., 2002; Giulietti et
al., 2001).
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Bei dieser Arbeit wurde die erst genannte Methode dazu verwendet, die
externen Standards der einzelnen Zytokine bzw. Chemokine zur absoluten

Quantifizierung von Zyto-/Chemokin—-mRNA zu generieren.

Dabei wurde wie folgt vorgegangen: Uber die konventionelle PCR wurden
spezifische Amplifikate gewonnen. Diese wurden anschlieBend aufgereinigt und
photometrisch vermessen. Daraufhin war es mdglich, die Kopienzahl in der
Stammlésung zu berechnen und eine Verdinnungsreihe des Standards
herzustellen. Die Verdinnungsreihe wurde hinterher im LightCycler eingesetzt
und getestet.

e Gewinnung der spezifischen Amplifikate mittels konventioneller PCR

Die konventionelle PCR wurde mit dem Gerat namens :GeneAmp 2400 (Perkin
Elmer, Drei Eich) in Kombination mit dem PCR Core Kit durchgefiihrt.

Es wurden dabei dieselben Zytokin- bzw. Chemokin-Primer angewandt, die
auch schon zuvor mittels LightCycler getestet worden waren.

Ebenso fanden hier auch dieselben Proben, des vorangegangenen LightCycler-
Laufes Anwendung. Allerdings wurden nur signifikante Proben eingesetzt.

Das heiBt, es kamen nur jene Proben zum Einsatz, bei denen durch den
LightCycler-Testlauf Gber die Crossing Points auf eine - im Vergleich zu den
anderen Proben - hoéhere Ausgangskonzentration an Zytokin-mRNA
geschlossen werden konnte.

Im Gegensatz zur LightCycler PCR mussten anschlieBend die
Amplifikationsprodukte durch die Gel-Elektrophorese aufgetrennt und sichtbar

gemacht werden.

Nach einigen Versuchen konnte flr alle Zytokine und Chemokine ein PCR-
Protokoll verwendet werden.
Es musste lediglich bei IL-1B die Zyklenzahl sowie die Annealing-Temperatur

und bei MIP3-a allein die Zyklenzahl verandert werden.
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mRNA- | Initialde- Zyklus Extension | Zyklenzahl
Target naturierung | Denatu- | Annealing | Extension
rierung
IL-1a
IL-1B3
IL-2
IL-6 95°C, 95°C, |54°C’ 72°C 72°C 36
MIP3a 5min 45 sek | 45 sek 60 sek 10 min
ICAM1
SCYB11
NFkBIA
Tabelle 3: = die Annealing — Temperatur bei IL1-f und MIP3a wurde von
54°C auf 57°C geéndert.

"= bei IL1-B wurde die Zyklenzahl auf 32 reduziert

Pipettierschema:

Reaktionsvolumen gesamt:

e Proben:

o Master-Mix

50 pl

3ul cDNA

47ul

Reagenz Volumen
H20 40,7ul
PCR 5,0ul
Puffer,10xkonz.

(MgClz, KCI)

DNTP 1,0ul
Primer 1 0,5ul
Primer 2 0,5ul
Taq Polymerase 0,3ul
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Bevor der Master-Mix erstellt wurde, wurden die Proben in die fir die
konventionelle PCR zu verwendenden 0,2 ml PCR Tubes pipettiert.

Dann wurde der Master-Mix hinzugegeben.

Auch bei dieser PCR-Methode wurde stets eine Negativkontrolle mitgefiihrt.

Das PCRCore Kit wurde bei -20° C gelagert.

o Gelelektrophorese

Nach der Amplifikation fand die Auftrennung der Amplifikate nach ihrer GréBe in
einem 2 % TAE Agarosegel durch angelegte elektrische Spannung fir ca.
1 Stunde statt. Die angelegte Spannung betrug 100 V.

Die Auftrennung der Amplifikate erfolgte dabei mit einem GréBenmarker
(100bp; READY LOAD 100 bp DNA LADDER, Life Technologies). 10ul des
Amplifikationsprodukts wurden mit 2,5ul Blue Juice Puffer versetzt, und das
daraus entstandene Probenvolumen von 12,5ul wurde in die einzelnen Taschen
des bereits vollstandig ausgeharteten TAE Agarosegel pipettiert.

Die Pufferung der Gelkammer erfolgte durch 1x TAE-Puffer (40mM Tris—Acetat;
ph 7,5 ; 2mM EDTA,; Life Technologies).

Durch Zugabe von GelStar (Ethidiumbromid) bei der Gelherstellung konnte das
Gel sofort unter UV-Licht (312 nm) ausgewertet und fotografiert werden.

Auf dem erstellten Foto konnten die Banden der Amplifikate in Bezug auf den
mitgefUhrten GréBenmarker miteinander verglichen werden, d. h., es lieBen sich
relative Angaben Uber die Amplifikatlange in Basenpaaren (bp) machen.

Die Spezifitat eines Amplikats war damit bestatigt, wenn sich im Gel eine Bande
abzeichnete, die mit der Amplifikatlange, die flr den jeweiligen Primer und die
jeweilige Zytokin-/Chemokin-mRNA berechnete Lange, Gberein kam. Berechnet
wurden die Amplifikatlangen Uber ein Internetprogramm des National Center of

Biotechnology Information (Adresse:www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)).
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. Aufreinigung

IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-6, MIP3a, ICAM1, SCYB11, NFkBIA

Die Amplifikate, die aufgrund ihrer starken Intensitdt im Gel imponierten,
wurden im Anschluss aufgereinigt. Dies geschah anhand des QIAquick PCR
Purification Kit., unter Einhaltung des vorgeschriebenen Protokolls. Das
Aufreinigen dient dazu, PCR—-Beiprodukte zu entfernen, um reine cDNA zu
erhalten.

Bei jedem Vorgang wurden jeweils 40 pl des PCR-Produkts durch DNA-
Trennsaulen aufgereinigt.

Die Aufreinigung wurde in folgenden Schritten durchgefihrt:

1. Binden der DNA: zu den 40 ul des PCR—-Produktes wurden 200 ul PB

Puffer hinzupipettiert. AnschlieBend wurde das Gemisch auf eine QIAquick

Trennsaule gegeben und fir 1 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Der dabei
entstandene Durchfluss wurde verworfen, und die Trenns&ule danach wieder in
die Sammel-Tube eingebracht.

2. Waschen: Das Waschen erfolgte durch die Zugabe von 0,75 ml PE
Puffer auf die Trennsdule, welche daraufhin fir 1 min bei 13000 rpm
zentrifugiert wurde. Dieser Schritt wurde ein weiteres Mal wiederholt. Nach
jedem Zentrifugationsvorgang wurde auch hier der Durchfluss verworfen.

3. Elution der DNA.: zunachst musste die QIAquick Trennsdule in eine

neue Sammel-Tube gegeben werden. Im Anschluss daran wurde 30ul EB
Puffer (10mM Tris Cl, pH 8,5) mittig auf die QlIAquick Saule pipettiert und fir

1 min abgewartet, bevor man sie flr 1 min bei 13000rpm zentrifugierte

e Vermessung

Die Vermessung der aufgereinigten Amplifikate erfolgte mittels Photometer.
Dabei lieB sich die Konzentration an dsDNA im Eluatpuffer bestimmen.

Bei jedem Messvorgang wurden jeweils 7 pl vermessen. Vorab wurde jedoch
erst ein Leerwert eingesetzt (7 ul H20), und danach erfolgte das Messen der
Proben.

Die Extinktion fir dsDNA wurde bei 260 nm gemessen und die Extinktion der
Proteine bei 280 nm. Als MaBstab fur die Reinheit der DNA galt dann der

43



Quotient der zwei Ergebnisse. Dabei galt ein Quotient zwischen 1,7 bis hinzu

1,9 als ideal.

e Berechnung der Kopienzahl

Durch das Vermessen erhielt man die genaue Information Gber die
Konzentration der (C) an dsDNA des jeweiligen aufgereinigten Amplifikats im
Eluatpuffer (C[pg/ml]). Mittels dieser Information und der bekannten
Amplifikatlange des jeweils vorliegenden Zytokins bzw. Chemokins war es
moglich, die genaue Kopienzahl des vorhandenen Amplifikats mit folgender
Formel zu errechnen (Giulletti et al.,2001;Overberg et al., 2003).

Dies soll an dieser Stelle anhand der Rechenschritte zur Bestimmung der
Kopienzahl in der Stammlésung veranschaulicht werden am Beispiel von

IL-2 :

Die zur Berechnung benétigte Formel lautet:

Kopienzahl (K) = Cohotometer * X

Die Uber NCBI ermittelte Amplifikatlange far IL — 2 betragt: 324 bp
Nach folgender Uberlegung errechnet sich x:

1000bp = 9,1* 10 "' Kopien / ug

324bp = x

X = (1000bp / 324bp) *9,1*10"" Kopien / ug

x = 28,09 * 10" Kopien / pg bzw 2,81 * 10" Kopien / ug

Die im Photometer ermittelte Konzentration (C) an vorliegender dsDNA betrug
beim IL — 2 Amplifikat bei:

C=13ng/ pl daraus folgt 390ng / 30pl
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Die Kopienzahl (K) errechnete sich wie folgt aus:

K = (390ng/30ul) * (2,81*10"K/pg)
=1,096 * 10'°K / 30yl
=3,65 * 10'° Kopien/ul

Auf diese Weise ermittelte man aus einem aufgereinigten, spezifischen
Amplifikat eines jeden Zyto— bzw Chemokins die genaue Konzentration, die an
spezifischer dsDNA vorlag.

Mit diesem Wissen konnte somit ein definitiver externer Standard im LightCycler
eingesetzt werden. Es erfolgte die Herstellung einer Verdiinnungsreihe (10° —
10° Kopien/ul) , die anschlieBend mittels LightCycler getestet wurde.

Damit steht fest, dass eine absolute Quantifizierung (=Angabe der Kopienzahl)
von Zyto— bzw. Chemokin-mRNA in unbekannten Proben anhand der
Standardkurve der Verdinnungsreihe im LightCycler méglich ist.

Die LightCycler PCR wurde mit den generierten Standards, wie in Kapitel
2.2.2.3 (LightCycler PCR) beschrieben, durchgefiihrt.

2.2.2.4. Einsatz der Standardverdinnungsreihen in die LightCycler
PCR

Nach der Herstellung von Verdinnungsreihnen der Amplifikate folgte die
Durchfihrung der LightCycler PCR mit den Standardverdunnungsreihen aller
Zytokine anhand des in Kapitel 2.2.2.2 beschriebenen LightCycler Protokolls.

Es wurden die Verdiinnungen des Standards zu je 10 pl eingesetzt. Dabei lag
der eingesetzte Verdiinnungsbereich zwischen 10 '°-10 ' bzw. 10 °-10 ' Kopien
(Verdinnung jeweils 1:10).

Eine negativ Kontrolle (H2O) wurde stets mitgeflhrt.
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o Reproduzierbarkeit

Nachdem sich alle 8 Zytokine und Chemokine absolut quantifizieren lieBen,
wurden die Standards auch hinsichtlich ihrer Reproduzierbarkeit mittels
LightCycler Uberpruft.

Dies geschah zum einen in verschiedenen, voneinander unabhangigen PCR—
Laufen (Inter—Assay) und zum anderen in einem PCR-Lauf durch 2- oder
3-maligen Einsatz des Standards.

In diesem Fall wurde die Standardabweichung der Crossing Points berechnet.
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3. Ergebnisse

3.1. LightCycler Assay zur absoluten Quantifizierung der Zytokin-
Genexpression

3.1.1. Spezifitat

Vorab war die Spezifitdt der Primer und Sonden durch Einsatz in die
LightCycler PCR geprift worden. Bei allen Laufen zeigte sich bei der
Darstellung der Fluoresezenz gegen die Zyklenzahl eine regelmaBige Phase
des exponentiellen Wachstums (=Log-Phase).

Die nachfolgenden Abbildungen legen die Kontrolle der Spezifitat der externen
Standards mittels Gelelektrophorese dar:

Die Abbildung zeigt die Kontrolle bei Generierung des Standards nach
konventioneller PCR. (Abb.5)

IL-1
400 bp
300 bp
239 bp
200 bp
100 bp
Abbildung 5:

Gel-Elektrophorese des spezifischen Amplifikats IL-1ac nach konventioneller
PCR. Das mit * gekennzeichnete Amplifikat wurde aufgereinigt und vermessen
und diente danach als externer Standard.

M: DNA-GréBenmarker (100 bp)

N: Negativkontrolle (H20)
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IL- 1P IL- 2
b
P 3000p —
200 bp |
400 bp
100bp —
250bp 300D p
200 bp
100 bp
M1 2 3 N
IL- 6 MIP- 3
300 bp
300 bp
232bp - 249 bp _
200 bp P 200 bp
100 bp 100 bp
SCYB - 11 ICAM - 1
und NFxB
301b
208 bp 299 Ep |207,2|\5|)§) 300 p NFKBp
P -200 bp 200 bp
100 bp 100 bp
M 1* N

Abbildung 6: Gel-Elektrophorese der spezifischen Amplifikate far IL-18, IL-2,
IL-6, MIP-3a, SCYB-11, ICAM-1 und NFxB nach konventioneller PCR.
M:GréBenmarker (100 bp) / N:Negativkontrolle (H2O)

Die Amplifikate sind durchnummeriert; das mit * gekennzeichnete Amplifikat

wurde aufgereinigt und vermessen und diente als externer Standard.
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Die berechneten Amplifikatldangen sind orientierend markiert. Unter
Berlicksichtigung der MeBungenauigkeiten der Gel-Elektrophorese ist in jedem
Gel die fur das entsprechende Zytokin-Target signifikante Bande zu erkennen.
Es findet keine Coamplifikation unspezifischer DNA statt.

3.1.2. Linearitat

Fir jede Standardkurve wurde von der LightCycler Software der lineare
Korrelationskoeffizient r angegeben. In jedem PCR-Lauf wurde fur alle
Standardkurven ein linearer Korrelationskoeffizient von r=-1 ermittelt.

Die folgende Abbildung zeigt am Beispiel des IL-2-Standards den original
LightCycler-Ausdruck nach Einsatz der Standardverdinnungsreihe in die
LightCycler PCR.

0.040-
0.035-
n0.030-
nozs-
n.oz0-
no16-

00o-

Fluorescence (F2/F1)

0.005-

0.000-

000z

1 1 [ 1
a 0 2 24 26 2

Cycle Number

Abbildung 7: Verdiinnungsreihe IL-2 Standard (10'°- 10" Kopien / 10ul)
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Crossing Points RN
= Linear Regression

34-

30-

25-

20-

Cycle Number

1.0 158 20 25 an 24 40 45 a0 jifka] &0 6.5 70 75 a0 ah an

Log Concentration

Abbildung 8: Entsprechende Regressionsgerade des IL-2 Standards.
r=-1,00

3.1.3. Sensitivitat

Fir die Sensitivitat des Assays fungierte die minimalste Konzentration der
Standardverdinnungsreihen, die unter diesen PCR-Bedingungen amplifiziert
wird, als Indikator. Die untere Detektionsgrenze lag dabei zwischen 10" Kopien
fur: IL-2, IL-6, MIP3-a, NFxB und ICAM-1 Standard. Beim IL-18 und IL-1a
Standard lag die Grenze bei 10? Kopien und beim SCYB-11-Standard befand

sich die Detektionsgrenze bei 10° Kopien.
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3.1.4. Amplifikationseffizienz

Die Amplifikationseffizienz errechnet sich aus der Steigung m der

Regressionsgeraden nach folgender Formel: E= 10™/™

o Amplifikationseffizienz der Standards:

Die theoretisch optimale Amplifikationseffizienz entspricht E=2, was der
Verdoppelung der DNA mit jedem PCR-Zyklus gleich kommit.

Die nachstehenden Amplifikationseffizienzen wurden far die
Regressionsgeraden der Standardverdiinnungsreihen ermittelt:

Tabelle 4: Mittelwerte E der Amplifikationseffizienzen Standardverdinnungs-
reihen fur n LightCycler-PCRs.
M: Median der Effizienzen

s: Standardabweichung vom Mittelwert

Standardverdiinnungsreihe E M s n
IL-10 1,592 1,562 0,147 3
IL-1B 1,758 1,720 0,116 6
IL-2 1,818 1,793 0,065 4
IL-6 1,614 1,656 0,175 6
MIP- 3o 1,567 1,596 0,143 4
SCYB-11 1,876 1,890 0,031 5
ICAM-1 1,881 1,903 0,047 3
NFxB 1,872 1,871 0,002 4
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3.1.5 Reproduzierbarkeit

Die Reproduzierbarkeit der hergestellten Standards wurde zum einen zwischen
den n verschiedenen PCR-Laufen (Inter-Assay) und zum anderen in einem
PCR-Lauf durch 3-fachen Einsatz des Standards (Intra-Assay) im LightCycler
kontrolliert.

Nach Einsatz der Standardverdinnungsreihen bestimmte die LightCycler
Software anhand der gemessenen Crossing Points die absoluten Kopienzahlen
der Verdinnungen. Diese Werte wurden zur Beurteilung der Reproduzierbarkeit

herangezogen.

3.1.5.1. Inter-Assay Reproduzierbarkeit

Fir die von der LightCycler Software bestimmten Kopienzahlen der
eingegebenen Standardverdinnungen wurde der Variationskoeffizient CV ¢onc.
der absoluten Kopienzahl berechnet (Tabelle 5).

Zudem wurden die mittleren Kopienzahlen und die Standardabweichungen fir
die jeweilige Verdinnung errechnet. Sie sind in Abbilung 9 dargestellt.

Tabelle 5 und Abbildung 9 verdeutlichen, dass die Inter-Assay-
Reproduzierbarkeit  hinsichtlich  der  niedrigen  Konzentrationen  der

Standardverdinnungen abnimmt.
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Variationskoeffizient CV conc. (%)

Standardverdiinnungsreihe
1x10%° | 1x10° | 1x10* | 1x10° | 1x10% | 1 x 10’

IL-1 a (n=3) 12,84% | 22,94% | 28,23% | 26,05% | 35,24% -

IL-1 B (n=6) 11,07% | 21,61% | 34,07% | 27,59% | 49,52% -

IL-2 (n=4) 16,07% | 17,45% | 20,55% | 27,73% | 52,74% | 63,25%

IL-6 (n=6) 14,10% | 30,02% | 18,51% | 58,42% | 73,17% | 76,40%

MIP-3 o (n=4) | 17,00% | 41,15% | 53,21% | 55,22% | 58,34% | 61,62%

NfkB (n=4) 9,67% | 15,79% | 24,85% | 32,15% | 45,82% | 64,32%

SCYB-11 (n=5) | 4,12% | 10,83% | 35,28% | 40,59% - -

ICAM-1(n=3) 7,719% | 7,18% | 19,57% | 24,28% | 48,94% | 66,32%

Tabelle 5: Variationskoeffizient CV one. (%) der von der Software
determinierten absoluten Kopienzahlen fiir die einzelnen Verdiinnungen (10° -

10" Kopien / 10pl) der Zytokin-/Chemokin-Standards in n LightCycler-Laufen.
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IL-2 (n=4)
7’007 M Standardabweichung
O Mittelwert (LOG)
D 5,00
k)
T 4,001
N
&
5 3,001
<
2,00
1,00
0,00+
1,0E+061’0E+05
1,0E+04
1,0E+03
1,0E+02 1.0E+01
Standard-Verdiinnungsreihe *°—
MIP (n=4)
M Standardabweichung
O Mittelwert (LOG)

Kopienzahl (log)

1,0E+01
Standard-Verdiinnungsreihe

Abbildung 9: Inter-Assay Reproduzierbarkeit exemplarisch flr 4 Zytokin/
Chemokin-Standards. Einsatz der Verdiinnungsreihe (10°-10" Kopien/10ul) in n
LightCycler Laufen. Die Abbildung zeigt den Mittelwert und die Standard-

Abweichung der von der LightCycler Software determinierten absoluten
Kopienzahlen der jeweiligen Verdinnung.
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3.1.5.2. Intra-Assay Reproduzierbarkeit

Die Intra-Assay Reproduzierbarkeit wurde beispielhaft durch den Einsatz des
IL-2 und MIP3-a0 Standards Uberprift. Dazu wurden Verdiinnungsreihen Uber
einen Konzentrationsbereich von 10°-10" Kopien /10ul 3mal im selben
LightCycler-Lauf mitgefuhrt (Abbildung 10).

Auch hier wurde der Variationskoeffizient CV¢onc. der absoluten Kopienzahl fir
die einzelnen Verdinnungen berechnet. Es zeigte sich, dass auch in diesem
Falle eine Abnahme der Reproduzierbarkeit im Bereich der niedrigen
Konzentrationen der Standardverdinnungen ersichtlich ist.

Jedoch erhielt man ein besseres Ergebnis , hinsichtlich der Intra-Assay
Reproduzierbarkeit im direkten Vergleich zur Inter-Assay Reproduzierbarkeit
Tabelle 6.

Variationskoeffizient CV ¢onc. (%)
Standardverdiinnungsreihe
1x10° | 1x10° [ 1x10* | 1x10° | 1x10? | 1 x 10’

IL-2 (n=3) 7,04% | 11,53% | 15,95% | 25,78% | 26,66% | 60,08%

MIP3-a (n=3) 2,98% | 18,94% | 15,61% | 20,12% | 37,48% | 83,04%

Tabelle 6: Variationskoeffizient CV ne. (%) der von der Software
determinierten absoluten Kopienzahlen fiir die Standardverdiinnungsreihen10°®-
10" Kopien /10ul IL-2 und MIP-3ainach 3 maligem Einsatz der Verdiinnungen in
einen LightCycler-Lauf.
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Abbildung 10: Prifung der Intra-Assay- Reproduzierbarkeit am Beispiel des IL-

2-Standards. Einsatz der Verdiinnungsreihe (10°-10" Kopien / 10pl) n = 3mal im

selben LightCycler-Lauf. Entsprechende Regressionsgerade

3 Verdunnungsreihen mit r=-1,00.
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3.2. Expression von IL - 2 und IL-13-mRNA in stimulierten und
unstimulierten PBMCs: Exemplarische Darstellung

Der Vergleich der Expressionslevel von IL-2 und IL-1f in stimulierten Proben zu
einer unstimulierten Kontrollprobe wurde in 2 Versuchen durchgefihrt
(Abbildung 11 und Tabelle 7). Dabei wurden PBMCs mit PHA und LPS
stimuliert, um festzustellen, ob diese die Ausschittung des jeweiligen Zytokins
im Vergleich zur unstimulierten Kontrollprobe erhéhen.

Dabei wurde Folgendes ermittelt:

o IL-2

IL-2

Relative Kopienzahl
n

unstimuliert PHA LPS

Abbildung 11: IL-2 Expressionslevel PHA und LPS stimulierte Proben relativ

zur unstimulierten Kontrollprobe in n=2 Laufen.
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Tabelle 7: Mittelwerte x der absoluten Kopienzahlen und Crossing Points (Cp),

die ermittelt wurden.

Kopien Cp
X X
Unstimuliert 8,14x10’ 34,85
PHA 1,63x10" 25,54
LPS 6,00x10 35,41
° IL-1B
IL-1b
7,8
7,6 -
7,4 -
7,2
7
6,8
6,6
6,4
6,2 : :
unstimuliert PHA LPS
Relative Kopienzahl

Abbildung 12: IL-13 Expressionslevel in stimulierten PBMCs relativ zu
unstimulierten PBMCs (US).PHA und LPS stimulierte Proben relativ zur
unstimulierten Kontrollprobe in n=2 Laufen.
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Tabelle 8: Mittelwerte x der absoluten Kopienzahlen und Crossing Points (Cp),

die fur IL-1PB ermittelt wurden.

Kopien Cp

X X
Unstimuliert 5,55x10° 24,23
PHA 3,02x10’ 18,43
LPS 4,71x107 17,21

Schlussfolgerung

o IL-2:

Anhand von Abbildung 11 lasst sich deutlich erkennen, dass das
Expressionslevel der mit PHA stimulierten PBMCs mehr als doppelt so hoch im
Vergleich zu mit LPS stimulierten und unstimulierten PBMCs ist.

Entsprechend zeigt Tabelle 7, dass der Crossing Point der mit PHA stimulierten
PBMCs 10 Zyklen vor den beiden anderen Proben liegt. Dies entspricht einer
gesteigerten Kopienzahl von 2'° Kopien (=1024 Kopien) im Kontrast zu den
zwei anderen Proben.

Anhand des Versuchs wird deutlich, dass die Stimulation von PBMCs mit PHA
die Expression von IL-2 um etwas mehr als das Doppelte steigert, wohingegen
die Stimulation mit LPS keine wesentliche Veradnderung des Expressionslevels
erkennen lieB3.

J IL-1B:

Abbildung 12 zeigt ein eindeutig h6heres Expressionslevel der mit LPS und
PHA stimulierten PBMCs im Vergleich zur unstimulierten Kontrollprobe.

Anhand der Crossing Points wird deutlich ,dass der Cp der mit PHA stimulierten
Proben um knapp 6 Zyklen und die mit LPS stimulierte Probe um 7 Zyklen vor
der unstimulierten Probe liegen. Dies entspricht einer gesteigerten Kopienzahl
von 2°Kopien (=64 Kopien) PHA und 2’ Kopien (=128 Kopien) LPS gegentiber
der unstimulierten Kontrollprobe. Dieser Versuch verdeutlicht, dass PBMCs, die
mittels LPS und PHA stimuliert wurden, das Expressionslevel far IL-13

offensichtlich anheben.
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4. Diskussion

4.1. Real-time PCR im Kontrast zu anderen quantitativen Zytokin/
Chemokin — Nachweisverfahren

Um bestehende Immunprozesse diagnostizieren zu kénnen, ist der quantitative
Nachweis der Zyto- und Chemokin-Produktion unter pathologischen
Bedingungen essentiell.

In Kapitel 1.3.1 wurden diverse Methoden zur Quantifizierung von Zyto- und
Chemokin—Produktion, die gegenwartig zur Verflgung stehen, vorgestellt.
Dabei sind die genannten Methoden in 2 Hauptgruppen zu unterteilen: 1.) das
mRNA-basierte ~ Nachweisverfahren und 2.) das Protein-basierte
Nachweisverfahren. Bei der vorliegenden Arbeit wurde die Etablierung einer
Real-time PCR gewahlt, und somit das m-RNA basierte Nachweisverfahren
angewandt. Anhand von Studien lieB sich jedoch erkennen, dass die Zyto-/
Chemokin-mRNA-Expression nicht jederzeit mit der Menge an Proteinen
korrelieren muss (Benveviste et al., 1998; Romagnani, 2000). Es sollte jedoch
bei der Auslegung der Ergebnisse beriicksichtigt werden , dass mittels diverser
post-translationeller und post-transkriptioneller Faktoren ein mdgliches
Missverhaltnis zwischen gemessenen Zytokin-mRNA-Expressionsleveln und
sezerniertem Protein auftreten kann (Overbergh et al., 2003). Einige
Veréffentlichungen prasentierten eine vorteilhafte Korrelation von Zytokin-
mRNA Expressionsleveln, welche mittels Real-time PCR quantifiziert und Uber
ELISA (Mena et al., 2002; Hein et al., 2001; Weghofer et al., 2001) oder
ELISPOT (Mena et al., 2002) determiniert wurden .

Hinsichtlich der Zytokin-/Chemokin-Biologie ist der Nachweis der Zyto-/
Chemokin-Genexpression im Vergleich zum Nachweis des freigesetzten
Proteins prinzipiell von Vorteil. Dies lasst sich wie folgt begrinden:

Nahezu alle Zytokine und Chemokine haben nur eine kurze Halbwertszeit,
werden in sehr kleinen Mengen gebildet, und nach ihrer Freisetzung tritt deren

schnelle Nutzung bei Zell-zu-Zell-Kontakt ein. Aus oben genannten Grinden
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bewies es sich als besonders problematisch, unwillkirliche Zytokin- und
Chemokin-Freisetzungen in biologischen Geweben oder Zellsuspensionen zu
ermitteln (Whiteside, 2002; Romagnani, 2000; Benveniste et al., 1998).

Speziell bei ausgesprochen kleinen ProbengréBen (limitierte Anzahl von Zellen,
Gewebsbiopsien oder Zell-Subpopulationen), hat es sich als besonders
vorteilhaft erwiesen, mRNA-basierte Techniken anzuwenden (Overbergh et al.,
2003; Stordeur et al., 2002; Giulietti et al., 2001; Blaschke et al., 2000), da
Zytokine und Chemokine sich auBert diffizil auf Protein-Ebene, z.B. mittels
ELISA, nachweisen lassen.

Methoden, wie beispielsweise der Northern Blot, RPA und ISH, sind ebenfalls
zu vernachlassigen. Es handelt sich zwar um spezifische Methoden, um die
Zyto-/ Chemokin-mRNA-Expression zu quantifizieren. Im Vergleich zur RT-PCR
ist anhand dieser Methoden eine effiziente Untersuchung verschiedener Zyto-
und Chemokine in einer groBen Menge von Proben nicht mdglich, da diese
Methoden &uBerst arbeitsintensiv und schwer standardisierbar sind (Whiteside,
2002; Benveniste et al., 1998).

Demgegeniber steht die Verwendung von Microarrays und DNA-Chips. Diese
Techniken gestatten eine synchrone Analyse der Expression unzahliger Gene
verschiedenartigster Herkunft (Whiteside, 2002).

Nach der Gegenuberstellung der diversen mRNA-basierten Methoden, die zur
Quantifizierung der gewtinschten Zyto- und Chemokin- Expression dienen, zeigt
sich schlussendlich allein die RT-PCR als die sensitivste Technik, da sie im
Stande ist, auch geringfligige Mengen an Zyto-/Chemokin-mRNA, die oft in
auBerst geringen Leveln exprimiert werden, zu quantifizieren (Guiletti et al.,
2001).

Die exponentielle Produkt-Amplifikation stellt jedoch das bedeutendste Problem
konventioneller RT-PCR-Techniken hinsichtlich einer exakten Quantifizierung
von mRNA-Transkripten Uber die klassische Endpunktanalyse dar, weil schon
geringe Unterschiede in den Amplifikationseffizienzen unter den Proben zu
groBen Differenzen der ermittelten Expressionslevel am Ende der Reaktion
flihren (Rasmussen, 2001). Um oben genannte Variationen zu umgehen, fand

die Entwicklung verschiedenster RT-PCR-Methoden statt mit dem
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Zielgedanken, eine Methode zu schaffen, die eine akkurate Quantifizierung von
Zyto-/Chemokin-mRNA-Leveln ermdglicht. Zu diesen Methoden z&hlen auch
die semi-quantitative und die quantitative kompetitive RT-PCR-Techniken
(Gillland et al., 1990; O’Garra und Vieira, 1992; Benveniste et al., 1998).
Verglichen mit neueren RT-PCR Technologien zeigten die oben genannten
Techniken zwar eine gute Korrelation, jedoch traten diverse Probleme beziglich
einer exakten Quantifizierung auf, (Guilietti et al., 2001; Hein et al., 2001;
Blaschke et al., 2000;Benvensiste et al., 1998) die im Folgenden beschrieben
werden.

Die semiquantitative Methode : bei dieser Technik misst man die PCR-Produki-
Akkumulation in der Phase des exponentiellen Wachstums, wahrend die PCR
nach einer bestimmten Anzahl von Zyklen unterbrochen wird.

Als Nachteile dieser Technik, lassen sich zum einen der Erhalt lauter
.Semiquantitativer Ergebnisse und zum anderen der verhaltnismaBig kleine
log-linearen Bereich, welcher zudem in aufwendiger Vorarbeit determiniert
werden muss, nennen.

Im Gegensatz dazu gestatten die kompetitiven PCR-Methoden eine absolute
Quantifizierung. Die Menge an Ziel-DNA wird durch die Verdinnungsreihe
eines internen Kompetitors und die Co-Amplifiaktion einer Proben-
VerdlUnnungsreihe, welche die Ziel-DNA enthalt, ermittelt. Die Validation dieses
Verfahrens gestaltet sich allerdings besonders zeit- und arbeitsintensiv.
Obgleich sie eine Strategie hinsichtlich einer exakten Quantifizierung ist, zeigte
sich, dass sie Effizienzunterschiede zwischen dem Standard und der Ziel-DNA
nicht zu detektieren vermag. Dies ist der Grund, der die Nennung absoluter
Werte als umstritten erscheinen lasst (Bustin, 2000).

Abgesehen von der Quantifizierungsstrategie und der Amplifikationsstrategie
der jeweiligen konventionellen PCR-Methode werden unterschiedliche
Praktiken zur PCR-Produkt-Detektion angewandt. Zu nennen sind dabei: die
Ethidium-Bromid-Farbung, Agaraose-Gel-Elektrophorese, Markierung mit
Fluoreszenzfarbstoffen und Analyse mittels Polyacrylamid-Gele, radioaktive

Markierung und Southern Blot oder die Detektion mittels Phosphorimaging.
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All diese herkdbmmlichen Detektionssysteme besitzen einige Mangel, wie
beispielsweise das Handling mit riskanten Chemikalien, oder deren hoher
Arbeits- und Zeitaufwand. Des Weiteren besteht das Risiko der Kontamination
(Guiletti et al., 2001; Overbergh et al., 1999).

Die obengenannten Probleme der konventionellen PCR wurden durch die
Entwicklung der Real-time RT-PCR deutlich verbessert, indem der Prozess
vollautomatisiert und bequem anwendbar ist. Durch den Einsatz des sog. close-
tube Systems besteht die Moglichkeit folgender Schritte : Amplifikation,
Produkt-Detektion und- Quantifizierung zu verknipfen. Aus diesem Grund ist
dieses System um ein Mehrfaches zlgiger gegentber der konventionellen
PCR. Ebenso wird durch diese Verfahren das Risiko der Kontamination mittels
post-PCR-Manipulation umgangen. Anhand der eigens flr dieses Verfahren
erstellten Software, ist durch die Verwendung von
Fluoreszenzfabstoffmarkierte-Sonden oder Fluoreszenzfarbstoffen, die direkte
Detektion der PCR-Produkt-Akkumulation realisierbar. Mit Hilfe der ermittelten
Crossing Points lassen sich die PCR-Produkte quantifizieren. Die Crossing
Points werden Uber die Software bestimmt. Diese liegen direkt am Start der log-
linearen Phase des PCR-Verlaufs. Folglich erscheinen Effizienzunterschiede
zwischen den einzelnen Proben in nicht so drastischer Form, im Vergleich zu
den klassischen Endpunktanalysen der konventionellen PCR-Techniken.
DemgemalB lasst sich auch die bessere Reproduzierbarkeit der Real-time PCR
begrinden (Yin et al., 2001; Bustin, 2000).

Durch den Einsatz der externen Standards ist die Méglichkeit einer absoluten
Quantifizierung gegeben. Ein weiterer Vorteil der Real-time PCR gegenlber
beispielsweise der kompetitiven PCR besteht darin, dass sie sowohl die
Amplifikationseffizienzen von Standards und Proben zu definieren vermag. In
Folge dessen lasst sich Uberprifen, ob erhebliche Abweichungen zwischen
Proben und Standards vorliegen, dies wirde jedoch eine zuverlassige
Quantifizierung ausschlieBen (Rasmussen, 2001).

Davon abgesehen ist die Detektion der Real-time PCR mittels
Fluoreszenzfarbstoffe in Kontrast zur herkdmmlichen Gel-Elektrophorese und

Ethidium-Bromid-Farbung um einiges sensitiver (Hein et al., 2001).

64



4.2. LightCycler-RT-PCR zur absoluten Quantifizierung der Zytokin-
mRNA-Expression lber externe Standards und Hybridisierungs-
Sonden

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, fur die untersuchten, immunorelevanten
Zyto- und Chemokine : IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-6, ICAM-1;MIP-3a. und SCYB-11,
sowie fur den Transkriptionsfaktor NFxB mittels LightCycler-Instrument eine
absolute Quantifizierung der m-RNA-Expression zu etablieren.

Als erster Schritt fand daher die Generierung der externen Standards statt.
Daraufhin erfolgte die Validation des Assays durch Einsatz des Standards in die
LightCycler PCR.

Dies erm@glichte den Vergleich gegenlber anderen Real-time-PCR-Assays.

Im Folgenden sind die technischen Daten dazu aufgefuhrt:

4.2.1. Spezifitat

Fir alle 8 Zyto-/Chemokine wurden spezifische Primer-Paare eingesetzt. Mittels
Gel-Elektrophorese erfolgte die Kontrolle der Amplifikate. In allen 8 Féllen lie
sich keine Co-Amplifikation unspezifischer PCR-Produkte erkennen.

Durch den Einsatz sequenz-spezifischer Sonden wahrend der Detektion der
PCR-Produkte war ferner eine hohe Spezifitéat garantiert. Des Weiteren besitzen
Hybridisierungs-Sonden eine bei weitem hdhere Spezifitdit im Vergleich zum
Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green | (Wittwer et al., 1997). Dieser Farbstoff birgt
folgende Mangel: zum einen bindet er prinzipiell an jede dsDNA, was somit eine
weitere Schmelzkurvenanalyse unumgéanglich macht, um dadurch die Detektion
des spezifischen PCR-Produkts zu verifizieren und die Detektion unspezifischer
DNA auszuschlieBen (Ririe et al., 1997). Zum anderen ist das Signal des
Fluoesszenzfarbstoffes SYBR Green | stets abh&ngig von der Amplifikatldénge
im Gegensatz zu den sequenz-spezifischen Sonden, bei denen das Signal mit
je einem amplifizierten Molekudl Uberein stimmt (Bustin, 2000).

Dieser Farbstoff kam unter anderem auch in den Arbeiten von Autschbach et
al., (2002); Hein et al., (2001); Weghofer et al., (2001) und Blaschke et al.,
(2000) zum Einsatz.
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4.2.2. Sensitivitat

Uber einen weiten Bereich von bis zu 10 log-Einheiten, gestaltete sich die
Amplifikation linear(r=-1 flr alle Verdinnungsreihen in allen LightCycler-
Laufen).

Anhand der Standards wurde ein unteres Detektionslimit von 10" Kopien fiir
den Nachweis von IL-2, IL-6, MIP-30,, NFkB und ICAM-1, sowie fiir 10% Kopien
fiir den Nachweis von IL-1o und IL-1B und 10° Kopien fiir die Detektion von
SCYB-11 erkannt.

Auf diese Weise besteht die Mdglichkeit, Zytokin-/Chemokin-Expression-Level
Uber ausgedehnte Bereiche zu vermessen. Des Weiteren kann auch eine
basale Zytokin-/Chemokin-Expression detektiert werden, was sich anhand von
IL-2 und IL-1p in unstimulierten PBMCs demonstrieren lief3.

Eine weitaus geringer sensitive Detektion von Maus- oder menschlichen
Zytokinen wurde in verschiedenen Publikationen fur die Anwendung von
Hybridisierungs-Sonden , TagMan-Sonden und SYBR Green | im LightCycler
(Stordeur et al., 2002; Weghofer et al., 2001; Hein et al., 2001), dargestellt. Bei
jenen Assays lieB sich nur eine Sensitivitat von gréBer oder gleich 10°Kopien
nachweisen.

Im Kontrast dazu steht die Studie von Kiihne et al (2002); bei der mittels
LightCycler durch den Einsatz von Hybridisierungs-Sonden zur Quantifizierung
von humanen Zytokinen eine durchaus hohe Sensitivitat von 10° Kopien zu

erkennen war.
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4.2.3. Amplifikationseffizienz

Die Reaktionsansatze der Proben differieren ausschlieBlich in den
angewandten Primer- und Sonden-Paaren des jeweiligen Zytokin-Targets.

Die Amplifikationseffizienz lieB sich folglich durch den Einsatz der
entsprechenden Standards in das LightCycler-PCR-Gerat definieren.

Es zeigte sich, dass die mittleren Amplifikationseffizienzen in einem Bereich von
E=1,567 (MIP-30) und E=1,881 (ICAM-1) liegen. Sie befinden sich somit
verhaltnismaBig nahe der theoretisch maximal erreichbaren Effizienz von E=2
(Standardabweichung: 0,002<s<0,175). Durch die hohen Effizienzen ist des

Weiteren auch die hohe Sensitivitat der Assays begriindet.

4.2.4. Reproduzierbarkeit

Die Inter-Assay Reproduzierbarkeit wurde durch den mehrmaligen Einsatz jeder
einzelnen Standardverdiinnungsreihe in die LightCycler PCR gepruft (10°-10'
Kopien /10ul).

Anhand des Variationskoeffizienten CV . , Welcher die von der LightCycler
determinierten Kopienzahlen anzeigt, lieB sich aufweisen, dass die
Reproduzierbarkeit in Richtung der niedrigen Konzentrationen abnimmt (CV conc.
8 Standards im Bereich von 4,12% - 17,00 % fiir 10° Kopien , und von 24,28% -
58,42% fiir10° Kopien).

Es besteht folgende Erklarung fir die abnehmende Reproduzierbarkeit hin zu
den niedrigen Konzentrationen: die niedrigen Kopienzahlen sind einem
langeren exponentiellen Prozess ausgesetzt, ehe eine hinreichende Menge an
detektierbarem PCR-Produkt existiert. Geringe Variationen innerhalb der PCR-
Effizienzen von Lauf zu Lauf, wie sich in den einzelnen Standardverdiinnungs-
reihen erkennen lieBen, oder aber auch minimale Abweichungen in der initial
eingesetzten Konzentration, bedingt durch einen unprazisen Pippetiervorgang,
bewirken eine schlechte Inter-Assay Reproduzierbarkeit (Rasmussen, 2001).
Faktisch ist bei einer Anzahl von 1-2 Kopien die Zufallsverteilung in Bezug auf
Pipettierfehler bedeutsam (siehe: Poisson’sches Gesetz) (Rasmussen, 2001;
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Bustin, 2000). Diese Tatsache lasst die Resultate hinsichtlich der
ausgesprochen hohen Sensitivitdt in den Untersuchungen von Kihne et al
(2002) (s.0) bezweifeln.

Die Intra-Assay Reproduzierbarkeit wurde anhand von IL-2 und MIP-3 «
beispielhaft demonstriert und Uber den 3-maligen Einsatz der
Standardverdiinnungsreihen in einen einzigen LightCycler-Lauf (10°-10'Kopien/
10ul) dargestellt. Es lieB sich hier ebenfalls eine schlechtere Reproduzierbarkeit
in Richtung der geringeren Konzentrationen beweisen.

Jedoch zeigte sich im Vergleich zur Inter-Assay Reproduzierbarkeit ein im
Ganzen besseres Ergebnis. Dies lasst sich auf folgende Umstande
zurlckfuhren: durch die Verwendung des selben Reaktionsansatzes flr alle 3
Verdlnnungsreihen war die Veranderung durch auBere Storfaktoren auf ein
Minimum begrenzt , was sich schlieBlich in einem besseren Gesamtergebnis
darstellte.

Derzeit existieren nur wenige Arbeiten zum Thema :quantitative Analyse der
Zyto-/Chemokin—Expression mittels Real-time PCR und externe Standards, die
genauere Aussagen zur Reproduzierbarkeit der ermittelten Kopienzahlen Gber
einen umfassenden log-linearen Abschnitt machen.

Vergleichbare Ergebnisse bezlglich dieser Arbeit unter Betrachtung des
Aspekts der Inter- und Intra-Assay-Reproduzierbarkeit legte zum einen Swoatch
(2003) in seiner Studie sowohl hinsichtlich der Inter- und Intra-Assay-
Reproduzierbarkeit vor. Aber auch die Gruppe von Stordeur et al., (2002)

demonstrierte vergleichbare Ergebnisse.

4.2.5. Probenumsatz

Im LightCycler PCR Gerat finden insgesamt 32 Proben Platz. Mit dem
vorhandenen LightCycler-Assay lasst sich nach Einsatz einer Standard-
Verdiinnungsreihe (ber einen Bereich von 10°%-10'Kopien sowie einer
Negativkontrolle (H2O) die Expression eines Zyto-/Chemokins in max. 25
verschiedenen Proben quantifizieren. Im Gegensatz zu diversen anderen Real-

time PCR Instrumenten, die durchaus gréBere Dimension aufweisen (Bsp. ABI
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Prism 7700, Gene Amp 5700 oder ABI Prism 7900), erscheint das kleine
LightCycler—Probenkarussel als unvorteilhaft.

Jedoch darf die Tatsache, dass sich mittels LightCycler eine komplette PCR
innerhalb 45-60 min. durchfihren lasst, flir die andere Gerate 2-3 Stunden

bendbtigen, keinesfalls auBer Acht gelassen werden.

4.3. Der Vorzug der real-time RT-PCR hinsichtlich der absoluten
Quantifizierung von Chemokin- und NFkB-mRNA

Die Analyse von Zytokin-, Chemokin- und Transkriptionsfaktor-Profilen in der
vorliegenden Arbeit, dient dazu, deren funktionelle Eigenschaften in Bezug auf
Immunzellen und deren Korrelation aufzuklaren. Reges Interesse hinsichtlich
dieser Aufklarung besteht besonders seitens der Forschung, als auch auf
Seiten der klinischen Diagnostik, da Chemokine und Transkriptionsfaktoren
leistungsfahige Vermittler- und Kommunikationsmolekile sind, die ein weites
Spektrum  biologischer  Funktionen, einschlieBlich der Immunantwort,
regulieren. Chemokine und die TF’s wurden erst einige Zeit nach den
Zytokinen entdeckt (bis zum heutigen Zeitpunkt konnten 40 Chemokine
identifiziert werden), besitzen multiple Eigenschaften und bedeutende Rollen
in vivo (Traynor und Huffnagle, 2001). Ihre Rolle hinsichtlich der Pathogenese
von menschlichen Krankheiten ist noch nicht géanzlich geklart. Daher ist derzeit
die Erstellung von Chemokin-/TF-Assays in klinischen Labors duBerst sinnvoll.
Die real-time RT-PCR ist dabei mittlerweile eine haufig angewandte Methode
zur Quantifizierung der mRNA-Expression, welche auch bei auBert geringen
Proben-Mengen durchgefihrt werden kann. Aus den oben aufgefihrten
Grunden ist dieses Verfahren Mittel der Wahl beziiglich der Quantifizierung
von Zytokin- und Chemokin-Profilen in Immunzellen oder entziindeten
Geweben (Guiliett et al., 2001).

Fir MIP-3a, ICAM-1, SCYB-11 und NFxB wurden aus folgenden Griinden
externe Standards zur absoluten Quantifizierung der mRNA etabliert:

Im molekular-zellbiologischen Labor der Abteilung Innere Medizin |l des

Universitatsklinikums Tubingen wurden einige Geneexpressionsanalysen im
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Vorfeld dieser Arbeit durchgefuhrt. Dabei wurden zum einen dentritische
Zellen und Monocyten mit A. fumigatus-Hyphen stimuliert. Dabei wurde
beobachtet, dass Chemokine, wie ICAM-1 und MIP-3a., durch diesen Stimulus
Uberexprimiert wurden.

Bei SCYB-11 handelt es sich um ein bedeutendes Chemokin des Klasse |
Interferon-Pathway. Durch die Stimulation dentritischer Zellen mit CMV lieB3
sich eine sehr hohe Expression von SCYB-11 erkennen.

NFxB wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, da dieser Faktor eine
zentrale Rolle gegen Immunpathogene im Allgemeinen inne hat.

Eine Hochregulation verschiedener Chemo- und Zytokine nach Stimulation
diverser Immunzellen mit Pilzspezies haben auch Pylkkanen et al, 2004,
Shanan et al, 1998 und Chu et al, 1996 in ihren Publikationen beschrieben.
Chu et al, 1996 demonstrierte anhand von Mausmodellen, dass ICAM-1, TNF
und IL-1a bei den mit A.fumigatus behandelten Tieren stark hochreguliert
wurde. Shanan et al,1998 zeigte mittels Makrophagen, welche mit
mykotischen Sporen ( z.B. A.fumigatus) stimuliert wurden, eine bedeutende
Hochregulation von MIP-2, KC und MIP-1 a. Dabei bediente er sich der
Northern Blot-Technik.

Besonders hervorzuheben ist jedoch das aktuelle Resultat der Publikation von
Pylkakknen et al, 2004, mittels real-time PCR einen signifikanten Anstieg der
mRNA-Expression von TNF-a, MIP-1a, MIP-1Bund MCP-1 in Maus-
Makrophagen nach Stimulation mit A.fumigatus-Sporen.

Durch die Etablierung der hier vorliegenden Assays sollten die oben
aufgeflihrten Beobachtungen durch ein zweites hochsenitives Verfahren, d.h.
mittels LightCycler, manifestiert werden. Dieses Verfahren bietet im Vergleich
zu anderen obengenannten Verfahren den Vorteil, dass es optimal hinsichtlich
der klinischen Evaluation des jeweiligen Chemokin- bzw TF-Status eingesetzt
werden kann, da es sich derzeit um eine der akkuratesten und genauesten
Techniken handelt, die sich auf dem Markt befinden und dadurch zuverlassige
Aussagen ermdglicht.
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4.4 Schlussfolgerung

Um die gegenwartige Zytokin-Produktion nachweisen zu kdnnen, ist ein auBerst
sensitives Verfahren von Noéten. Aufgrund seiner hohen Sensitivitat ist die RT-
PCR im Falle der vorliegenden Arbeit das Mittel der Wahl. Gegenuber der
konventionellen PCR-Technik, gestaltet sie sich als ein schnelleres, bequem
durchfihrbares, exakteres und sensitiveres Verfahren.

Der hier verwendete Real-time PCR-Assay lasst unter Verwendung eines
konstanten Reaktionsansatzes und eines identischen PCR-Protokolls die
absolute Quantifizierung der mRNA-Expression flir ein ausgedehntes Spektrum
von 8 verschiedenen Zytokin- bzw. Chemokin-Targets: IL-1a, IL-1(3, IL-2, IL-6,
MIP-3a, SCYB-11, ICAM-1 und NF«xB zu.

Die fur diese Arbeit ausgesuchten Zytokin- und Chemokingene spielen, wie
schon einleitend beschrieben, eine wichtige Rolle beziglich der Entwicklung
pathophysiologischer Komplikationen.

Das derzeitige Ziel der Forschung ist, die Funktion und Profile der einzelnen
Zytokine, Chemokine und Transkriptionsfaktoren zu ermitteln. In dieser Hinsicht
liefert die TH1/TH2 Polarisierung die Grundlage fir die Anfertigung von
Zytokin-/Chemokin-Profilen.

Mit einem weiten Spektrum an Zytokinen / Chemokinen besteht die Méglichkeit,
Profile in diversen Zellpopulationen und Geweben anzufertigen. Dadurch I&sst
sich deren Aktivitat unter pathologischen Bedingungen und die Enstehung von
Komplikationen in vivo beobachten und verstehen, aber auch therapeutische
Effekte lassen sich auf diesem Wege im Auge behalten, und ebenso kénnen
auf diese Weise auch ihre Reaktion auf antigenwirksame Reize oder
therapeutische Anwendungen in vitro ermittelt werden.

Das LightCycler System kam bei dieser Arbeit zum Einsatz, da es im Vergleich
zu anderen Real-time PCR-Assays eine hohe Sensitivitdt und
Reproduzierbarkeit aufweist. Eine hochspezifische Detektion des PCR-Produkts
ermdglicht dabei die Verwendung von Hybridisierungs-Sonden. Ein weiterer
Vorteil bietet die rasche Durchflihrung der PCR mittels LightCycler in weniger

als einer Stunde und zudem noch mit einem erheblichen Probenumsatz.
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Folglich ist der dargestellte Assay eine sehr leistungsfahige Methode, um die
quantitative Zytokin-/Chemokin-Expression zu analysieren.

In dieser Arbeit wird aufgezeigt , auf welche Weise externe Standards bequem
und simpel generiert werden kdnnen, durch die Anwendung eines konstanten
PCR-Protokolls und eines einheitlichen Reaktionsansatzes. Die einzigen
Variablen stellen dabei die charakteristischen Primer und Sonden dar.

Unter dem Aspekt der umfassenden Interaktionen der Zytokine und Chemokine
ist die Untersuchung eines denkbar breiten Spektrums von Zyto- und
Chemokinen auBerst sinnvoll und erstrebenswert.

Dies lasst sich, wie beschrieben, mittels LightCycler RT-PCR realisieren, da
durch diese Methode die schnelle und einfache Analyse der Expression einer
stetig anwachsenden Menge neuer Zyto- und Chemokine einschlieBlich
Transkriptionsfaktoren und weiterer Mediatoren des Zytokinnetzwerks, die in
naher Zukunft fir die Forschung und Klinik von Interesse sein werden ,

bewertet werden kdnnen.
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5. Zusammenfassung

Der quantitative Nachweis von  Zytokin-/Chemokin-Produktion  unter
pathophysiologischen Bedingungen ermdglicht die Gewissheit von ablaufenden

immunologischen Prozessen im Korper eines Patienten.

Aufgrund dessen wird dabei die verhaltnismaBig moderne Technologie der
Real-time RT-PCR, angesichts ihrer simplen Durchflhrbarkeit, hohen Spezifitat,
Sensitivitdt und Reproduzierbarkeit verstarkt angewendet, um die vorliegende
Zytokin- /Chemokin-Genexpression quantifizieren zu kénnen.

Bei dieser Arbeit wurde mittels LightCycler-Gerat unter der Verwendung des
einheitlichen Reaktionsansatzes und eines konstanten PCR-Protokolls ein
Real-time-Assay zur absoluten Quantifizierung der mRNA-Expression fir die
nachstehende Auswahl an Zytokinen und Chemokinen sowie einen
Tanskriptionsfaktor etabliert: IL-1a, IL-18, IL-2, IL-6, MIP-3a, SCYB-11, ICAM-1
und NF«B.

Sie alle sind, neben vielen anderen, an der Entwicklung pathophysiologischer

Komplikationen beteiligt.

Um die absolute Quantifizierung zu gewahrleisten, wurden flr jedes einzelne
Zytokin / Chemokin ein externer Standard generiert. Die Methode wurde mittles
Einsatz der Standards in den LightCycler evaluiert. Im direkten Vergleich zu
anderen Real-time PCR-Assays, hat sich eine vergleichbare Reproduzierbarkeit
und eine hohe Sensitivitédt fir die einzelnen Zyto-und Chemokine erwiesen
(Detektionslimit: 10" Kopien fur: IL-2, IL-6, MIP3-a, NFxB und ICAM-1 Standard,
102 Kopien fiir IL-1p und IL-1o Standard und 10°® Kopien beim SCYB-11-
Standard).

Die hochspezifische PCR-Detektion war durch die Verwendung von
Hybridisierungs-Sonden gesichert.

Die vorliegende Methode Iasst ein effizientes System zur Anfertigung von Zyto-

und Chemokin-Profilen erkennen, vor allem wegen seines hohen Durchsatz
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(25 Proben/ < 60 min) sowie dem Einsatz eines ausgedehnten Spektrums an

Zyto-und Chemokinen.

Dieses Verfahren lasst sich auch weiterhin im Labor fur die Forschung,
besonders auf dem Gebiet der allogenen Stammzelltransplantation und GVH-
Reaktionen, einsetzen.

Das derzeitige Ziel der Forschung besteht jedoch darin, diese duBerst sensitive,
schnelle, simple und effektive Methode fir die quantitative Analyse der
Expression vieler weiterer Zytokine, Chemokine, Transkriptionsfaktoren und
anderer Mediatoren des Zytokinnetzwerks zu nutzen, um Uber die Evaluierung
und Etablierung weiterer Zytokine und Chemokine einen besseren Uberblick

gewinnen zu kénnen und neue therapeutische Ansatze zu schaffen.
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