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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

1.1 Das humane Cytomeglievirus (HCMV)

Die HCMYV sind ubiquitar pathogene Keime, die ineziielzahl von Wirten
vorkommen. Die Isolierung des Virus gelang 195654&ine Morphologie im
Elektronenmikroskop und die Entdeckung, dass da®m@eaus einer doppelstrangigen
DNA besteht, fuhrten zur Einteilung des Virus ie éhamilie der Herpesviren.

Bisher sind mehr als 100 Herpesvirustypen bekai&; nur acht spielen wegen ihrer
Humanpathogenitat fir die Medizin eine wichtige IRol

Die Herpesvirusfamilie gliedert sich in drei Untergpen auf, wobei sich die Gruppen
hinsichtlich der Pathogenitat, dem Replikationsa#dn und der Art der befallenen
Wirtszelle unterscheiden.

Die Alfa Herpesviren stehen fur das Herpes simpliexs Typ 1 und Typ 2 und das
Varizella Zoster Virus, die Beta Herpesviren fis timane Cytomegalievirus, das
humane Herpesvirus 6 und 7. Als Gamma Herpesviexden das Epstein Barr Virus
und das humane Herpesvirus 8 zusammengefasst.

Wie alle Herpesviren hat auch das Cytomegalieveinsaus einer doppelstrangigen
linearen DNA bestehendes Virus Genom, das mit demws\Core assoziiert ist. Das
HCMV-Genom, das komplexeste aller bisher entdechtenanpathogenen Viren,
enthalt fast 250 Tausend Basenpaare.

Ein ikosaedrisches Kapsid umgibt das Core und wordder Virushulle zur Umgebung
abgegrenzt. In dieser Hulle befinden sich die farldteraktion mit der Wirtszelle
wichtigen Ankerproteine.

Die initiale Interaktion von HCMV mit der Zielzellkerfolgt Gber den Kontakt zwischen
den Hullproteinen, Glykoprotein B und Glykoproteamkplex gCll auf der
Virusoberflache und den Heparansulfaten auf ddoBetflache (Mocarski, 1996;
Compton, 1993). Das Kapsid gelangt in die Wirtszathd anschliel3end wird das
Genom mikrotubuligebunden in den Kern transpottigrer zirkularisiert die sonst
lineare DNA, bleibt aber isoliert von dem Genom Wértszelle.

Der zentrale Aspekt der HCMV-Pathogenese beruhtlaufnteraktion zwischen dem
Cytomegalievirus und verschiedenen antigenprasentien Zellen (APC) des Wirtes.

Die potentesten APCs des Menschen sind vor allelMadinozyten/Makrophagen und
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die dendritischen Zellen. Diese scheinen das haadplishe Ziel fir die

Cytomegalieviren darzustellen (Jahn et al., 1999).

1.2 HCMV-Erkrankung

1.2.1 Definition

Auf dem 4. Internationalen Cytomegalie Workshoparis 1993 wurde die HCMV-
Erkrankung wie folgt definiert:

HCMV-Enteritis: gastrointestinale Symptome wie Didy, Nausea und Emesis,
HCMV-Nachweis durch Histologie oder Immunhistolagie

HCMV-Hepatitis: abnorme Leberfunktion, Nachweis W@@MV in einer Leberbiopsie
durch Kultur oder DNA-Hybridisierung, typische hukigische Veranderungen.
HCMV-Pneumonie: Dyspnoe, interstitielle Infiltrata Rontgen-Thorax-Bild, positive

HCMV-Kultur aus der bronchoalveolaren Lavage (BAL).

Generell wird zwischen Primar— und Sekundarinfektioterschieden. Nach der
Primarinfektion persistiert das Virus lebenslangdnganismus an einem noch
unbekanntem Ort. Bei Vorliegen einer Immunsuppogskann das Virus endogen
reaktiviert werden und eine Sekundarinfektion bemvfen aber auch eine Reinfektion
mit anderen HCMV-Stammen kann erfolgen.

Die Ubertragung erfolgt hauptsachlich Giber Schmfektion oder durch direkten
Kontakt mit Infizierten. Als Erregerreservoir dienkeauptsachlich Blut, Speichel,
Tranen, Urin, Faeces, vaginales Sekret und Sperma.

Das Risiko fur eine Infektion ist besonders in z#kersgruppen hoch. Zunéchst sind
Kinder im Kleinkindalter gefahrdet, wobei die Ubagung vor allem tiber die Mutter
erfolgt. In der Bundesrepublik Deutschland undndexen vergleichbaren
Industrielandern werden etwa 25% der Sauglingeiath.

Die Infektionsrate steigt dann langsam bis zum emelHaufigkeitsgipfel an. Dieser
fallt auf das junge Erwachsenenalter bis zum 30ehsjahr. Hier erfolgt die
Infizierung hauptsachlich durch sexuelle Kontakte Alter von 20—40 Jahren betragt
die Durchseuchungsrate 50-60%.

Zudem variiert die Pravalenz der HCMV-InfektionAbhangigkeit der Lebensregion

und der sozialen Schicht. In Bevélkerungsgrupperudeeren soziobkonomischen
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Schicht ist die Rate der Primarinfektionen erh&ta¢no, 1986). In

Entwicklungslandern betragt schon im Kindesalter@urchseuchung nahezu 100%.

1.2.2 HCMV-Infektion bei Immunkompetenten

Klinisch kann eine Infektion sehr unterschiedligrlaufen. Die Inkubationszeit betragt
vier bis acht Wochen. Bei immunkompetenten Infigerbleibt eine HCMV-Infektion
Uberwiegend asymptomatisch. Eine Therapie ist mrdeisten Féllen nicht notwendig.
Selten kommt es zu mononukleose&ahnlichen Verlauiehymphknotenschwellung
und leichtem Krankheitsgefuhl. Seltene Komplikaginrsind Hepatitis, Pneumonien,

aseptische Meningitis und immunologische Verandgean

1.2.3 HCMV-Infektion in Risikogruppen

Von der klassischen Epidemiologie und Klinik in @édgemeinen Bevolkerung muss
deutlich die spezielle Epidemiologie und KlinikiRisikogruppen unterschieden
werden. Ist die Immunitat des Wirts durch Unreifd&kompetenz oder Suppression des
Immunsystems herabgesetzt, gilt die primare wid aeaktivierte Infektion als
geflrchtete opportunistische Infektionskrankheit.

Bei Neugeborenen, die an einer Immunschwache letddfInfizierten und
Transplantationspatienten sind fulminante Kranlgveitiaufe mit letalem Ausgang
keine Seltenheit (Khare et Sharland, 2001).

Durch die Zytopathogenitat des Virus werden hawhiséh Lunge, Leber, Pankreas
und Niere angegriffen. Nicht selten mindet eine HCMfektion in einem
Multiorganversagen (Bissinger et al., 2002).

Eine HCMV:-Infektion ist in diesen Patientengruppemmer therapiebedurftig.

1.2.3.1 Neugeborene

Das HCMV ist der haufigste Erreger pranataler Ihéelen. Zu einer pranatalen
Infektion kommt es in circa 1% der Geburten woliéi dieser Neugeborenen klinische
Symptome zeigen. Dabei sind vor allem die durcle &nmarinfektion einer
seronegativen Mutter hervorgerufenen, pranataltskie besonders schwerwiegend.
Die Neugeborenen leiden dann nicht selten am Mdltter pranatalen Infektion mit
geringem Geburtsgewicht, Mikrozephalie, Hydrozepbaintraventrikuléaren

Verkalkungen, Labyrinthitis, Hepatitis, Hepatosmeregalie, hAmolytischer Anamie,
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Thrombozytopenie, prolongiertem lkterus und einégristitiellen Pneumonie (Seige
1995; Wright 1973; Weller 1971). Relativ haufigiblen bei infizierten Neugeborenen
Spatschéaden in Form von geistiger Retardierungbfeitiund Konvulsionsanfalligkeit
zurtck.

Die perinatalen und postnatalen Infektionen dunéiziertes Zervikal- und
Vaginalsekret, Muttermilch und Trépfcheninfektioerlaufen dagegen meist klinisch
stumm. Wéahrend die Infektion bei reifen Neugebonemeist asymptomatisch verlauft,
haben Frihgeborene auch nach postnataler Infe&iionohes Risiko, an einer HCMV-
Infektion zu erkranken.

Bei bis zu 20% aller Schwangerschaften treten S#kuroder Reinfektionen der
seropositiven Mutter auf. Es kommt aber nur setteriner Ubertragung der Infektion

auf das Kind. Diese fuhrt kaum zu einer klinischamifestation.

1.2.3.2 AIDS-Patienten

Bei HIV-Patienten gehort die HCMV-Infektion, v.a. der Spatphase der Erkrankung,
zu den haufigsten opportunistischen Infektioneniskéas handelt es sich um eine
endogene Reinfektion mit HCMV, da durch die Grukdmnkung die CD4-
Lymphozytenzahl herabgesetzt und somit die Immuedipwstark reduziert ist. Im
Vordergrund steht eine bis zur Erblindung fihreRa¢initis. Selten manifestiert sich
die Infektion an der Leber und Lunge (Drew 1992t al., 1988).

1.2.3.3 Transplantierte Patienten

Infektionen mit dem HCMV stellen fur Patienten nather Transplantation eine grol3e
Gefahr dar (Halwachs-Baumann et al., 2001; EingeteHebart, 1999). Die Patienten
kénnen schwere Verlaufe der HCMV-Infektion mit aldiadem Fieber, Leukopenie,
Thrombozytopenie, atypische Lymphozytosis und eidrdheberwerten zeigen.
Zusatzlich fuhrt die HCMV-Infektion moglicherweige einer Inhibition des
Immunsystems. Dies ist insofern fatal, da das Imsyst@m schon durch die
Hochdosischemotherapie vor der Transplantatiok ggaschwacht ist.

Diese Inhibierung des Immunsystems wird durch damrhenden Effekt des HCMV
auf die, von den Monozyten abstammenden, unregfigiigenprasentierenden,

dendritischen Zellen hervorgerufen (Grigoleit ef 2002).
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Trotz Reduktion der Mortalitatsrate von 85% untespezifischer Therapie auf 30-40%
durch kombinierte Gabe von Ganciclovir und Immuibglinen, zahlt die interstitielle
Pneumonie in diesem Patientenkollektiv zu der gétidsten Form der HCMV-
Erkrankung. Es erkranken 20-30% der HCMV-infiziariatienten (Meyers et al.,
1986; Nguyen et al., 1999).

Weitere lebensgefahrliche Komplikationen der HCM¥ektion sind gastrointestinale
Infektionen mit Gefahr einer Perforation und eirephititis.

Die Wahrscheinlichkeit einer HCMV-Infektion nachoglener
Knochenmarkstransplantation betragt 32—70 %, inrdeisten Studien zwischen 40-
50% (Hebart et al., 1998; Britt und Alford, 1996).

Dabei erkranken nach Meyers et al. (1986), Milteaile(1986), Trenschel et al. (2000)
und Wingard et al. (1990) 40% der seronegativend@® der seropositiven Patienten
bzw. Patienten mit einem seropositiven Spender@ni¥.

Das Infektionsrisiko hangt vom HLA-Status (Lanirtaag, 1993), von der
ViruslasthohgGor et al., 1998), von der Transplantationsart @teéet al., 2001), vom
transplantierten Organ, von der Lange und Art denunsuppression (Ho, 1991,
Meyers et al., 1982; Meyers et al., 1986; Milleakt 1986; Weiner et al., 1986;
Wingard et al., 1988; Wingard et al., 1990), von @gHD-Reaktion und entscheidend
vom serologischen Status des Spenders und des Bgepsab.

Das Infektionsrisiko ist bis 4 Monate nach der Baantation am hdchsten.

1.3 Allogene Stammzelltransplantation

Nach einer Hochdosischemotherapie werden den Ratiezur Rekonstruktion der
Hamatopoese und des Immunsystems, pluripotenten®talten aus dem Knochenmark
(allogene Knochenmarkstransplantation) oder naichukition der Blutbildung, aus
dem peripheren Blut (allogene Blutstammzelltransjaiaon) infundiert (Einsele und
Kanz, 1999). Bei der allogenen Transplantation stamdie Zellen von einem Spender,
der idealerweise dem Empfanger genetisch idenisscDies ist nur bei eineiigen
Zwillingen der Fall. Es wird versucht, bei naherrWandten, v.a. bei den Geschwistern
des Empfangers, den geeigneten Donor zu findehkeistgeeigneter Familienspender
vorhanden, so wird ein nichtverwandter Spendergdaetisch dem Empfanger
weitgehend ahnlich ist, gesucht.
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Indikationen fur eine allogene Stammzelltransplaoesind die akute
lymphoblastische Leukamie, die akute myeloischekBeue, die chronische
myeloische Leukadmie und myelodysblastische Syndrome

Gefahren der allogenen Stammzelltransplantatioh sog. Graft-versus-Host
Reaktionen (GvHD), bei der immunkompetente Zelles 8penders gegen
Empfangerzellen reagieren. Durch die prophylakgsGlabe von Immunsuppressiva
wird versucht, diese Abstol3ungsreaktion zu vernmeidadem werden
Gewebstypisierungen von Spender und Empfanger defihrt. Umso grof3er die
Ubereinstimmung, desto seltener und diskreter diedu erwartenden
Nebenwirkungen der Transplantation.

Der aussagekraftigste und somit bedeutendste Paabe der Gewebstypisierung ist
der Humane-Leukozytenantigen-Komplex (HLA-KompleR)ese auf allen
kernhaltigen Zellen befindlichen Oberflachenprotesmd im héchsten Masse fur die
Vertraglichkeit bzw. fir die AbstoRungsreaktionargwvortlich und werden deshalb
auch Histokompatibilitdtsantigene genannt. DaskiRisiner Abstol3ung ist proportional
zu den Unterschieden des HLA-Komplexes. Nur bezreimohen HLA-Identitat

zwischen Spender und Empfanger ist eine Spendechogl|

Die durch die Hochdosischemotherapie vorbehand&iepfanger sind einem hohen
Infektionsrisiko ausgesetzt. Der langanhaltende umaefekt der T- und B-
Lymphozyten fuhrt zu einer besonders hohen Infélitbgkeit gegentiber Pilze, Viren
und Bakterien. Diese Infektionen nehmen haufigrefitdminanten Verlauf und sind
schwer zu beherrschen.

Einen lebensbedrohlichen Verlauf kann die HCMV-ktilen in der Aplasiephase
auslosen. Vor allem die interstitielle Pneumonie,Hepatitis und die ulzerative Collitis
gehen in dieser Phase mit einer hohen Letalitétegin

Eine Studie von Schetelig et al. (2003) konnte ghdaufzeigen, dass die Inzidenz einer
HCMV-Erkrankung bei stammzelltransplantierten R#gea nicht maf3geblich von der

Konditionierungstherapie abhangt.

1.4 Autologe Stammzelltransplantation

Bei der autologen Stammzelltransplantation istREgrent sein eigener Spender. Es

handelt sich um eine neuere und schonendere Theeaaj@nte, bei der die Suppression
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der Knochenmarksfunktion durch die Chemotherapikiiret ist. Die autologe
Stammzelltransplantation kommt in der Therapie keakamien, soliden Tumoren und
Lymphomen zum Einsatz.

Vor der Entnahme der Stammzellen aus dem periptlidtgrdes Patienten, wird die
Zellbildung durch eine Mobilisierungschemotheraguech Zytokine erreicht. Die
entnommenen Zellen werden dann speziell aufbergiigtvon schadlichen Zellen
befreit. AnschlieRend werden sie dem Patienteneaviedgefuhrt.

Auch bei dieser Form der Stammzelltransplantatiehtsals unerwinschte
Nebenwirkung die Pradisposition fur Virusinfektionien Vordergrund (Hoffman et al.,
2001).

1.5 Diagnostik

Aufgrund der vielfaltigen Manifestationsformen d€MV-Infektion, ist eine rein auf
das klinische Bild basierende Diagnostik nicht ngigl

Spezifische Tests sind nétig, um eine Infektionhzagveisen, wobei neben dem
qualitativen Erregernachweis, die quantitative Ride eine entscheidende Rolle
einnimmt (Caliendo et al., 2001). Den indirektentheen in Form von
virusspezifischen Antikdrpern stehen verschiedeedahren des direkten

Virusnachweises gegeniber.

Der indirekte Nachweis einer HCMV-Infektion gelingit Hilfe der Serologie.

Fur eine Infektion sprechen der spezifische IgM{iNeeis und ein IgG-Titer-Anstieg
(Doerr, 1998). Aufgrund der gestérten humoralerwiamt nach einer Transplantation
kann bei Immunsupprimierten auf Antikbrpertestsungen von
Virusdirektnachweisen verzichtet werden (Apperlegle 1989). Die Methode wird
allerdings regelmafig vor einer Transplantationesvendet, um den Immunstatus bei
Spender und Empfanger festzustellen.

Mit ELISA, Komplement-Bindungs-Reaktion, Latexagfghation, Immunoblot und
Immunfluoreszenz stehen verschiedene Testmethadgehuswahl.

Die direkte Anzucht von HCMV aus embryonalen Fildagben aus Urin,
Rachenspulwasser, Blut, Muttermilch und Gewebelopsittels Kultur war fir lange
Zeit die Methode der Wahl in der HCMV-Diagnostik.der Regel entwickelt sich der
cytopathogene Effekt nach 5-7 Tagen, nicht selbam arst nach 6 Wochen. Diese
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Zeitspanne hangt von der Viruskonzentration desN&s ab. Die morphologische
Unterscheidung der HCMV-Zellen gegeniiber den amddexpesviren gelingt
eindeutig.

Die prognostische Bedeutung einer positiven Viigsung fiur die Entwicklung einer
symptomatischen HCMV-Erkrankung hangt vom unterterciMaterial ab. Einerseits
scheiden immunsupprimierte Patienten und Kindeiiass nicht selten im Speichel
oder Urin aus, ohne jemals symptomatisch und sthrarapiebedurftig zu werden,
andererseits ist aber bei dem Nachweis von HCMBiapsiematerial und BAL, wegen
hoher Wahrscheinlichkeit einer Organmanifestatene Therapie notwendig.

Um den Test zu beschleunigen, wird das shell wshy eingesetzt. Dabei wird durch
Zentrifugieren der Proben auf Fibroblasten einestiére Infektion und eine héhere
Infektionsrate erreicht.

Heutzutage ist es auch moglich, infizierte Zellattets indirekter Immunfluoreszenz
qualitativ nachzuweisen. Dabei kann die Analysedaué€24-48 Stunden verringert
werden (Paya et al., 1987; Schirm et al., 1987).

Die zurzeit am gangigsten verwendeten Testsystemdedsr Virus-DNA-Nachweis
mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR), der pp®&igienamie-Assay und die
Nucleic-Acid-Sequence-based Amplification (NASBA&A)mpton, 1991,

Malek et al., 1994). Mit NASBA gelingt die Verviéltigung von
Nukleinsauresequenzen und die Amplifikation von R\NAn Gemen et al., 1993). Der
Nachweis der vervielfaltigten mRNA des HCMV erwgsh in ersten Studien als
erfolgversprechend (Blok et al., 1998; Hebart gt24102).

Die PCR und der pp65-Antigenamie-Assay sind hoddiserund ermoglichen den
quantitativen HCMV-Nachweis schon vor dem Auftretlem ersten Symptome (Einsele
et al., 1991; Nitsche et al., 2000) und dadurclk eriemptive Therapie (Hebart et al.,
2002).

Das virale pp65 Antigen wird mit Hilfe von monokken Antikérpern nachgewiesen.
Die mRNA des pp65 wird in der Spatphase der HCMpiRation gebildet und eignet
sich dabei besonders fur Verlaufs- und Therapietidien nach allogener

Stammzelltransplantation (Blok et al., 1998).
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Die Zahl der nachgewiesenen pp65-positiven Zelanelkiert mit dem Risiko einer
HCMV-Erkrankung und erlaubt eine bessere progndstishussage bezuglich einer
HCMYV assoziierten Erkrankung als der direkte Virasmwveis (Boeckh et al., 1992;
Erice et al., 1992). Ein zusatzlicher Vorteil lielgtrin, dass fur die Durchfiihrung der
Detektion bei dieser Methode lediglich ein Mikropkand eine Zentrifuge notwendig
sind.Der pp65-Antigenamie-Assay ist jedoch in seinerdbtithrung relativ aufwendig
und zeitintensiv.

Dagegen fihrt die mittlerweile vollautomatische wtahdardisierte PCR-Methode
mittels CMM alle Schritte der HCMV-DNA-Vermehrungt@amatisch durch. Lediglich
die Vorbereitungen missen noch manuell ausgefignden. Die quantitative PCR
entspricht zudem den hohen Ansprichen an Sendgitiuitd Spezifitat (Cortez et al.,
2003; Weinberg et al., 2000).

Fir die Zukunft ist deshalb zu erwarten, dass dimutomatischen PCR-Methoden den
diagnostischen Goldstandard fur die HCMV-Diagnodakstellen werden (Razonable
et al., 2001; Kearns et al., 2001). Nachteilig siir@hohen Kosten, die die nétigen
wochentlichen Screeningverfahren auf HCMV erschwere

1.6 HCMV-Therapie

Fur die Manifestation einer HCMV-Erkrankung ist ¢Héhe der Viruslast des
Infizierten ausschlaggebend. Bei Immunsupprimieigefiir die Prognose der
Erkrankung ein friihzeitiger Therapiebeginn entsttied (Einsele et al., 1999

Zur Erkrankungsprophylaxe stehen bis dato keingggeten Therapeutika zur
Verfuigung.

Die in klinischen Studien erprobten Vakzine mit dattenuierten Laborstamm HCMV-
Towne, mit rekombinanten attenuierten Laborstamorehmit HCMV-
Subunitvakzinen fuhrten nicht zum erhofften Erfolg.

Als wirksame prophylaktische Malinahme bei Trang@eaen wird streng darauf
geachtet, dass seronegative Patienten einen satoeegSpender und HCMV-negative

Blutprodukte erhalten.
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Bei Immunsupprimierten werden derzeit zwei Thersipategien, die Chemoprophylaxe
und die préemptive Therapie, angewandt, um eine M@Mektion zu vermeiden bzw.
einzuddmmen (Stocci, 1999).

Die praemptive Therapie, d.h. eine frihintervergimantivirale Therapie, beginnt,
sobald ein HCMV-positiver Laborbefund vorliegt. Kische Symptome werden nicht
abgewartet. Durch diese Therapieform kann in deistereFallen ein Ausbruch der
Erkrankung verhindert werden (Mori et al., 2000).

Moglich ist die Kombination der praemptiven Thempiit Immunglobulinen. Vor
allem in der Therapie der interstitiellen Pneumdraésich die gleichzeitige Gabe von
Virostatika (Ganciclovir) und Immunglobulinen bewg{Bratanow et al., 1987,
Emanuel et al., 1988; Winston et al., 1991). Imntoingline als Monotherapeutikum
zeigen im Vergleich zu den eingesetzten Virostgekimch eine deutlich geringere
Wirksamkeit.

Die andere Therapiestrategie, die Chemoprophykrkalten seropositive Patienten
bzw. Patienten mit einem seropositiven Spender &t V-positiven
laborchemischen Befund und ohne klinische Anzeiahear Erkrankung. Diese
vorbeugende Maflinahme wird bis 100 Tage nach Tramispion durchgefihrt.
Nachteilig zeigte sich eine nach Beendigung derdjie (nach Tag 100) auftretende
HCMV-Spatinfektion (Einsele et al., 2000).

Limitierender Faktor beider Mal3nahmen sind die lgdighen Nebenwirkungen der
eingesetzten Medikamente, die eine Langzeitthe(&3id/lonate) erschweren und
immer haufiger auftretende therapieresistente Ké{dmou, 2001; Emery und Griffiths,
2000; Emery, 2001; Erice, 1999; Gilbert et al., 208ebart et al., 1998; Ketteler et al.,
2000; Limaye et al., 2000).

Es bewéhrte sich eine risikoangepasste Therapieebentsprechend der Hohe der
Viruslast die Medikamentendosis gesteigert oddvddwlten wurde (Mori et al., 2000;
Mori et al., 2002).

Gegenwartig werden in der HCMV-Therapie bei KMTiBaten hauptsachlich
Ganciclovir (Atkinson et al., 1998) und Foscarrétlfart und Einsele, 1998)

eingesetzt. Alle anderen, hier im Folgenden autyaéin Virostatika, sind Gegenstand
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der Forschung aber noch nicht auf dem Medikamerdekirfiir die HCMV-Therapie
zugelassen.

Von den eingesetzten Virostatika ist Ganciclovirlz@sten beschrieben. Es hemmt
selektiv die Replikation von HCMV. Ganciclovir kanar i.v. verabreicht werden. Als
Monotherapie bewéhrte sich Ganciclovir v.a. beidlech die HCMV verursachten
Hepatitis und Duodenitis (Ahn et al., 1999). Bei HEEMV-Pneumonie zeigte die
Kombinationstherapie mit Immunglobulinen eine h@&firksamkeit (Bratanow et al.,
1987; Emanuel et al., 1988; Winston et al., 19P18.prophylaktische Verabreichung
von Ganciclovir zeigte in einer Arbeit von Vermaakt(2003) eine gunstige
Auswirkung auf die HCMV-Infektions- und Erkrankumgte. Therapielimitierend kann
sich die durch Ganciclovir hervorgerufene Panzytigpauswirken, da durch diese
opportunistische Infektionen begunstigt werden ($46n et al., 1993).

Das neuere Valganciclovir, ein Prodrug des GaneiGlgann im Gegensatz zu
Ganciclovir oral verabreicht werden. Die Nebenwitgan beider Medikamente sind
ahnlich, auch im Bezug auf die gefurchtete NeutnggpeGegenwartig ist das
Valganciclovir jedoch nur bei HCMV-bedingter Retigibei Aids-Kranken zugelassen,
da keine Therapieschemata fur Organtransplangerstieren.

Bei Nichtansprechen oder Resistenzen auf Gancralmd bei durch Ganciclovir
hervorgerufener Unvertraglichkeit wird das Virodtain Foscarnet eingesetzt (Aschan
et al., 1992; Bowden et al., 1991). Nach allog&8tammzelltransplantation zeigte die
praemptive Therapie einer HCMV-Infektion mit Fostairdie gleiche Effektivitat wie
die Behandlung mit Ganciclovir, jedoch kam es udirTherapie mit Foscarnet
seltener zu Blutbildveranderungen (Neutropenieu@ler et al., 2000).

Nach dem Case-Report von Ohta et al. (2001) kdAosearnet bei Ganciclovir-
resistenten HCMV erfolgreich eingesetzt werdenwBade eine wahrend einer
Ganciclovirtherapie entstandene HCMV-Retinitis Folscarnet eingedammt.
Foscarnet wird durch seine Nephrotoxizitat limitier

Um die Entstehung resistenter HCMV-Stamme und sthiébenwirkungen zu
vermeiden, empfiehlt sich die Verabreichung vondaoset und Ganciclovir in
Kombination (Bacigalupo et al., 1996; Jacobson.efl894; Manfredi et al., 1996).
Cidofovir, das schon gegen die HCMV-Retinitis béVHnfizierten erfolgreich

eingesetzt wird, findet neuerdings auch Verwendysmgen HCMV-Infektionen bei
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stammezelltransplantierten Patienten. Es zeigténreimderate renale und
gastrointestinale Nebenwirkungen (Platzbecker.ef@01).

Andere Studien wiesen dem Medikament jedoch nepkisathe Wirkungen nach und
empfahlen die Verabreichung nur bei Nichtansprech#rie herkdmmliche Therapie
mit Ganciclovir und Foscarnet (Lea und Bryson, 2996ngman et al., 2001; Khare
und Sharland, 2001).

Mit Valacyclovir, das 2002 in einer randomisiertdoppelblinden, Acyclovir-
kontrollierten Multicenterstudie bei KMT-Patientantersucht wurde, steht
moglicherweise in baldiger Zukunft ein neues Medikat zur Verfligung.

Das oral verabreichte Valacyclovir konnte in dieStrdie die Inzidenz einer HCMV-
Infektion signifikant effektiver senken als dasl@imgenommene Acyclovir (Ljungman
et al., 2002; Vusirikala et al., 2001).

Einsele et al. zeigten in einer Studie (2002) gdeérsprechende Ergebnisse auf dem
Gebiet der T-Zellimmuntherapie. Dabei wird die ainéile Therapie mit einer
Immuntherapie mit HCMV-spezifischen zytotoxischeZdllen ergénzt. Diese
Methode ist jedoch sehr zeit- und kostenintenstv deshalb gegenwartig nur in einigen
Zentren durchfuhrbar (Meijer et al., 2003).

1.7 HCMV-Therapieschema der Universitatsklinik Tabingen

An HCMV erkrankte Patienten wurden an der Univétsklinik Tubingen mit einer
Kombination aus Ganciclovir und HCMV-Hyperimmungldin behandelt. Patienten
ohne klinische Symptomatik, jedoch mit zwei aufeier folgenden positiven HCMV-
Befunden wurden praemptiv mit Ganciclovir therapiBiese Frihtherapie begann
innerhalb von 48 Stunden in einer Dosis von 2x 2kané(G i.v. fur zwei Wochen
(Einsele et al., 1995). Die Therapie wurde naciidgen, bei negativem HCMV-
Befund, abgesetzt. Waren jedoch noch weiterhin HQM¥itive Ergebnisse
vorhanden, wurde eine Erhaltungsdosis von 1x 6 o4& i.v. taglich an 5 Tagen der
Woche fur weiter 14 Tage verabreicht.

Als Alternative zu Ganciclovir wurde Foscarnet @sgtzt. Vorrausetzung war eine
blande Nierenfunktion. Die Induktionsdosis von 6@/kg 12-stindlich i.v. wurde fur
14 Tage verabreicht. Bei persistierender HCMV-Itifak wurde die Foscarnet-Gabe in
einer Erhaltungsdosis von 90 mg/kg i.v. fur weitkdeTage fortgefiihrt.
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1.8 Studiendesign und Fragestellung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Etablieguiner sensitiven, schnellen und
glinstigen quantitativen PCR-Methode mittels denht@ycler PCR (LC) fur die
HCMV-Diagnostik und ihre Evaluierung bei Patienteach allogener
Knochenmarkstransplantation.

Zu diesem Zweck entwickelte unser Labor ein Prid@endenpaar fur den LC (LC A).
Es sollte gepruft werden, ob der LC A allen Anfordegen an ein neues Verfahren zur
Diagnostik (beginnende Viramie, Infektionsverlaufid Therapiemonitoring
(Resistenzen, Ubertherapien) fir HCMV geniigt. Esigte eine Gegeniiberstellung der
LC A-Ergebnisse mit den Ergebnissen der kommereréidiltichen standardisierten
quantitativen PCR-Verfahren mittels COBAS Ampli€ivlV Monitor (CMM) (Roche,
Mannheim) und der hauseigenen In-House PCR.

Zusatzlich verglich diese Arbeit die Ergebnisse ldésA mit einer schon publizierten
LC-Methode (LC B), die von Schaade et al. (200@cheieben wurde.

So wurden die wochentlichen Blutproben zunéchsilfghim CMM und durch unsere
hauseigene semiquantitativen In-House PCR auf H@eitéstet. AnschlieRend wurden
die HCMV positiven Proben im LC A und LC B analysie

Zudem sollten praktisch relevante TesteigenschafterDurchfuhrbarkeit,

Zeitdauer, Fehlerquote und klinische Relevanz deé\lbewertet werden.

Es stellte sich die Frage, ob der LC A tatsachlictler Lage ist, die herkdbmmlichen
Verfahren zu ersetzen oder zu erganzen.

Anhand von der Auswertung klinischer Daten ausPatentenakten und dem
Vergleich mit den mittels LC A gemessenen Virugastollten zudem zwischen
klinischem Verlauf und messbaren Parametern Zusainamge erarbeitet werden. In
diesem Rahmen wurden die Transplantationsmodalig&fl ransplantationsserologie

und die Maximalviruslast mit dem klinischen Verlanfverbindung gesetzt.

In keinem Fall wurde der LC zu Therapieentscheiduegngezogen.
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2 PATIENTEN UND METHODEN

2.1 Patientenkollektiv und Probenanzahl

Im Zeitraum zwischen dem 01.05.2000 und dem 01004. 2vurden insgesamt 540
Blutproben von 95 Patienten nach myeloablativerdpie und anschliel3ender
allogener Stammzell- bzw. Knochenmarkstransplaomatn CMM auf HCMV
untersucht.

Bei dieser prospektiven Studie wurden die Patiemteler Regel ab dem Tag der
Transplantation bis 100 Tage nach Transplantatidchentlich klinisch auf Zeichen
einer HCMV-Infektion untersucht. Zeitgleich wurdktorchemische
Blutprobenanalysen veranlasst.

In der Arbeit wurde nur Patienten die 4 oder met@oben abgegeben haben,
bertcksichtigt. Diese Anforderung erfillten 45 Paten (392 Proben). Diese wurden
fur die weitere Verlaufsbeobachtung herangezogerbDuirchschnitt wurden pro Patient
9 (8,7) Proben gesammelt.

Alle Proben stammten von Patienten der Medizinisdkienik und Poliklinik der
Eberhard-Karls-Universitat in Tubingen, Abteilummére Medizin II.

Folgend sind die Daten der 45 Patienten tabellazssammengestellt (Tabelle 1).
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Anzahl
Geschlecht mannlich 23
weiblich 22
Alter in Jahren Spannweite 18-60
Durchschnitt 40,5
Grunderkrankung AML 16
CML 7
ALL 7
Plasmozytom 5
Non-Hodgkin Lymphom 1
Hodgkin-Lymphom 1
MDS 2
MDS&AML 1
Aplastische Anamie 1
Myelom 1
Osteomyelofibrose 1
Nierenzell-Ca 1
Myelodysplast. Syndrom 1
Transplantation fremd-allogen 24
verwandt-allogen 21
Stammzellen Knochenmark 22
Periphere Blutstammzellen 23
Serologischer Status vor Tx|  Spender + / Empfanger + 30
Spender + / Empfanger - 2
Spender - / Empfanger + 7
Spender - / Empféanger - 6
Beobachtungszeitraum in | Spannweite 35-342
Tagen Durchschnitt 100,7

Tabelle 1: Patientendaten
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2.1.1 Konditionierungstherapie

Eine Konditionierungstherapie, bestehend aus Haibdeemotherapie und eventuell
einer Ganzkdrper-Bestrahlung, war die Voraussetfiindie allogene
Stammzelltransplantation bei allen in diese Stadigenommenen Patienten.

Die Patienten erhielten entweder eine myeloablaikemotherapie mit Busulfan (4x
1mg/kg KG Tag -7 bis -4) und Cyclophosphamid (2x&fkg KG Tag -3 bis -4) oder
eine fraktionierte Ganzkorperbestrahlung (GD 12 EY,2 Gy, 2x 2 Gy Tag -6 bis -4)
kombiniert mit Cyclophosphamid (2x 60 mg/kg KG T-&gis -2).

2.2 Prinzip der HCMV-PCR

Seit 1985 ist die PCR eine bekannte Technik zuvi¢#éltigung von DNA-Sequenzen
(Saiki et al., 1985). Mittlerweile gehort die Mettezur Routinediagnostik und lauft

vollautomatisch ab.

Die Zielnukleinsaure wird mit Hilfe von thermosthdn DNA-Polymerasen und fur die
Zielsequenz spezifischen Primern (kurze Oligonuidie) exponentiell vermehrt
(amplifiziert). AnschlieRend wird die amplifizier2NA mit spezifisch an die Sequenz
bindenden Sonden (Hybridisierung) nachgewiesen.

Ein wesentlicher Vorteil dieser Methode ist die Mélgkeit, die Virusnukleinséaure
qualitativ und quantitativ nachzuweisen. Immer ma#igt sich die Bedeutung der
quantitativen Erfassung fur Verlauf, Klinik und Tapie der HCMV-Infektion.
Zusatzlich sprechen eine hohe Sensitivitat und iB@e4ir dieses Verfahren (Machida
et al., 2000; Quamruddin et al., 2001; Yakushiplet2002; Griscelli et al., 2001,
Rollag et al., 2002).
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2.3 Verwendete Testsysteme

2.3.1 COBAS Amplicor CMV Monitor

2.3.1.1 Geréat und Materialien

Geratebeschreibung des COBAS Amplicor CMV MonitoMM)

Der CMM ist die erste kommerziell verfugbare, vatlamatische und standardisierte
PCR-Methode, mit der eine quantitative Viruslastioesiung maoglich ist. Der CMM
besteht im Wesentlichen aus 8 Baueinheiten:

In dem Thermozyklermodul haben 2 A-Ringe und zweteRtionspositionen zur
Aufnahme von zwei zusétzlichen A-Ringen Platz.

Der Reagenzienrack enthalt den Reagenzienvornatjideinen Lauf bendtigt wird.
Ein Transfermechanismus dient als automatischetiipgation und D-Klvetten-
Transferkopf.

Der Inkubator (37 °C) ist fur die HybridisierungduBetektion notwendigen
Temperatureinstellungen wesentlich.

Die D-Kuvetten-Plattform tragt drei Racks mit je KOvetten.

In der Waschstation werden die Mikropartikel mitfelvon Magneten, Resuspensions-
und Absaugspitzen geschnitten, gewaschen und resdigpt.

Der Photometer dient zur Messung der optischentBidar Farbreaktion.

Die Benutzerschnittstelle besteht aus Tastatur, I00Eplay, Barcodeleser, Drucker
und einer seriellen RS-232C-Schnittstelle fur €if.LSie dienen der Ein- und
Ausgabefunktion des Analyzers.

Verwendete Gerédte und Gebrauchsmaterialien undBiereqgsquelle

In der Tabelle 2 sind die fur den Versuch verweedé&terate und Reagenzien
aufgefuhrt.
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Gerate / Materialien

Bezugsquelle

COBAS Amplicor CMV Monitor RS 232

Roche Diagnosti®gstems,
Branchburg, NJ, USA

Computer

Software-Programm

Compag Presario

Pentium IlI

Roche Diagnostic Systems, Inc.

Branchburg, NJ, USA

Drucker Laser Jet Il

Hewlett Packard, Miinchen

Pipetten
Multipetten 4780

Varipetten 4810 (10,100, 1000ul)

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Vortex-Genie 2

Bender & Hobein, Rottenburg

Sterilbank LaminAir, HBB2448

Heraeus, Hanau

Zentrifugen
Biofuge A
Centrifuge 5402

Heraeus, Hanau

Eppendorf, Hamburg

COBAS Amplicor CMM
Probenaufbereitungskit
Nr: 07 6478 7

Roche Diagnostics, Mannheim

COBAS Amplicor CMM
Amplifikationskit
Nr: 11 1026 8

Roche Diagnostics, Mannheim

COBAS Amplicor CMM Detektionskit
Nr: 07 6479 5

Roche Diagnostics, Mannheim

COBAS Amplicor CMM Kontrollkit
Nr: 111024 1

Roche Diagnostics, Mannheim

COBAS Amplicor CMM Detektionskit
generic
Nr: 07 5747 0

Roche Diagnostics, Mannheim

COBAS Amplicor CMM A-Ring 24-Box
Nr:10 4563 6

Roche Diagnostics, Mannheim
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Gerate / Materialien

Bezugsquelle

COBAS Amplicor CMM Detektion Rack
12- Box
Nr: 10 4564 4

Roche Diagnostics, Mannheim

COBAS Amplicor CMM Waschpufferkit
Nr: 07 5989 9

Roche Diagnostics, Mannheim

COBAS Amplicor CMM Konjugat-Kit
Nr: 07 6421 3

Roche Diagnostics, Mannheim

Ethanol 100%

Merck, Darmstadt

Ethanol 96%

Merck, Darmstadt

Isopropylalkohol

Merck, Darmstadt

Latexhandschuhe, Satin Plus

Safeskin, San Diegé, US

Polypropylenréhrchen

Becton Dickinson, Lincoln PaJlSA

Tabelle 2: CMM: Gerate und Materialien mit ihrer Bggquelle
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Bestandteile der Reagenzien

Die jeweiligen Bestandteile und ZusammensetzungerRéagenzien werden in der

nachfolgenden Tabelle 3 aufgefuhrt.

Reagenzien

Bestandteile

CMV Monitor Lysereagenz (CMM LYS)

Tris-HCI Puffer
68% Guanidinethyocyanate
3% Dithiothreitol
< 1% Glycogen

CMV Monitor Quantifizierungsstandard
(CMM QS)

< 0,001% Nicht infektiose Plasmid
DNA

< 0,005% Poly rA RNA (synthetisch)
EDTA

0,05% Sodiumazid

CMV Monitor Probendiluent (CMM DIL)

Tris-HCI-Puffer
< 0,005% Poly rA RNA (synthetisch)
EDTA
0,05% Sodiumazid

CMV Monitor Dextranblau (CMM DB)

< 0,4% Dextranblau
0,05% Sodiumazid

Humanplasma (NHP)

Humanplasma
0,1% ProClin® 300

CMV-Negativkontrolle (CMV (-) C)

<0,005% Poly rA RN
EDTA
0,05% Sodiumazid

Leicht positive CMV-Kontrolle
(CMVL(+)C)

<0,001% Nicht infektiose Plasmid
DNA

<0,005% Poly rA RNA

EDTA

0,05% Sodiumazid
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Reagenzien

Bestandteile

Stark positive CMV-Kontrolle
(CMV H (+) C)

<0,001% Nicht infektiose Plasmid
DNA

<0,005% Poly rA RNA

EDTA

0,05% Sodiumazid

CMV Monitor MasterMix (CMM MMX)

< 0,01% Nukleotid¢dNTPs): dATP,
dGTP, dUTP, dCTP

Magnesium

< 0,01% AmpliTag® (Tag-Polymerast
< 0,01% AmpErase®

Puffer: Erhaltung und Einhaltung des
richtigen pH-Wertes und
Salzkonzentration.

LC 342 und LC 383 (biotinylierte
Primer)

0,09% Sodiumazid

CMV Monitor Magnesium LAsung Magnesium
(CMM Mg2+)
Amplifikationsverdiinnungsreagenz (AD3) EDTA
0,8% Sodiumhydroxid
CMV Probensuspension 1 (VM PS1) MES Puffer

<0,5% Dynabeads®-LOdsung
0,09% Sodiumacid

CMV Probensuspension 2 (VM4)

Sodium Phosphat Puffer
<0,2% Detergent
24,9% Sodium thiocyanat

Quantifizierungsstandardprobe 1 (VQ PS1

MES Puffer
<0,1% Dynabeads®-Ldsung
0,09% Sodiumacid

\1%4
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Reagenzien

Bestandteile

Quantifizierungsstandardprobe 1 (VQ4)

Sodium PhatspPlffer
<0,2% Detergent
24,9% Sodiumthiocyanat

Denaturierungslosung (DN4)

1,6% Sodiumhydroxid
EDTA
Thymolblau

Avidin-Meerrettich-Peroxidase-Konjugat
(CN4)

Tris-HCI Puffer

< 0,001% Avidin-Meerrettich-
Peroxidase-Konjugat
Rinderserumalbumin

Emulsit 25

0,1% Phenol

1% ProClin 150

Substrat A (SB3)

Citratlésung
0,01% Wasserstoffperoxid
0,1% ProClin 150

Substrat B (SB)

0,1% 3,3",5,5 Tetramethylbenzidin
(TMB)
40% Dimethylformamid (DFM)
0,1% ProClin 150

Waschpuffer (WB)

< 2% Phosphat Puffer
< 9% Sodiumchlorid
EDTA
< 2% Waschmittel
0,5% ProClin 300

Tabelle 3: CMM: verwendete Reagenzien und ihre Bdttdea
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2.3.1.2 Testprinzip

Der CMM ermdglichte eine spezifische und quantrawiruslastbestimmung mittels
PCR durch die Verwendung von Primer, die die anainoinale Region der HCMV-
Polymerase erkannten.

Durch den Vergleich der Extinktionen der Verdinraneghe einer Probe mit der
koamplifizierten Standardverdinnungsreihe mit bekanViruslast, wurde der
Virustiter der Probe ermittelt.

Bei jedem Lauf wurden fur die interne BeurteilungidKontrollen (CMV-, CMV+,
CMV++) im Gerét platziert. Diese nicht infektiosBINS-Sequenzen hatten die gleiche
Primerbindungsstelle und die gleiche Grol3e wieZoaé DNS aber eine
unterschiedliche Sondenbindungsregion. Der Heestghb den Bereich von HCMV-
DNS-Kopien-Anzahl/ml an, die fur die Kontrollen dttelt werden mussten. Falls sich
am Ende des Laufes die Werte fiir die Kontrollereao@b dieser Grenzen befanden,
war dieser Lauf ungultig und musste wiederholt veerdso konnten durch
Amplifikationshemmung hervorgerufene falsch negatder durch Kontamination
verursachte falsch positive Ergebnisse identifiaziarden.

Die zu untersuchenden Proben wurden nach Anleiti@sgHerstellers aul3erhalb des
Gerates vorbereitet und mit den notwendigen Tag&ezien im Gerat platziert.

Nach dem Starten des Tests liefen Amplifikationn&erierung, Hybridisierung,

Waschschritte und Berechnung der Ergebnisse auswhatb.

2.3.1.3 Testvorbereitung

Materialgewinnung

Fir diese Arbeit wurde ausschliel3lich humanes,iddemtrifugieren aus Vollblut
gewonnenes Blutplasma als Probenmaterial verwebDaéir wurden die mit EDTA
versehenen Vollblutrohrchen innerhalb von 24 Stanigch Blutentnahme bei 8000
U/min 15 Minuten zentrifugiert. Das Plasma konmedahlieRend sofort
weiterverarbeitet oder bei 2-8 °C bis zu 5 Tage.lmv-20 °C langere Zeit konserviert
werden.

Heparin-Plasma konnte fur den Versuch nicht verwemerden, da Heparin die PCR
inhibiert.
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Reagenzienpraparation

Die folgenden Angaben beziehen sich auf einen AgRait 12 Proben (9
Patientenproben + 3 Kontrollen). Maximal konntea pauf 4 A-Ringe geladen werden
also insgesamt 48 Proben, davon 45 PatientenproieB Kontrollen.

Die gebrauchsfertige MasterMix-Losung wurde durgieRieren von 50 pl
Magnesium-Losung (CMM Mg) in ein CMV MONITOR Maskéix Rohrchen (CMM
MMX) hergestellt. Nach 10-15maligem Kippen vermisehsich die beiden Losungen
zu der fertigen Mischung. Auf keinen Fall durftem$fierMix enthaltende Reagenzien
gevortext werden (starke Schaumbildung).

Nach der Pipettierung von 50ul gebrauchsfertigest®tdix in jedes A-Réhrchen
wurden diese in einer Plastiktite mit Klippversaslluftdicht bis zum Gebrauch im
Kihlschrank (2-8 °C) aufbewabhrt.

Zu beachten war, dass vorbereitete A-Ringe beedid&mperaturen maximal 16
Stunden verwendbar waren. Aus diesem Grund wuel&dsterMix Losung vor jedem

Lauf frisch zubereitet.

Extraktion der HCMV-DNA

Zunachst wurde 70%-iges Ethanol aus 11,0 ml 96%&igé&éanol und 4,0 mi
destilliertem Wasser in einem sterilen Einmalgdfaffyestellt.

Fur die Herstellung des Lysis-Puffers mussten zwkesKristalle im Lysisreagenz

vollig geldst werden. Nachdem der Quantifizierungisdard (CMM QS) und das
Dextranblau (CMM DB) mindestens 5-10 Sekunden gexomwurden, erfolgte die
Zugabe von 100 pl CMM QS und 100 pul CMM DB zu eiRkrsche vollstandig
geldsten Lysis-Reagenz.

600 ul des frisch angefertigten Lysis-Puffers wardaschlie3end in 12
Schraubdeckelréhrchen (2,0 ml) pipettiert. Um def&Be identifizieren zu kbnnen, und
eine Verwechselung zu vermeiden, wurden sie duraiiern, die vorher schon
festgelegt und einem bestimmten Patienten zugebvelren, markiert. Zusatzlich
wurden die Rohrchen mit dem Datum der Blutentnahensehen.

Waren die Patientenproben tiefgefroren, musstenaider Verarbeitung aufgetaut und
mindestens 5 Sekunden gevortext werden. Danaclyterfdie Zugabe von 200 pl

Patientenplasma in das entsprechende Rohrchen.jdmhZugabe musste das Gefal
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gut gevortext werden, um eine Vermischung der Lgsuarzu erreichen. Nach diesem
Schritt wurden 800 pl Isopropylalkohol in jedes Ribten pipettiert und direkt nach der
Zugabe 5-10 Sekunden gevortext. AnschlieRend wuatlerRohrchen 15 Minuten bei
ca. 16.000 U/min bei Raumtemperatur zentrifugideach Beendigung des
Zentrifugierens konnte das blau gefarbte PelleGféal lokalisiert werden. Um das
Isopropylalkohol aus dem GefaR zu entfernen, worideiner Pipette der Uberstand
abgesaugt und verworfen. Bei diesem Schritt mugstgchtig vorgegangen werden,
um das Pellet nicht zu verletzten. Fur den nachStdmitt wurde 1 ml des frisch
zubereiteten 70%igen Ethanols in jedes Rohrchealypayg gevortext und bei 16.000
U/min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Erneut veudéinn der Uberstand vorsichtig
entfernt. Nun wurde das Pellet in 400 ul Probemrdit( CMM DIL) resuspendiert und
fur 10 Sekunden gevortext. Es konnte dabei ungedddaterial zuriickbleiben, da sich
das Pellet nicht immer vollstandig Ioste.

Entweder konnten die Proben sofort weiterverarbeder bei 2-8 °C 24 Stunden bzw.
bei -20 °C bis zu einer Woche aufbewahrt werden.

Bei sofortiger Weiterverarbeitung wurden 50 pl defbereiteten Proben zu den
vorbereiteten A-Tubes pipettiert und durch einnegiyViederaufziehen von MasterMix
und Probe vermischt. Zu Beachten war, dass keirt&®&amit in den MasterMix
pipettiert wurden. Die A-Tubes wurden verschlossed in den vorgesehenen
Thermocycler des CMM eingesetzt.

Vorher sollte, entsprechend der Probenanzahl, éast@it den fur die
vollautomatische Amplifikation und Detektion notveegen Reagenzien bereits
beladen sein, da nach Zugabe der Proben zum MastdaviVersuch innerhalb von 45
Minuten begonnen werden musste. Die Uberschreitiggpr Frist hatte falsch-niedrige
Ergebnisse zur Folge gehabt.

Durch Betatigung der ,Start“-Taste wurde der autische Testablauf gestartet.

Zubereitung der Kontrollproben

Fur die interne Kontrolle wurden bei jeden Laufidentrollen mitgeftihrt (CMV (-) C,
CMV (+) C, CMV (#) C). Wie fur die Patientenprobemirde auch fur die Kontrollen
jeweils ein entsprechend markiertes 2,0 ml Gefé(%60 ul Lysis-Puffer vorbereitet.
Das mit den Original-Kontrollréhrchen mitgeliefeimanplasma wurde gevortext
und anschlieBend jeweils 200 pl in die drei R6hmaimé dem Lysis-Puffer pipettiert
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und erneut 10 Sekunden gevortext. Folgend wurde®dginal-Kontrollréhrchen 10
Sekunden gevortext und dann jeweils 50 ul in déspeechende GefalR gegeben und
sofort 5-10 Sekunden gevortext.

Ab diesem Schritt erfolgte die Weiterverarbeitureg Hontrollen entsprechend der
Patientenproben (s.0.).

2.3.1.4 Testablauf

Ubersicht

Fir die quantitative Viruslastbestimmung im CMM wen nach der Amplifikation und
der Denaturierung automatisch vom Gerat Reihenveraiigen der Proben
durchgefuhrt. Die Extinktion der reihenverdinntealin wurde mit einem
Quantifizierungsstandard verglichen und so denr™é&x Probe errechnet.

Die ersten Ergebnisse lagen ca. 3 Stunden nacimBelgs Laufs vor.

Das Pipettieren der Reagenzien und der TransfdReaktionsansatze in den
Detektionskuivetten erfolgten vollautomatisch mitegn Transfermechanismus.
Ebenso erfolgten das nach der Hybridisierung umddejugatreaktion erforderliche
Separieren und Waschen automatisch.

Als letzten Schritt wurde die Messung der Probeiagtion im Photometer des

Analyzers bei 660 nm automatisch durchgefuhrt.

Kontaminationsschutz

Durch kontaminierte Pipettenspitzen, Aerosolbildemgder durch Pipettierfehler
konnen Produkte aus vorherigen PCR in den neuehibautragen werden. Durch
verschlossene Amplifikationsgefasse und durch iemklasteMix enthaltende Uracil-
N-Glycosylase (AmpErase) wurden KontaminationerCiliM minimiert.

Die AmpErase vernichtete die fur frihere Bestimmamgmplifizierte DNS vor dem
Erhitzungszyklus durch Katalyse des Abbaus von Basudin- enthaltender DNS. Die
folgende Temperaturerhohung im Rahmen des Denatagezyklus inaktivierte die
AmpErase. Die neu gebildeten Amplifikate wurderhhizerstort.
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Amplifizierung

Die Vervielfaltigung der Ziel-DNS erfolgte im Theaxnykler. Die fur die Amplifikation
notwendigen Wechsel zwischen Erwarmung und Abkut&mA-Ringe wurden in den
einzelnen Segmenten des Thermozyklers erméglichdignoptimale Temperatur
automatisch tberwacht.

Die Vervielfaltigung der Ziel-DNS erfolgte im Wedéohen in drei Schritten:
Denaturierung, Annealing und Extension.

Denaturierung durch Hitze

Der erste Schritt der PCR, die Trennung der DNSdetgtrange in ihre Einzelstrange,
erfolgte durch Hitzedenaturierung. Die die Strangebindenden Wasserstoffbriicken
wurden durch Erwarmung des Reaktionsansatzes aufdib°C getrennt.

Annealing

Nachdem der Reaktionsansatz abgekuhlt war, lagsitardie 2 spezifische
biotinylierten Primer LC 342C und LC 383 an Begumd Ende der Zielsequenz an, um
diese zu markieren. Sie waren komplementér zus&iglenz der DNS.

Extension

Eine erneute Erwarmung des ReaktionsansatzesZ®E fihrte durch den Thermus
aquaticus, einer thermostabilen DNA-Polymerase Vaintangerung der Primer entlang
der Zielsequenz. Es resultierten mit dem Origidehtische DNA-Doppelstrange. Fur
diesen Schritt waren als Katalysatoren Magnesiudhidoerschiissig vorhandene

Desoxynukleotidtriphosphate notwendig.

Detektion

Bevor die Detektion begonnen wurde, musste einedReerdiinnung der einzelnen
Proben erstellt werden. Dazu wurde je ein Aliquart @mplifizierten Probe aus jedem
A-Rohrchen in drei D-Klvetten automatisch pipettier

Die erste Klvette diente zur Detektion der unventdéin Zielsequenz, die zweite zur
Detektion des unverdinnten Quantifizierungsstaredddie dritte entsprach der ersten
Verdinnung und wurde mit Amplifikat-Verdiinnungsreag versehen.

Je ein Aliquot der ersten Verdinnung wurde in ameitere D-Kivetten pipettiert.

Diese dienten zu Detektion der ersten Verdinnumgdrelsequenz und
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Quantifizierungsstandard. Auf diese Weise konnehrBedarf weitere Verdiinnungen
der Zielsequenz erstellt werden.

Nach dem Transfer eines Aliquots der durch alkaédcosung chemisch denaturierten
Proben in die D-Kivetten, begann die Detektion. Reehweisreaktion bestand aus
vier Inkubationsschritten: Hybridisierung, Konjuget, Substratkatalyse und
Farbmessung

Hybridisierung

Bei diesem Teilschritt banden die bei der PCR gelbd&n Amplifikate an zuvor
zugefuhrte komplementare einzelstrangige DNA-Fandsn. Diese waren magnetisch
geladene, mit HCMV-spezifischen Oligonukleotidei©(859) beschichtete
Mikropartikel, die zur Zielsequenz komplementaradiingsstellen aufwiesen. Bei den
folgenden Waschschritten wurden freie Amplifikatefernt, wahrend die an die
magnetisch geladenen Fangsonden gebundenen Aramifikirch einen Magneten im
Rohrchen zurlickgehalten wurden.

Konjugation

Nach Zugabe von Avidin-Meerrettich-Peroxidase bdiede an die biotinylierten
Amplifikate.

Substratkatalyse

Es erfolgte die Zugabe von Tetramethylbenzidin-8absind Wasserstoffperoxid zu
dem Reaktionsreagenz. Tetramethylbenzidin wurdehdWasserstoffperoxid oxidiert,
wobei Meerrettich-Peroxidase als Katalysator wirkiabei entstand ein blaues
Farbsignal.

Farbmessung

Das bei der Oxidierung entstandene Farbsignal wuathdem die D-Kivetten
automatisch in ein Photometer transferiert wurtben 660 nm gemessen. Die optische
Dichte der Probe wurde aus der Intensitat der ti@hsmission durch die D-Kivette
mit Probe und der Intensitat der Lichttransmisglarch Luft (ohne D-Klvette) nach

der folgenden Gleichung berechnet:

Optische Dichtgobe= -l0g Intensités.kavette (gesamty INtENSItaLut (gesamt)
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Die Absorption des Leerwerts (Luft) wurde von dptischen Dichte des
Reaktionsansatzes (Probe) in jeder D-Klvette shigira

2.3.1.5 Auswertung

Insgesamt wurden im CMM 540 Plasmaproben von 9&iiteh auf HCMV untersucht.
Von diesen waren 72 Proben (27 Patienten) HCMVtpodiachdem die Patienten, von
denen weniger als 4 Proben zur Verfiigung standenger Studie ausgeschlossen
wurden, blieben 45 Patienten (392 Proben) mit 4 odehr Proben Ubrig. Davon waren
67 Proben HCMV positiv (25 Patienten).

Die quantitativen Ergebnisse der Detektion wurderkKanzentration in
Kopienanzahl/ml Blutplasma angegeben. Im dynamisdhessbereich von 400-
100.000 Kopien/ml verlief die Nachweismethode Imé&ie gemessene Viruslast
befand sich in einem Messbereich zwischen 400 A0d®0 Genomaquivalent (GE).
Der Median lag bei 5990 GE.

2.3.2 In-House PCR

2.3.2.1 Materialgewinnung

Fur die DNA-Extraktion wurden 3-5 ml EDTA Vollbldthrchen verwendet. Die DNA-
Extraktion wurde mit QlAamp Blood Kit 250 durchgéfti(s. Kapitel DNA-Extraktion
mit QIAGEN-Saulen).

2.3.2.2 PCR

Die in unserem Labor durchgefuhrte PCR wurde nackelfe et al. (1991) durchgefuhrt
und bei Loffler (1994) beschrieben.

Das fur HCMV spezifische PCR-Amplifikat hat einerigi von insgesamt 147 bp. und
liegt im Bereich des immediate-early-Genes 1 auf deExon. Als PCR-
Inhibitionskontrolle wurde parallel ein humaner HIDRR-1-Gen-Abschnitt
amplifiziert. Ampuwa diente als Negativkontrolledusomit als Spezifitdtskontrolle.
Herstellung einer Eichkurve zur semiquantitativen Auswertung

Eine Eichkurve wurde, zur semiquantitativen Auswegtder HCMV-Signale der
Patientenproben, durch parallel amplifizierte HCNDYA erstellt (Hebart et al., 1996).
Die hierfur verwendete DNA ist ein Teil aus dem Gmndes Stammes AD 169 aus
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dem immediate early-Gen 1, 4. Exon. Das verweniastst pCM 6018 wurde mit Hilfe
des bakteriellen Vektors pACYC 184 (Ruger et #&84) kloniert. Nach der
photometrischen Vermessung konnte dieses InseBtalalard eingesetzt werden.
Folgende Verdinnungsreihe wurde aus einer Stamrekdraion von 230ng/ul
klonierter HCMV-DNA hergestellt:
+++ 100 fg/5ul (~ 3000 Viruskopien)
++ 10 fg/5 pl (~ 300 Viruskopien)
+ 1 fg/5ul (~ 30 Viruskopien)
- 0,1 fg/5ul (~ 3 Viruskopien)

Erstellung der Proben mit Hilfe von Ampuwa

Von der DNA- bzw. Patientenprobe wurden 80-120mgin PCR-Reaktionsgefal
pipettiert und dann mit Ampuwa auf 10 ml aufgefullt

Primer

Die zwei fur die Vervielfaltigung der HCMV-DNA eimgetzten Primer, banden an das
immediate-early-Gen-1 (IE-Gen 1) auf dem 4. Exon.

“forward primer*: 5"-AGCTGCATGA TGT GAGCAAG-3’

“reverse primer“: 5"-GAAGGCTGAG TTCTTGGTAA-3

Die Primer zur Amplifikation der Human-DNA stammtkeide aus Bereichen
des 2. Exons vom DRR-1-Gen. Das Amplifikationspkadhatte eine Lange von
101 bp.

Die Primer wurden im hauseigenen DNA-Synthesizegdsellt.
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PCR-Ansatz
Die Erstellung des Master Mix erfolgte nach Tabéll®as Gesamtvolumen pro Probe
betrug 50 pl (40 pl PCR-Mix + 10 pl DNA).

Stammkonzentration | Einzelkonzentratior Volumen
HCMV-Primer-Mix Pr.1 und 2 je 250 ng/ul je 150 ng ,6 Qul
DRRB-Primer-Mix Pr.1 und 2 je 5 ng/ul B ig 3,6 ul
Tag-Polymerase 5 U/ul 1,5 U/ul 0,3yl
dNTPs
(dATP,dCTP, dGTP, dTTP)  je 25 mM/250ul 0,5 mM 1,0 ul
10 x Puffer 5,0 ul
Tris pH 9,6 100 mM 10 mM
NaCl 500 mM 50 mM
MgCL2 100 mM 10 mM
BSA (BovinesSerum 1 pg/ul 5 ng/50ul
Albumin)
Ampuwa 29,5 ul

Tabelle 4: Master Mix

PCR-Verlauf

Anschliel3end wurde das gesamte Reagenz mit 70 drilisl Uberschichtet. Es folgten
eine einmalige Initialdenaturierung durch Hitze (@) und dann 34 Zyklen PCR mit
hintereinander abfolgender Denaturierung bei 94At@ealing und Extension bei 66
°C. Abschliel3end erfolgte eine einmalige Hitzedenatung (95 °C). Die Proben
wurden auf Eis gelegt, um eine erneute Zusammemnlagealer denaturierten
Einzelstrange zu verhindern. Nach 30 min wurderPdaben unter Ol abgezogen. 43ul

je Probe wurden in ein 1,5 ml-Eppendorf-Geféassfiibet.

2.3.2.3 Slot-Blot Hybridisierung der Amplifikate

Fixierung der Nukleinsduren und Prahybridisierung
Die Nukleinsauren wurden mit Hilfe einer Miliblotathmer auf eine Hybond N+-
Nylonmembran fixiert. Die beiden Slot-blot-Membrarfér HCMV- und DR[3-DNA
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wurden gemeinsam fur 30 min auf der HorizontalwippaVarmeschrank bei 42 °C

mit einer speziellen Lésung prahybridisiert (Tabdl).

il

Stammkonzentration| Endkonzentration Volumen
Denhardts-Losung 50x 5x 50 1
SSP 30x 6X 100 m
SDS 10% 0,02% 1m
N-Lauroylsarcosin 10% 0,1% 51
a.b. - - 344 m

Tabelle 5: Préhybridisierungslésung

50x Denhardts-L6sung
2 g BSA in 100 ml Ampuwa l6sen, 2 g Ficoll 400 uhd PVP 40
(Polyvinylpyrrolidon) in 200 ml Ampuwa l6sen. Ans@fiend 30 min kochen.
Abgekunhlt beides 1:1 mischen.

30x SSPE
Natriumchlorid

Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat

EDTA

4,5 M
0,3M
0,03 M

10% Natriumdodecylsulfat (SDS)
10 g SDS in 90 ml Ampuwa bei 68 °C im WasserbadrpgH auf 7,2 mit 0,1 N NaOH

einstellen.

10% N-Lauroylsarcosin

5 g N-Lauroylsarcosin-Natriumsalz in 50 ml Ampuwiaén, sterilfiltrieren.

Markierung der HCMV-Detektionsoligonukleotide

Fur den Nachweis der zwei Amplifikate wurden speeife Sonden eingesetzt, die mit

einem Boehringer-Markierungs-Kit mit dig-dUTP makiwaren.

Sonden:

HCMV (Oligo-Sequenz ):
5-GGGTGCACTG CAGGCTAAGG CCCGTGCTAA AAAGGATGA-3

DRR (Oligo-Sequenz):

5-AGGCGGGCCG CGGTGGACAC CTACTGCAGA-3°
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Die Markierung der Sonden erfolgte nach folgendemadz (Tabelle 6). Das
Endvolumen betrug 25 pl.

Stammkonzentration Endkonzentration Volumen
Oligo- 30 pM 30 pM 15u
nukleotid
Reaktions- 5x 1x 5,0 ul
puffer
CoCb 25 mM 2,5mM 2,5
Termin. 25 U/ul 25 U/ul 10
Transferase
dig-dUTP 1 mM 0,1 mM 2,5 ul
Ampuwa 125

Tabelle 6: Markierungs-Kit

Hybridisierung
Die Membranen wurden durch eine 30minttige Inkuraim Warmeschrank (42 °C)
mit dig-dUTP markierten Sonden hybridisiert.

Hybridisierungslésung

Prahybridisierungslésung + 1 pmol/ml dig-dUTP marte Sonde

Waschschritte

Nachfolgend mussten die ungebundenen Sonden dwelstene Waschschritte entfernt
werden. Dazu dienten Waschlésung 1 und Waschléamgbelle 7 und Tabelle 8).
Es mussten folgende Waschtemperaturen zur optinkaléfarnung unspezifisch
gebundener Sonden beachtet werden:

Waschtemperatur fir HCMV: 65 °C

Waschtemperatur flir DR3-1.: 55°C
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Stammkonzentration Endkonzentration Volumen
SSPE 30x 2X 66,7 ml
SDS 10% 0,1% 10 m|l
a.b. 923,3m

Tabelle 7: Waschlosung 1

Stammkonzentration Endkonzentration Volumen
SSPE 30x 6X 200 ml
SCD 10% 1% 100 mi
a.b. 700 m

Tabelle 8: Waschldsung 2
Anschlie3end wurden die Membranen bei Raumtemperakuffer 1 (Tabelle 9)

aquilibriert und in Puffer 2 inkubiert. Puffer 2rhinderte unspezifische Bindungen der

fur die folgende Detektion eingesetzten Antikoraerdie Membranen.

Stammkonzentration Endkonzentration Volumen
Tris pH 1M 100 mM 200 m|
NaCl S5M 150 mM 60 m
a.b. 1740 m

Tabelle 9: Puffer 1

Puffer 2

1% Boehringer Blocking-Reagenz Nr.1093657 in 20@Puoifer 1 bei 70 °C I6sen.
Herstellung und Inkubation der Antikérperlésung

Zum Nachweis der dig-UTP markierten Sonden wurderviembranen in
Polypropylenfolie eingeschweif3t und in alkalischehosphatase-gekoppeltem Anti-
Digoxigenin-Antikorper (4pl / Membran) inkubiertiéOFab-Fragmente stammten von
Schaf-1gG. Erneut erfolgte eine Waschung mit Putféfabelle 9) und dann eine
Aquilibrierung mit Puffer 3 (Tabelle 10).
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Stammkonzentration Endkonzentration Volumen
Tris pH 9,5 1M 100 mM 50 m|l
NaCl 5M 100 mM 10 m
MgCl, 1M 50 mM 25 ml
a.b. 415 m

Tabelle 10: Puffer 3
Farbentwicklung zur Detektion der Amplifikationspro dukte

Die Farbentwicklung entstand nachdem die erneaine Polypropylenfolie

eingeschweil3ten Membranen in einer Farblésung iekivurden.

Farblésung:

BCIP: 50 mg/ml gel6st in Dimethhylformamid 34 pkmbran
NBT: 75 mg/ml 35 pl/Membran
Puffer 3 10 ml/Membran

Sobald sich auf der Membran alle Signale der Eiohkabzeichneten, wurde die

Farbreaktion gestoppt. Dies dauerte in der RedgeS24nden. Nun erfolgte die letzte

Inkubation in Puffer 4 (Tabelle 11).

Stammkonzentration Endkonzentration Volumen
Tris pH 8 1M 10 mM 5m
EDTA 0,5M 1 mM 1ml
a.b. 494 m

Tabelle 11: Puffer 4

Die Folie wurde Uber Nacht lichtgeschitzt getrockmed anschliel3end zur

Aufbewahrung in Polypropylenfolie eingeschweil3t.

Die Auswertung dieses Tests wurde mit Hilfe eimsvgils parallel amplifizierten,

klonierten Eichkurve durchgefiihrt. Ein semiquatititer Vergleich der HCMV-
Signalstarke aus Vollblut erfolgte mit den Signaken 100 fg, 10 fg, 1 fg und 0,1 fg

klonierter HCMV-DNA.

2.3.2.4 Auswertung

60 im CMM positiv getestete Proben (25 Patientemden in der In-House PCR

analysiert.
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Von den 325 CMM negativen Proben waren in der li$¢oPCR 30 Proben getestet
worden.

Die quantitativen Ergebnisse der Detektion wurdsreafach, zweifach oder dreifach
positives Signal angegeben. Folgende Symbole wugdeshlt:
PCR-Slot-blot-Membran:

+++ ~ 100 fg Virus-DNA
++ ~ 10 fg Virus-DNA
+ ~ 1 fg Virus-DNA

- ~ keine positiven Signale

2.3.3 LightCycler-PCR

2.3.3.1 Geréat und Materialien

Geratebeschreibung des LightCycler (LC)

Der LC besteht im Wesentlichen aus zwei Funktialesteaus der PCR-Komponente
und der Photometer-Komponente (Abbildung 1). Di&RRKbmponente beinhaltet den
Rotor und die Hitzekammer. Der Rotor fasst 32 Gdadlaren, die die Proben
beinhalten. Diese Glaskapillaren dienen auch algeeKén bei der spateren
photometrischen Vermessung.

Die Form der Glaskapillaren ermdglicht, dass saningste Probenvolumina (10-20
ul) fur die Analyse ausreichen. Die Hitzekammerdwion einer Heizspirale mit
warmer und kalter Luft versorgt. Die Luft dient &l&rmetransfermedium und fihrt
zum schnelleren Zyklusablauf. Zuséatzlich ist daghéknis zwischen
Kapillaroberflache und Volumen so gewahlt, dasg sighr schnelle Warmeubertragung
auf die Proben ermdglicht wird. Die fur die PCRwenhdigen Temperaturwechsel
werden somit schnell vollzogen. Es resultieren &IRCR Zyklen, mit 15-20 Sekunden
Dauer. Ein Hochgeschwindigkeitsventilator am BodenHitzekammer fuhrt zur
gleichméaRigen Luftverteilung und -zirkulation. Ubeiissige Luft entweicht tiber eine
Offnung in der Seite der Kammer. Ein integriertes@dystem, ausgestattet mit einem
Warmesensor, der direkt bei den Glaskapillaren atoRangebracht ist, kontrolliert

und Uberwacht die in der Kammer vorherrschende Eeatpr.
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Innerhalb der Photometer-Komponente dient eineebkdachleistungsdiode (blaue
LED) als Energiequelle fur die Anregung der Proli&in.spezielles optisches System
filtert und sammelt das emittierte Licht der Diadeeiner Lichtstarke von 1 mW bei
470 nm Wellenlange. Die so erzeugten homogenemdvDichtstrahlen werden auf
die in der Glaskapillare befindliche Probe gerithEpezielle (dichroic) Spiegel lenken
das von den Proben kommende Licht zu einem vonDirsktionskanélen. Welcher
Kanal das Licht empfangt, ist abhangig von den iEsghaften des verwendeten
Leuchtstoffes. Im LC finden 3 Leuchtstoffe VerwenduFur diese Arbeit wurde LC-
Red 640 verwendet.

Sealed 20 ui sample
capillary with superior
surface-to-volume ratio

v

Air heating and cooling
for rapid temperature
ramping

Heating coil

Carousel with

capacity for

32 samples

Stepper motor
to position
fluorimeter

Thermal Chambe

L

Stepper motor
to position samples Fan
over optics

i
Filters |
; Photohybrids

Maintenance-free

LED light source Microvolume fluorimeter with
Rodenstock quality optics

Abbildung 1: LC-InstrumentVerwendete Gerate und Malien und ihre Bezugsquelle
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Gerate/Materialien

Bezugsquelle

LightCycler Instrument

Roche Diagnostics GmbH
Roche Molecular Biochemicals
D-68298 Mannheim

Rotor Roche Diagnostics GmbH
Roche Molecular Biochemicals
D-68298 Mannheim

LightCycler Zentrifuge Roche Diagnostics GmbH
Roche Molecular Biochemicals
D-68298 Mannheim

Hardware: Roche Diagnostics GmbH

PC mit Pencium Processor Roche Molecular Biochemicals

64 MB SDRAM D-68298 Mannheim

24x CD-Rom Drive

Tastatur

Internal lomage ZIP Drive

Software: Roche Diagnostics GmbH

Windows NT 4.0

Roche Molecular Biochemicals
D-68298 Mannheim

Monitor

Hewlett-Packard Color Inkjet Drucker

LightCycler Glaskapillaren +
Plastikkappen

Roche Diagnostics GmbH
Roche Molecular Biochemicals
D-68298 Mannheim

LightCycler Kits:

LightCycler Control Kit DNA
LightCycler FastStart Enzyme
LightCycler Reaktion Mix Hybridization
Proben

MgC'Z

Steriles HO

Roche Diagnostics GmbH
Roche Molecular Biochemicals
D-68298 Mannheim

LightCycler Color Compensation Set

Roche DiagnssBabH
Roche Molecular Biochemicals
D-68298 Mannheim

LightCycler—-Red 640 N-
hydroxysuccinimideester

Roche Diagnostics GmbH
Roche Molecular Biochemicals
D-68298 Mannheim

PCR Matrize Roche Diagnostics GmbH
Roche Molecular Biochemicals
D-68298 Mannheim

Primer Roche Diagnostics GmbH

Roche Molecular Biochemicals
D-68298 Mannheim
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Gerate/Materialien

Bezugsquelle

Adapter Roche Diagnostics GmbH
Roche Molecular Biochemicals
D-68298 Mannheim

Kihlbox Roche Diagnostics GmbH
Roche Molecular Biochemicals
D-68298 Mannheim

Pipetten

Multipetten 4780
Varipetten 4810 (10,100, 1000ul)

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf-Réhrchen 1,5ml, safe-look

Eppendorf, Haimmb

Sterilbank LaminAir, HBB2448

Heraeus, Hanau

Latexhandschuhe, Satin Plus

Safeskin, San Dieg8, US

Kittel

Mundschutz, Surgine Johnson & Johnson, ArlingtaBAU

Tabelle 12: LC: Gerate und Materialien mit ihrer Bggysquelle

Verwendete Primer und Sonden

Die in unserem Haus fur den LC entwickelten Prih&} A), banden spezifisch an das
HCMV-immediate early-1 Gen (IE 1 Gen) auf dem 40X

LC A:

Primer:

5-AGCTGCATGATGTGAGCAAG,

5 - GAAGGCTGAGTTCTTGGTAA

Sonden:

5- AGCACGGGCCTTAGCCTGCA X

5- TGCACCCCCCAACTTGTTAGC p

Zum Vergleich wurde dem LC A das von Schaade €280D0) etablierte und
publizierte, fir das HCMV Glykoprotein B Gen spéihe, Primer- und Sondenpaar
(LC B) gegentbergestellt.

LC B:

Primer:

5- ATAGGAGGCGCCACGTATTC

5- TACCCCTATCGCGTGTGTTC

Sonden:

5- CGTTTCGTCGCTACGCRTACAT X

5- ACACCACTTATCTYCTGGGCAGC p
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Bestandteile der Reagenzien und ihre Beschreibung

Ausgenommen der Primer wurden alle fur die PCRgedtiReagenzien vom Hersteller
mitgeliefert (,Master Kit*). Die einzelnen Komponim des ,Master Kit* konnten bei -
25 °C fur 3 Monate im Gefrierfach bzw. nach demtAuén bei 2-8 °C fir maximal 1
Woche im Kihlschrank aufbewahrt werden.

Die Bestandteile des ,Master Kit" sind folgend thdagsch zusammengestellt (Tabelle
13).

Reagenzien Stammkonzentration
la LightCycler-FastStart Enzyme 64 pul

1b LightCycler-FastStart Reaction Mix Hybridization | 64 pl

Probes:

Rektionspuffer

dNTP Mix (dUTP)

MgCl,, 10 mM

2 MgClh, 25mM 1ml

3 steriles HO 1ml

Tabelle 13: Master Kit

Der ,LC-FastStart DNA Master Hybridization Probesine speziell fir den LC
entwickelte fertige ,Hot Start* Rektionsmischungméglichte in Verbindung mit einer
.FastStart Taq DNA Polymerase” eine steuerbare &msrlangerung.

Dadurch wurde verhindert, dass bei Raumtemperabgtiomerweise an unspezifische
Sequenzen bindende Primer verlangert wurden.

Die fur die weitere PCR ndtigen Reagenzien (SonligCl, und steriles KO) wurden
nach Anweisung des Versuchsprotokolls (Roche Distigg) verarbeitet (,Master
Mix“).

2.3.3.2 Testprinzip

Der LC, ein neues vollautomatisches Verfahren peezgischen Bestimmung der
quantitativen Viruslast, erméglichte eine onlinet&ktion der PCR-Produkte. Das
Besondere am LC war das neuartige Detektinsvenfialnrefluoreszeinmarkierten
Primer, nach dem Prinzip des ,fluoreszenz resonaneegy transfer* (FRET). Dabei
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entstand ein Energietransfer zwischen zwei benatthb&luoreszenzen, ohne Emission
eines Photons. Alle Versuchsschritte liefen im gessenen System ab, um eine
Kontamination zu vermeiden.

Die von uns entwickelten und eingesetzten Primé&r A) erkannten spezifisch das
HCMV-IE1 Gen (4. Exon).

Als Vergleich wurde ein weiteres, in der Publikatimn Schaade et al. (2000) im
Journal of Clinical Microbiology 38 (4006-4009) bbsiebenes, Primerpaar (LC B)
getestet. Diese Primer banden spezifisch das Gigkeip B Gen des HCMV.

Die online-Detektion der Amplifizierung gelang dar&ufzeichnung der Fluoreszenz
wahrend jedem Zyklus. Dies geschah mit Hilfe zweexjuenzspezifischen
Oligonukleotid-Sonden, die mit verschiedenen Farbarkiert waren.

Insgesamt konnten im LC 32 DNA-Proben pro Lauf gsialt werden, inbegriffen der
5 Standardproben (Verdinnungsreihe + 1 negativeriprobe), die jeweils fir die

interne Kontrolle mitbearbeitet wurden.

2.3.3.3 Testvorbereitung

Materialgewinnung

Die DNA-Extraktion erfolgte aus 3-5 ml EDTA-Vollhiwhrchen mit QlAamp Blood
Kit 250. Darin enthalten waren Qiagen-Saulen, 2arh8elrohrchen, die Reagenzien
AL 1 und AL 2, AW-Puffer und die Qiagen-Protease.

DNA-Extraktion mit QIAGEN-Saulen

Zunachst wurden die Erythrozyten durch Zugabe vm#,red cell lysis buffer*
(RCLB) lysiert. Das Gemisch wurde 10 Minuten autfegiWippe und anschlie3end 10
Minuten in der Zentrifuge bei 1500 U/min durchmisater Uberstand abgekippt und
das Pellet resuspendiert. Dieser Waschvorgang wasgesamt viermal wiederholt.

Zusammensetzung von RCLB:

Stammkonzentration: Endkonzentration:
Tris, pH 7,6 500 mM Tris, pH 7,6 10 mM
MgCl2250 mM MgCi5 mM

NaCl 500 mM NaCl 10 mM
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Als nachster Schritt erfolgte die Leukozytenlysarcth Zugabe von 200 pl AL-Puffer
(40 ul vorgeheiztes Reagenz (70 °C) AL 2 + 160 @ddenz AL 1, gut gevortext) und
25 ul Protease (125 mg Protease + 6,5 ml Aqua)desR00 ul Pellet. Das Gemisch
wurde fur 20 Minuten in einem Wasserbad (70 °Cum&rt. Anschlie3end folgte die
Zugabe von 210 pl 100%-igem Ethanol. Das Lysat wai@hn auf die in einem 2 ml
Sammelréhrchen stehende Qiagensaule aufgetragdmeu8800 U/min fir 1 Minute
zentrifugiert. Die gefallte DNA blieb im Filter d&&ule zurlck.

Nach mehreren Waschschritten mit AW-Puffer (196160%iges Ethanol + 84 ml
AW-Puffer-Konzentrat ergibt 280 ml Endvolumen) wartschlieRender Zentrifugation
bei 12.000 U/min fur 10 Sekunden, wurde die DNAeg@Qt.

Die Saulen wurden in 1,5 ml-Eppendorf-Réhrchen fillet. Die enthaltene DNA
wurde in 100 pl 70 °C warmen destillierten Wassdosgt. Danach folgte die Eluierung
durch eine 1minutige Zentrifugation bei 8000 U/min.

Die Messung der optischen Dichte erfolgte im Phatimnachdem die DNA mit
Ampuwa 1:100 (10 pul DNA + 990 ul Ampuwa) verdiunnirde. Bei einer Wellenlange
von 260 nm die optische Dichte der DNA/RNA, bei 2ir0 die der Salze, bei 280 nm
die der Proteine und bei 320 nm die Loslichkeit.

Damit fUr die PCR gleiche Ausgangswerte erreichtden, mussten alle Proben eine
definierte DNA-Konzentration enthalten (80-120 nyAul). Diese wurden durch
Verdinnung einzelner Proben mit Aqua dest. errelebtkonnten die Signale
zueinander und zu einer Eichkurve in Relation getireverden.

Reagenzienpraparation

Erstellung des ,LC-FastStart DNA Master Hybridizati on Probes" (,Hot-
Start“Reaktionsmischung)

Der ,LC-FastStart DNA Master Hybridization Probestirden durch Mischen des ,LC-
FastStart Reaction Mix Hybridization Probes” (1h) dem ,LC-FastStart Enzyme*
(1a) hergestellt. Dazu mussten zunachst alle Binegbonente griundlich gevortext und
dann das gesamte Volumen (ca. 64 ul) der ,LC-Fagt&eaction Mix Hybridization
Probes" (1b) in das ,LC-FastStart Enzyme* (1a) tiipe werden. Durch mehrmaliges
Aufziehen wurde die Losung vorsichtig durchmischt.

Die so entstandene ,Hot Start“ Reaktionsmischurghte fir 32 Proben mit 20 pl

Endvolumen.
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Erstellung des ,Master Mix"

Die Erstellung des ,Master Mix"“ erfolgte durch Pifieren der einzelnen Bestandteile

in ein 2 ml Rohrchen nach Tabelle 14.

Bestandteile

Volumen/Probe in pl

Steriles HO 3,65
MgCl, 3,20
LC-FastStart DNA Master Hybridizations Probes 2
Beta-Globin Primer Mix 0,30
Beta-Globin Hybridization Proben Mix, LC Red 640 0,60
markiert

Primer 0,25
Gesamtvolumen 10,00

Tabelle 14: Master Mix/Probe

Anschliel3end wurde das Rohrchen gut gevortext nmihie Kiihlbox platziert, um

einen vorzeitigen Reaktionsbeginn zu vermeiden.

Fur eine effiziente Amplifizierung musste Mg@u dem Reaktionsgemisch

hinzugegeben werden. Mgwirkte als Co-Faktor fiir die , Taq DNA-Polymerase®,

durch Bildung l6slicher Komplexe mit dNTPs, welatenn von der Polymerase als

Substrat erkannt wurden.

Der ,LightCycler-FastStart Reaction Mix Hybridizati Probes” enthielt bereits eine

Ausgangskonzentration Mgl mM), die aber auf die optimale Mg&{onzentration

(5 mM) eingestellt werden musste. Tabelle 15 gibt\dgChL-Volumina in pl wieder,

die bei Zugabe zu 20 pl PCR-Volumen, die zu erexde MgC}-Konzentration

ergeben.

Zu erreichende Mg@l Konzentration in mM

3 4

Erforderliche Zugabe von 25mM Mg&Volumen in pl

0,0/ 08 168 24 3

,00

Tabelle 15: Die zu Erreichung der optimalen MgQinzentration (in mM) noch zum Reaktionsgemisch

zuzufiihrende MgGKonzentration (in ul)
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Zu beachten war jedoch, dass eine zu hohe Mig@hzentration die dsSDNA
stabilisieren und dadurch zu einer inkomplettenddemerung der Ziel-DNA bzw. zu
einer unspezifischen Primerhybridizierung fihrenrite.

Fertigstellung der Reaktionsgemische in den Glaskaaren

Entsprechend der Probenanzahl (Patientenprobendtinieungsreihe + 1
Negativkontrolle) wurden nummerierte Glaskapillaneeinen gekihlten Adapter
gestellt und in jede jeweils 10 pl ,Master Mix" pgighiert.

Anschliel3end wurde, um eine Kontamination der B@nk zu vermeiden, die
Laborbank gewechselt, ein neues Paar sterile Hanbscangelegt und mit anderen
Pipetten weitergearbeitet.

Nachdem die Patientenproben, die Verdiinnungsreitialie Negativkontrolle
grundlich gevortext wurden, erfolgte die jeweiligegabe von 10 pl in die einzelnen
Glaskapillaren. Danach wurden die Kapillaren miteen Plastikdeckel verschlossen.
Beladen des LC

Die Kapillaren wurden anschlieend in den Rototzpat und bei 2000 U/min fir 30
Sekunden zentrifugiert. Nun wurde der Rotor samt@kskapillaren in den LC
deponiert, die Reihenfolge der Kapillaren nochnkalstrolliert und der Deckel des LC

verschlossen. Der Lauf wurde gestartet.

Zubereitung der Negativkontrolle und der Verdinrsipine

Fur die interne Kontrolle wurden in jedem Lauf eMegativkontrolle und eine
Verdinnungsreihe mitanalysiert. Als Negativkongaliente steriles $#0 (10 pul).
Die Verdunnungsreihe wurde frisch vor jedem Laljergitet. Dazu wurde humanes
Genom DNA in Wasser nach folgendem Prinzip aufgelos
1:10 =1,5 ng/pul
1:100 =150 pg/ul
1:1.000 =15 pg/pul
1:10.000 =1,5 pg/ul

Erstellung des Versuchsprotokolls

Bevor die Aufbereitung der Proben begann, wurdeviasuchsprotokoll im Computer
erstellt, damit nach der Fertigstellung der Reagender PCR-Lauf ohne Verzdgerung

begonnen werden konnte.
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Die Programmierung des Experiments und Eingab®&dgentenproben nahm ca. 15
Minuten in Anspruch. Es mussten die PatientenprothenVerdinnungsreihe und die
Negativkontrolle tabellarisch eingegeben werdersohtieRend erfolgte die Einstellung

des LC-Experiments fir den jeweiligen Lauf.

2.3.3.4 Testablauf

Ubersicht

Die folgenden PCR-Schritte (Amplifizierung, Hybsdrung und Detektion) liefen im
LC vollautomatisch ab. Die ersten Ergebnisse lagarh ca. 2Minuten vor.

Durch die Verwendung zweier jeweils mit LC-Red @ter Fluoreszein markierten
sequenzspezifischen Hybridisierungsproben gelamg spezifische online-Detektion
der PCR-Produkte. Die Messung der Probenextraktifmdgte im Photometer des
Gerates bei einer Wellenlange von 640 nm.

Kontaminationsschutz

Mogliche Kontaminationsquellen waren verunreinigédorbanke, Pipetten und andere
Laboreinrichtungen, wie der Untersucher selbsts®ierunreinigungen konnten von
vorherigen PCR-Préparationen und Laufen, von PRENS oder von
Kreuzkontaminationen zwischen einzelnen Probenrsaot werden.

Um Kontaminationen zu vermeiden, wurde mit Mundszhkittel und sterilen
Handschuhen gearbeitet. Zusatzlich wurden die Dixéfp&ration, die
Reagenzienvorbereitung und die Probenvorbereitemgijs unter verschiedenen
Sterilbanken und mit verschiedenen sterilen Pipeattechgefihrt. Auch wurden alle
verwendeten Materialien vor ihrem Gebrauch autok&laviNachdem alle nétigen
Reagenzien unter sterilen Bedingungen in die Glalaeen pipettiert wurden, wurden
diese mit einem Plastikverschluss fest verschlogslemiesem Zeitpunkt blieben die
Glaskapillaren bis zum Ende des Laufes ungeoftidketweiteren Schritte der PCR
wurden im geschlossenen System durchlaufen. Naehddgung des Versuchs wurden
die Glaskapillaren im verschlossenen Zustand veemor

Einen weiteren Schutz vor Kontamination durch Velsgpung bot die Verwendung
der, aus dem Bakterium BMTU 3346 isolierte, hitbéaUracil-DNA Glycosylase
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(UNG). Das UNG spaltete chemisch veranderte PCRitite von friiheren
Amplifikationen ohne dabei die urspriinglichen Ma¢n oder Primer zu verandern.
Der Wirkmechanismus beruhte auf eine durch UNG rgachter Inaktivierung der
kontaminierten DNA. Wahrend der PCR wurden alle BiNukleotide durch dUTP
ersetzt. Bei durch Verschleppung verursachter Kuoimation fanden sich bei der
nachsten Amplifizierung durch dUTP chemisch ver@mdeCR-Produkte. Damit diese
nicht mehr als erneute PCR-Matrize dienten, wurderder nachsten Amplifikation
alle neuen PCR-Produkte mit UNG behandelt (ein@&trUNG pro 20 pl LC-
Reaktionsmischung wurde fir 5 Minuten bei Raumteadpe inkubiert und dann nach
Anweisung verarbeitet). Die Behandlung fihrte dalass sich bei einer Kontamination
UNG an U-DNA hybridisierte. Diese apyrimidine Nuétale wurden bei alkalischer
pH und Hitze gespalten und konnten so nicht mehP&lR-Matrize dienen und zu
falsch positiven Ergebnissen fihren (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Kontaminationsschutz mittels UNG

Eine weitere Moglichkeit der Kontamination durchspazifisches Annealing und
Primer-Verlangerung durch die DNA-Polymerase bailR@mperatur wurde mittels
.LC-FastStart Taq DNA Polymerase” verhindert. DieagtStart Taq DNA
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Polymerase”, eine modifizierte Form der hitzestbiTag DNA Polymerase®, war
durch hitzelabile Blockaden (Anti-Taq Antikorper) garen Aminoséaureresten bei
Raumtemperatur inaktiviert. Dadurch wurde verhihdi#ass bei Raumtemperatur
maoglicherweise an unspezifische Sequenzen bindender verlangert wurden. Der
.Hot Start®, d.h. die Primerverlangerung, beganmndeir Entfernung der blockierenden

Gruppen, durch Erwarmung des Reaktionsgemische35ai(.

Amplifizierung

Die Vervielfaltigung der Ziel-DNA erfolgte vollautoatisch in der Hitzekammer.

Die fur die Amplifizierung erforderlichen Temperetn wurden vor jedem Versuch im
Versuchsprotokoll festgelegt und dann automatidmniiacht.

Am Anfang jedes Laufes erfolgte eine einmalig Inkidn bei 95 °C fur 9 Minuten, um
die ,FastStart Tag DNA-Polymerase” zu aktivieremw (s Die anschlieRende Trennung
der doppelstrangigen DNA in ihre Einzelstrangelgtéodurch Hitzedenaturierung bei
95 °C fur 10 Sekunden. Bei dieser Temperatur IGsigmdie die Strange verbindenden
Wasserstoffbriicken. Nachdem die Temperatur aufC5&fgekuhlt war, lagerten sich
die Primer an spezifischen Sequenzen der DNA-Matiz (Annealing). Dieser
Vorgang dauerte 5-15 Sekunden. Erst jetzt erfalgteHybridisierung der zwei mit
Farbstoff markierten Sonden nebeneinander, an Ni&.Die zwei Farben, LC-Red

640 und Fluoreszein, kamen so in unmittelbare Nardubhaft zu einander. Das dadurch
entstandene optische Signal wurde am Ende der Angd2hase, wenn das Maximum
der Intensitat des emittierten Lichtes erreicht,wam Photometer registriert (s.u.).
Diesem Schritt folgte eine erneute Temperaturerhgtauf 72 °C und die
Verlangerung der Primer durch die Polymerase, egttier Zielsequenz (Elongation).
Danach nahm die DNA wieder ihre urspringliche dégipinige Form an, die Sonden

|6sten sich voneinander ab und das optische Segtadch.

Detektion

Zwei speziell entwickelte, sequenzspezifische Sori{@®nor und Akzeptor), markiert
mit zwei Farbstoffen, machten die online-DetekiionLC mdglich. Sie erfolgte nach
dem Prinzip des fluoreszenz resonance energy &a(fSRET).

FRET ist ein von der Entfernung zwischen zwei babaden Fluoreszenzen (mit

Farbstoff markierte, sequenzspezifische OligonuideSonden) abhangiger
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Energietransfer, der ohne die Emission eines Peaatsteht. Dazu missen der Donor
und der Akzeptor in direkter Nachbarschaft zueieaiégen. Das Spektrum des
Akzeptors muss die Fluoreszenzemission des Dormmdajppen. Der detektierte
Farbausschlag vom Donor und vom Akzeptor muss lyl@isgerichtet sein.

Der Donor war am 3"Ende mit Fluoreszenz und dereptar am 5 Ende mit LC-Red
640 markiert. Beide Sonden hybridisierten in engettbarschaft zueinander an der
Zielsequenz und brachten so die zwei Farbstoftirekte Nahe aneinander. Nachdem
das Fluoreszein (Donor) von einer blauen Lichtguaills dem LC angeregt wurde,
entstand grunes Fluoreszein-Licht einer etwas i&mg@/ellenlange. Diese Energie
wurde auf die sich in der Nachbarschaft befindliocheLC-Red 640 markierte Sonde
(Akzeptor) Ubertragen (Energietransfer). Der Akpepturde angeregt und emittierte
Fluoreszenz einer anderen Wellenlange (Abbildundpise Fluoreszenz wurde
anschlielend, nach der Annealing, vom Photometeziher Wellenlange von 640 nm
gemessen. Es entstand nur dann ein messbares, Signalein FRET stattfinden
konnte, also nur, wenn die Sonden nah genug zug@ndoinden konnten. Diese
Tatsache garantierte die hohe Spezifitat dieseskidehverfahrens. Die Hohe der
gemessenen Fluoreszenz war proportional zu der &degwéahrend der PCR
produzierten DNA.

Dieses Verfahren ermoéglichte eine Echtzeit-PCRdbeischon wahrend der
Amplifizierung die sequenzspezifische Analyse ureddBtion der PCR-Produkte

gelang.
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Transfer
Excitation Emission

Abbildung 3: FRET

2.3.3.5 Ergebnisse

Auswertung

Quantifizierung

Nachdem der LC gestartet wurde, erschienen am blonitEchtzeit die aktuelle
Fluoreszenz-Wertigkeit und die Entwicklung der Faszenz fiir jede Probe (durch
unterschiedliche Farben optisch dargestellt), wighadie aktuellen Temperaturen
wahrend dem Lauf. Nach der Beendigung des Lausehinen ein
Temperaturdiagramm (Temperatur vs. Zyklus) undrilmoreszenzdiagramm
(Fluoreszenz vs. Zyklus) fur die Quantifizierung &egebnisse.

Der LC bot zwei Methoden fir die Quantifizierungi@e Methoden benutzten

Standard-Kurven (Konzentration vs. Zyklus) fur Higkulierung der
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Kopienkonzentration in unbekannten Proben. Der tdoteed lag aber in der Wahl des
Schwellenzyklus fur das Diagramm. Bei dem ,Secoedi\iate Maximum Method*
erfolgt die Auswertung automatisch, ohne den Es#ldes Benutzers. Nur durch die
Wahl der Standardproben wurde die Quantifizieruegififlusst.

Vorteile dieser Quantifizierungsmethode waren srtenelle Kalkulierung und die hohe
Reproduzierbarkeit.

Die ,Fit Points Method" ermdglichte eine manuellastvertung: ,baseline”, ,noise
band*, ,crossing-point“ und ,crossing-line* wurdegom Benutzer mitdefiniert.

In dieser Arbeit wurde die Quantifizierung mit dert Point“ Methode durchgefihrt.
Die Quantifizierung gelang mit der Erstellung eiS¢éandardkurve aus einer
Verdinnungsreihe von HCMV —DNA, die als Kontroliemte. In einem Diagramm, in
der Fluoreszenz gegen die Zyklus-Nummer aufgetragede, konnten drei Segmente
der Kurve unterschieden werden: die friihe ,backgdd¥hase begann, wenn die
Signale der PCR-Produkte die HintergrundsignaleSyestems tberstiegen. Danach
folgte die exponentielle Phase (logarithmische Bhas der die Summe der PCR
Produkte exponentiell anstieg. Die exponentiellagehin diesem Diagramm wurde
auch als logarithmisch- lineare (log- lineare) hgsnannt. Schliel3lich endete der
Kurvenverlauf in eine Plateauphase.

Signifikante Unterschiede der Signalstarke und tder Kopienanzahl der Proben,
konnten nur im log-linearen Kurvensegment deutidentifiziert werden, wahrend in
der spateren Plateauphase keine deutliche Untédseigeder Signale moglich war.
Abhangig von der Anfangskonzentration der Ziel-DMAler Probe, begann der
Signalintensitatsanstieg in verschiedenen Zyklansthdher die Kopienkonzentration
war, desto weniger PCR Zyklen waren nétig, um dumoieszenzsignal zu erzielen, d.h.
schon in einem friiheren Zyklus begann der AnstegFluoreszenzsignals.

Die wahrend der log-linearen Phase ablaufende Aikgtiion kann mathematisch durch

die folgende Gleichung beschrieben werden:
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N,: Kopienkonzentration einer Probe, bei Zyklus n
No: Anfangskonzentration einer Probe
E: gesamte Reaktionseffizienz

n: der ,,Crossing Point“ ausgedruckt in Zyklennummer

Demnach wurden fir eine verlassliche Quantifizigrder Probenkonzentrationen
(Kopienanzahl) die friihen Zyklen, in denen der ewpielle Anstieg stattfand,
herangezogen. Spatere Zyklen (Plateau-Phase) Wiardie Ermittlung der Endsumme
der PCR-Produkte bedeutend.

Fur die Entstehung der Plateau-Phase bei spatgidandvaren die begrenzte
Konzentration der Polymerase und die Bildung emgehmenden Menge von
Reaktionsnebenprodukten und dadurch verursachtidiBeshemmung verantwortlich
Zusatzlich fuhrte die zunehmende Konkurrenz zwisaileeAnnealing von PCR-
Produkten und Primerhybridisierung zu Rektionshemgmnu

Die kontinuierliche Messung von jedem Zyklus ernigigke eine genaue Identifizierung
der Zyklen, in denen sich die PCR in der log-lieeaPhase befand, d.h. sich die PCR
Produkte verdoppelten. In dieser Phase konnte igagalSeicht vom Hintergrund
unterschieden werden und lieferte somit verlasslicfiormationen tber die
Anfangskonzentration der Zielsequenz.

Folgende 3 Schritte mussten fur die Quantifizierdngchgefuhrt werden:

Als erstes wurde die ,Baseline“-Anpassung zur Sakiton des Hintergrunds vor der
Quantifizierung durchgefihrt.

Als zweiter Schritt erfolgte die Platzierung dergjse band® zur Trennung von Daten
ohne Informationsgehalt (Hintergrundrauschen) venwertbaren Daten. Dazu musste
die rote ,Noise band“ mit der Maus an die Stellevbgt werden, die die Grenze
zwischen Hintergrundrauschen und auswertbaren Ditestellte. Eine optimale
Positionierung der ,Noise band” war gegeben, waraile Kurven im unteren Bereich

der log-linearen Phase kreuzte. Damit bildete dasse band” die untere Grenze der
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log-linearen Phase. Ab jetzt wurde das Hintergrangchen ausgeblendet. Nur noch der
Teil der Kurve, die zur Quantifizierung herangezogeairde, war sichtbar.

Um die Quantifizierung nur auf die log-lineare Rhas begrenzen, musste neben der
unteren Begrenzung (,Noise band*“) des logarithmescKurvesegments als letzter
Schritt auch sein Verlauf und die obere Grenzegtdsgt werden. Dazu diente die
»Crossing line“. Mit Hilfe der Maus wurde die gripérossing Line" so platziert, dass
der ,Error“-Wert mdglichst klein blieb. Dieser FehlWert gab einen Anhaltspunkt fir
die Abweichungen zwischen den einzelnen Probemn.dh, bedingt durch
Pipettierfehler. Ein Wert Gber 0,6 bedeutete einazéntrationsabweichung von tber
50%. Es entstand eine nicht sichtbare Gerade a#iinlegren Bereich der Kurve. Der
Schnittpunkt dieser Geraden mit der ,,Crossing Limerde als ,,Crossing Point"
bezeichnet. Um die nicht sichtbare Gerade anzu|egerden Messpunkte (,Fit

Points®) festgelegt, die sich in der log-lineardra®e der Kurve befanden. In der Regel
wurden mit 2 Punkten gute Ergebnisse erzielt. Diegakl der Punkte (,Number of
points*) sollte nicht gré3er sein als die Zahl Batenpunkte, die bei der Probe mit der
niedrigsten Konzentration in das log-lineare Segrden Kurve fielen. Ebenfalls konnte
die obere Grenze der log-linearen Phase durchisetre,Fit Points" ermittelt werden.
Dabei war es wichtig, dass die ausgewahlten ,Fni806sich tatsachlich nur auf der
linearen Phase der Kurve beschrankten.

Erstellung der Standardkurve

Nach Beendigung der PCR wurden alle kalkuliererfsigmritte automatisch von der LC
Software ausgearbeitet, um eine Standardkurvestelien (Abbildung 4). Dazu

wurden die ,,Crossing Points* (Zyklusnummer) derrst@rdproben gegen die
bekannten logarithmischen Konzentrationen der Stalptoben aufgetragen. Die
»Crossing Line" stand fir Zyklusnummern, bei denks Fluoreszenz-Hohe immer
unverandert gleich blieb, d.h. immer die gleichenlgle PCR-Produkte in den Proben zu
messen waren. AnschlieRend wurden anhand der $téuodee die unbekannten
Patientenproben quantifiziert und die berechnetent®\imit den dazugehorigen
Patientennamen tabellarisch aufgelistet.
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Linear Regreszion

Crossing Points

Abbildung 4: Standardkurve

Interpretation der Messergebnisse

Insgesamt wurden im LC mit beiden Primer-Sondenkoailonen (LC A und LC B)
jeweils 64 im CMM als HCMV positiv gewertete Blugtren (25 Patienten) analysiert.
36 im CMM als HCMV negativ getestete Proben wurdesétzlich im LC A analysiert.
Insgesamt wurden im LC A 100 Patientenproben vegasamt 28 Patienten
untersucht. Die quantitativen Ergebnisse der Detektrurden als Konzentration in
Kopienanzahl/ml Blutplasma angegeben. Im dynamiséhessbereich von 250-
250.000 Kopien/ml (LC A) bzw. 150-500.000 (LC B) pien/ml verlief die
Nachweismethode linear. Die Sensitivitat zeichisath bei 25 GE (LC A) bzw. 150
GE (LC B) ab. Die gemessene Viruslast befand sidinem Messbereich zwischen
250 und 690.000 GE (LC A) bzw. zwischen 250 und.8d0 GE (LC B). Der Median
lag bei 1199 GE (LC A) bzw. 2100 GE (LC B).
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3 ERGEBNISSE

3.1 Vergleich der Tests

3.1.1 Probenvolumen und Ausgangsmaterial

Im Gegensatz zu In-House PCR und LC, bei deneDMNi&-Extraktion mit QIAGEN-
Saulen aus 5 ml Vollblutproben erfolgen musste ewdrei CMM schon 200 pl

Patientenplasma fur die Extraktion ausreichend.

3.1.2 Arbeitsschritte

Der Versuchsablauf im LC erfolgte nach Beschreibdesg Herstellers
benutzerfreundlich und unkompliziert. Amplifikatiomd Detektion liefen im LC
automatisch ab. Eine personliche Uberwachung defekavar nicht notwendig, da das
Gerat Software-gesteuert sich selbst tberwachte.

3.1.3 Zeitaufwand
Im LC dauerte ein Zyklus ca. 20-60 Sekunden undP&R-Lauf mit 40 Zyklen

demnach ca. 14-40 Minuten.

Der LC bendtigte insgesamt ca. 90 Minuten fur eibauf, inklusive der aul3erhalb des
Gerates durchzufiihrenden Vorbereitung der Probexirivbl konnten in dieser Zeit 32
Patientenproben analysiert werden. In dieser AnggstlitBe DNA-Extraktion aus
Vollblut mit QIAGEN nicht inbegriffen. In der Taldel 16 wurden die einzelnen

Bearbeitungsschritte und ihre jeweilige Zeitdaudgefihrt.

Bearbeitungsschritt Dauer in Minuten
Anfertigung der Verdinnungsreihe 5 min
Reagenzienpréparation 25 min
Beladen des LC und 15 min
Softwareprogrammierung

LC-Lauf 45 min

Tabelle 16: Zeitdauer der einzelnen Bearbeitungsgehr
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Im Vergleich dazu waren herkdmmliche Detektionsalerén langsamer. Fir die
Analyse im CMM wurde fiir die Probenvorbereitung enlfalb des Gerétes ca. 1 Sunde
fur 12 und ca. 2 Stunden fiir 24 PatientenprobetiginDie Inbetriebnahme des
Gerates und die automatische Amplifikation und R&d@ dauerte ca. 5 Stunden,
wobei schon nach drei Stunden die ersten Ergebgasdert wurden. Weitere
Ergebnisse folgten in einem Durchsatz von 50 D&ie&h pro Stunde. Die
Bearbeitungszeit belief sich somit auf insgesa®tuhden (12 Proben) bzw. 7 Stunden
(24 Proben).

Die Analyse in der In-House PCR bendétigte pro Labhangig von der Probenzahl, 10-
12 Stunden.

Weitere Testverfahren und ihre Dauer sind nachfadgeufgefihrt:

2-4 Wochen fur die Viruskultur

24-48 Stunden fir die Schnellkultur

6-8 Stunden im pp65-Antigenamie-Assay

6-7 Stunden im NucliSens pp67-Assay

3.1.4 Kosten

Der LC ist eine im Vergleich zu anderen Methodemr gginstige Variante der HCMV-
Diagnostik. Zwar ist das Gerat in seiner Anschaifarcht wesentlich preisgunstiger als
der CMM aber im Gegensatz zu CMM, bei dem ein L(@@fProben) ca. 100 Euro
kostet, betragt der Preis fiir einen LC Test (3b&mny nur 10 Euro. Die Kosten fur die
In-House PCR betrugen pro Lauf ca. 6 Euro (persbalMitteilung von Herrn Dr.
Loffler).

3.1.5 Zuverlassigkeit des LC-Tests

3.1.5.1 Validitat

Bei jedem Lauf mussten im LC 4 Standard-KontrolésVerdinnungsreihe und eine
Negativkontrolle (dest. D) mitanalysiert werden.
Am Ende musste jeder Lauf auf die stetig abnehmelderte seiner Verdinnungsreihe

und auf ein DNA-freies Ergebnis der Negativkongalberprift werden.
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Waren diese Voraussetzungen erfullt, galt ein ladsifvalide. War jedoch die
Verdunnungsreihe nicht innerhalb der vorgegebnengam oder die Negativkontrolle
HCMV positiv, so galt der Lauf als ungultig und reteswiederholt werden.
Insgesamt waren 3 Laufe im LC A invalid. Davon Wwar 2 Laufen (12 Proben) die
Negativkontrolle kontaminiert und in einem Lauf (Bfbben) die
Standardverdiinnungsreihe ungultig. Nach erneutestéling einer
Verdinnungsreihe, Verwendung einer neuen Negativislbe und Wiederholung der
Pipettierungsschritte zeigten alle diese Probel@d&rgebnisse.

Waren nur einzelne Proben eines Laufes ungultigyisden nur diese Proben
wiederholt analysiert. Dieser Fall trat im LC A 3eProben auf. Die anderen Proben
des Laufes zeigten valide Ergebnisse. Nach der &ktieiling der Pipettierungsschritte
zeigten 2 Proben valide Ergebnisse und somit mtimghmen, dass der Fehler
wahrscheinlich im Pipettierungsschritt lag.

Nur eine Probe war trotz zweimaliger Wiederholurigderkehrend invalid und wurde

aus der Studie ausgeschlossen.

Im LC B mussten ebenfalls drei LAufe wiederholtaesr, zwei wegen der
Kontamination der Negativkontrolle und ein Lauf wagungultiger Verdinnungsreihe.
Nach der Wiederholung der Pipettierungsschrittaleeg alle drei Laufe valide
Ergebnisse. Daraus lasst sich schlie3en, dassrdeehe der Fehler in dieser Phase der
Probezubereitung zu vermuten ist.

Im LC B waren wahrend des gesamten Untersuchurigszmies keine einzelnen

Proben ungiltig.

3.1.5.2 Reliabilitat

16 Proben (8 HCMYV positive und 8 HCMV negative) dem jeweils im LC A und im
LC B doppelt bestimmt. In der Wiederholung kam eslear im LC A noch im LC B zu

abweichenden Resultaten.

3.1.5.3 Spezifitat

Da der tatsachliche Wert der Messung unbekannunwadie Vergleichssysteme nicht
als absoluter Mal3stab zu betrachten waren, gdstaltd die Spezifitatsbestimmung

bei diesem Methodenvergleich schwierig. Wir defitde Proben, die in zwei der drei
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Vergleichsverfahren (CMM, In-House PCR und LC A bW B) negative Ergebnisse
zeigten, als HCMV negativ und betrachteten di¢seeglle Bezugsgrolle.

Um die Spezifitdt des LC A zu bestimmen, wurderPddben (20 Patienten), die im
CMM und im In-House PCR, im In-House PCR und LCdenim CMM und LC A
HCMYV negativ waren, gewertet. 37 Proben waren imAL(nd jeweils einer der
anderen Methoden HCMV negativ und 4 waren im LC @MV positiv, obwohl CMM
und In-House PCR negative Ergebnisse ergaben. Setnitg die Spezifitdt des LC A
90,2 %.

Die Spezifitat des LC B wurde nach dem gleicheneBahermittelt. Von 31 negativen
Proben zeigten im LC B 30 Proben ebenfalls ein tnagmResultat. Eine Probe wurde
als falsch positiv gewertet. Dieses Ergebnis eat$peiner Spezifitdt von 96,8%.

3.1.5.4 Sensitivitat

Fur die Bestimmung der Sensitivitat wurden nur Broberwendet, die in allen drei
Verfahren, d.h. im CMM, in der In-House PCR undLi@ A getestet wurden.

Als HCMV positiv galt eine Probe, wenn sie in zwler drei Analysemethoden positive
Ergebnisse ergab.

Um die Sensitivitat des LC A zu bestimmen, wurdérPBoben (25 Patienten), die im
CMM und in der In-House PCR, in der In-House PCH im LC A oder im CMM und
im LC A positiv waren, gewertet.

44 Proben waren im LC A und in jeweils einer dedtexen Messmethoden (CMM oder
In-House PCR) HCMV positiv. 12 Proben waren im L@a#sch-negativ, obwonhl

CMM und In-House PCR HCMV positive Ergebnisse eayalbie Sensitivitat des LC
A betrug demnach 78,6 %.

Die Sensitivitat des LC B wurde analog ermittelt.

Insgesamt wurden 54 Proben (25 Patienten), dieNivi@nd in der In-House PCR, in
der In-House PCR und im LC B oder im CMM und im B(ositiv waren, gewertet.
48 Proben waren im LC B und in jeweils einer dateaen Methoden HCMV positiv
analysiert worden. 6 Proben wurden im LC B falselgativ gewertet. Dies entsprach
einer Sensitivitat von 88,8%.
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3.2 Vergleich der Testergebnisse

3.2.1 Vergleich der Detektionszeitpunkte

3.2.1.1 Probenvergleich

CMM und LC A: Vergleich der Proben

Der direkte Vergleich von CMM und LC A war bei 1P@oben von 28 Patienten
maoglich. Von diesen 100 Proben waren im CMM 64 Broals HCMV positiv und 36
als HCMV negativ bewertet worden. Im LC A waren \adesen 100 Proben 49 als
HCMV positiv und 51 als HCMV negativ getestet warde

Die Ergebnisse sind in der Vierfeldertafel 1 zusangefasst.

CMM
Pos Neg Summe
‘W Pos 44 5
Neg 20 31
Summe 64 36 100

Vierfeldertafel 1: CMM vs. LC A, Vergleich der Proben

Die Ubereinstimmung lag bei 44+31=75 von 100 (75%).

CMM und LC A: quantitativer Vergleich der Proben

In beiden Verfahren sind jeweils 100 Proben auf HCjétestet worden. Insgesamt
waren 44 Proben mit beiden Methoden positiv.

Im Diagramm 1 wird das Verhaltnis zwischen den dtetiven Ergebnissen der 44 im
LC A und im CMM gemessenen positiven Proben autgfi
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1,00E+06

1,00E+05

LCA

- 1,00E+04
1,00E+03

1,00E+02

HCMV Kopien/ml

1,00E+01 4= Probe

1,00E+00
1,00E+00 1,00E+01 1,00E+02 1,00E+03 1,00E+04 1,00E+05 1,00E+06

HCMV Kopien/ml, CMM

Diagramm 1: LC A und CMM: quantitativer Probenverglei

Im Diagramm 2 und Diagramm 3 werden die quantigatiErgebnisse der 44 im LC A
und im CMM ubereinstimmend positiven Proben dargisDie Kopienzahl pro ml ist

logarithmisch aufgefuhrt.
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Diagramm 2: LC A, gemessene Kopienzahl/ml Diagr&8n@MM, gemessene Kopienzahl/ml

Der Median lag beim LC A bei 1199 Kopien/ml undrbéEMM bei 5990 Kopien/ml.

Es wurde deutlich, dass der LC sowohl héherer Kisngentrationen (>PXopien/ml),
wie auch niedrige Viruskonzentrationen (£K@pien/ml) zu detektieren in der Lage

war, wahrend der CMM in diesen Grenzbereichen kBlasswerte angab.

Der CMM-Hersteller weist auf dieses Problem hin engpfiehlt, bei Konzentrationen
iiber 16 Kopien/ml, eine Verdiinnung der jeweiligen Probd anschlieRend eine

erneute Analyse mittels CMM vorzunehmen.
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In-House PCR und LC A: Vergleich der Proben

Insgesamt wurden 90 Proben mit beiden Methoderysiedl. Im LC A waren 48
Proben HCMV positiv und 42 HCMV negativ gewertetrden. In der In-House PCR
fielen 40 Proben HCMYV positiv und 50 HCMV negativsa

9 Proben wurde in der In-House PCR als ,,grenzwe(tig)") positiv befundet. Im
klinischen Alltag kann eine Blutprobe entweder pesider negativ sein, die
Formulierung ,grenzwertig” wird nicht verwendet. &diesem Grund wurden
grenzwertige Ergebnis als negative Ergebnisse detver

Die Ergebnisse sind in der Vierfeldertafel 2 zusamngefasst.

In-House PCR
Pos Neg
oW Pos 33 15
Neg 7 35
Summe 40 50

Vierfeldertafel 2: In-House PCR vs. LC A, VergleichBeben
Die Ubereinstimmung lag bei 33+35=68 von 90 (75,5%)

OQuantitative und Semiquantitative Resultate

Insgesamt wurden 33 Proben in der In-House PCRmndC A positiv getestet.

Einem einfach positiven PCR-Signal (,+“) der In-r$@uPCR entsprachen 19 im LC A
gemessene Proben mit einer mittleren Viruslastoaor2500 G/ml. 8 Proben, mit einer
mittleren Viruslast von ca. 12000 G/ml, entspraciieem zweifach positiven PCR-
Signal (,++") und 6 Proben einem dreifach positi\R@R-Signal (,+++). Diesen 6
Proben konnte eine durchschnittliche Viruslast ean271000 G/ml zugeordnet
werden.

In der Tabelle 17 wurden die im LC A gemessenengdfasten den parallel bestimmten

In-House PCR-Ergebnissen gegenibergestellt.
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In-House PCR
+ ++ +++
Anzahl der im LC getesteten 19 8 6
Proben, die dem folgenden
PCR Signal entsprechen
29l Durchschnittliche Viruslast 2538 124225 270747,33
in G/ml
Spannweite 25-23361 107-67682 | 4841-685420

Tabelle 17: In-House PCR vs. LC A, semiquantitative quantitative Ergebnisse

Bei dem Vergleich der semiquantitativen Ergebndeeln-House PCR mit den

quantitativen Ergebnissen des LC A wurde deutligss von ,PCR+" Uber ,PCR ++*

bis ,PCR +++" auch die mittels LC A gemessene Magsanstieg (Diagramm 4).

1,00E+06

1,00E+05 -

LC A, HCMV-DNA (Genome/ml)

1,00E+00

1,00E+04 -

1,00E+08 -

1,00E+02 -

1,00E+01 -

®
L 4
L 2
* - s
$ $ .
. .
s
$ .
$ *
* *
4= Probe
*
+0 +1 +2 +3 +4

In-House PCR (semiquantitative Auswertung)

Diagramm 4: In-House PCR vs. LC A, semiquantitative gquantitative Ergebnisse



Ergebnisse 63

Vergleich von CMM, LC A und In-House PCR

Von den insgesamt 90 Proben, die in allen dreiakedn analysiert wurden, waren 67
Proben in mindestens einer Methode HCMYV positie Berteilung der 67 Befunde

sind in Abbildung 5 (Venn-Diagramm) dargestellt.

LCA

CMM In-House PCR

Abbildung 5: Vergleich HCMV-positiver Proben von CMRtHouse PCR und LC A

30 Proben waren in allen drei Methoden positiv gfetevorden. 12 Proben waren nur
im CMM und 5 nur im LC A positiv, ohne dass nochezider anderen Verfahren ein
positives Ergebnis gemessen hatte. Keine Prob@wan der In-House PCR positiv.
Bei 12 Proben wurden im LC A und im CMM, nicht jetian der In-House PCR,
positive Ergebnisse gemessen. Im LC A und in détdnse PCR waren 2 Proben
positiv getestet worden, obwohl der CMM ein negagirgebnis gemessen hatte.

7 Proben waren im CMM und in der In-House PCR, inadfer im LC A, positiv.

Vergleichvon LC Aund LC B

Insgesamt wurden 86 Proben von 28 Patienten irebesystemen auf HCMV
untersucht.

Die Ergebnisse sind in der Tabelle 18 zusammensgfefas
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LC B
Pos Neg
-\ Pos 31 17
Neg 6 31
ungultig 1 0
Summe 38 48

Tabelle 18: LC A vs. LC B, Vergleich der Proben

31 Proben waren im LC A und im LC B positiv. BeiBoben zeigten beide Methoden
ein negatives Ergebnis. 6 Blutproben wurden im L@e§ativ aber im LC B positiv
getestet. 17 Proben ergaben im LC B negative Ergednobwohl sie im LC A positiv
getestet wurden.

Die Ubereinstimmung lag bei 31+31 = 62 von 86 (72%)

CMM und LC B: Vergleich der Proben

Insgesamt sind 85 Blutproben (28 Patienten) im Civid im LC B paarweise auf
HCMV analysiert worden.

48 HCMV positive und 21 HCMV negative Ergebnissmasiten in beiden Methoden
uberein, wahrend der LC B eine im CMM negative Rrals positiv wertete und 15
Proben als negativ, obwohl sie im CMM positiv gegesvurden.

Die Ergebnisse sind in der Vierfeldertafel 3 zusamngefasst.

CMM
Pos Neg
M8 Pos 48 1
Neg 15 21
Summe 63 22

Vierfeldertafel 3: CMM und LC B, Vergleich der Proben

Die Ubreinstimmung betrug 48+21=69 von 85 (81,1%).
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In-House PCR und LC B: Vergleich der Proben

Insgesamt wurden 85 Proben (28 Patienten) im L@dBin der In-House PCR
analysiert. 34 Proben wurden von beiden Methodeneistimmend als HCMV
positiv und 29 als HCMV negativ gewertet. Bei 22l5%n wurden gegensatzliche
Ergebnisse ermittelt: 7 Proben wurden vom LC B HCh&gativ getestet, obwohl sie
in der In-House PCR positive Resultate ergabeimn &r In-House PCR HCMV
negative Proben waren im LC B HCMYV positiv analysveorden.

Die Ergebnisse sind in der Vierfeldertafel 4 zusangefasst.

In-House PCR
Pos Neg Summe
M8 Pos 34 15
Neg 7 29
Summe 41 44 85

Vierfeldertafel 4: In-House PCR und LC B, Vergleich Bmben

Die Ubereinstimmung betrug 34+29=63 von 85 (74,1%).

3.2.1.2 Patientenvergleich

LCA
Bei 25 Patienten wurde in mindestens einer BlutpridiEMV-DNA mittels CMM

nachgewiesen. 20 Patienten waren im gesamten Baoinaszeitraum HCMV negativ.
Bei 24 von den 25 im CMM positiv getesteten Pagarwurde auch im LC A eine
HCMV-Infektion nachgewiesen.

Ein im CMM HCMV positiver Patient hatte trotz mehaligen Wiederholungen im LC
A unglltige Ergebnisse ergeben.

Von den 20 im CMM HCMYV negativ analysierten Patemtvurden im LC A nur 3
Patienten getestet. Diese ergaben im LC A ausnalri&CMV negative Ergebnisse.

Die Ergebnisse sind in der Tabelle 19 zusammensgfefas
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CMM

Pos Neg
Pos 24 0
Neg 0 3
ungultig 1 0
Summe 25 3

Tabelle 19: CMM vs. LC A, paarweise Vergleich datiéhten
Die Ubereinstimmung lag bei 24+3= 27 von 28 (96,4%)

Bei 21 von 25 im CMM getesteten Patienten wurde aimtivirale Therapie aufgrund
der HCMV positiven Ergebnisse eingeleitet. AulRendgnen Patienten, bei dem der
LC A mehrmals ungiltige Ergebnisse ergab, wurdEnvaamischen Episoden der
therapierten Patienten mittels LC A erkannt.

Waren die Ergebnisse des LC A fir die Therapiedeidting berlcksichtigt worden, so
hatten alle HCMV infizierten Patienten, aul3er eineme Therapie erhalten. Der vom
LC nicht als HCMV infiziert erkannte Patient ertiieine 14 Tage dauernde antivirale
Therapie mit 410 mg Ganciclovir i.v. einmalig usmaschlieRend 820 mg Ganciclovir
l.v. fur 14 Tage. Er zeigte im gesamten VerlauinkeAnzeichen einer HCMV-
Erkrankung.

LCB

Im LC B wurden ebenfalls alle 25 im CMM HCMV positjetesteten Patienten
analysiert. Bei 23 Patienten zeigte sich auch inBL&ne HCMV-Infektion. Der
Patient, der im LC A mehrmals ungultige Ergebnizsigte, war im LC B HCMV
positiv. Bei den beiden, vom LC B als HCMV negatatektierten Patienten, wurde
mittels CMM eine einwéchige Viramie mit Viruslastam 1¢ und 16 G/ml
nachgewiesen. Sie zeigten im gesamten Verlaufek&mzeichen einer HCMV-

Erkrankung.
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3.2.2 Erstmalige Reaktivierungszeitpunkte im Vergleich

Bei insgesamt 10 Patienten wurde der Zeitpunkedgen und der letzten positiven
Blutprobe im LC A und im CMM bestimmt. Dadurch $elherausgefunden werden, ob
es moglich ist, mit dem LC A eine HCMV-Infektiontam zu einem friiheren Zeitpunkt
zu erkennen als mit der herkdbmmlichen Methode.

Durch die Bestimmung der letzten positiven Blut@asbllte geprift werden, ob die
Ausheilung einer HCMV-Infektion mit dem LC A berggher feststellbar wird als mit
dem CMM. Davon versprach man sich eine OptimierdegTherapiesteuerung, durch
frheres Einsetzten aber auch friiheres Absetzteardiwiralen Therapie. Bei zwei
Patienten konnte der LC A schon zu einem friiheratpdnk als der CMM eine
Viramie messen und bei ebenfalls zwei Patientemteder LC A noch zu einem
Zeitpunkt eine Viramie feststellen, an dem der Cg®dhon negative Ergebnisse
detektierte. Dennoch konnte weder flr die Zeitspdria zur erstmaligen Reaktivierung
noch fur die Zeitspanne bis zur letzten Reaktivigrawischen beiden Testverfahren ein
signifikanter Unterschied festgestellt werden.

3.3 Klinischer Vergleich

3.3.1 Auswertung der Patientenverlaufe

3.3.1.1 Symptomatische Patienten
Von den 25 HCMV positiven Patienten zeigten 3 Pétie die Symptome einer

HCMV-Erkrankung. Zwei der Patienten erkrankten exeeinterstitiellen Pneumonie
und einer an einer HCMV-Retinitis.

Die HCMV-Retinitis trat als Symptom der zweiten H@MReaktivierung nach
Transplantation auf. Der Patient wurde bei derearstCMV-Reaktivierung zunachst
mit Ganciclovir 2x 250 mg i.v. therapiert und ang®end mit einer Erhaltungsdosis
von 250 mg weiterbehandelt. Zum spateren Zeitpistktie Therapie mit Cidofovir
250 mg erweitert worden, um die neu aufgetreten®M@®Retinitis zu bekadmpfen.

Der zweite Patienten erhielt bei der ersten HCM\&Rierung zunachst Ganciclovir
375 mg i.v., dann eine Dosiserh6hung auf 2x 375untyschlie3lich, nach Ansprechen

auf die Therapie, eine Erhaltungsdosis von 450.mdkei der erneuten HCMV-
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Reaktivierung erhielt der Patient Foscarnet 539Q2mg2695 mgq) i.v. und nach einer
Dosissteigerung 6000 mg i.v.

Der dritte Patient erhielt Ganciclovir 700 mg (Z03mg) i.v. und dann 400 mg (2x 200
mgq) i.v.

Die HCMV-Serologie war bei allen drei Patienten/R+.

Es konnte kein Zusammenhang zwischen der Schwerkra@kheitsbildes und der im
LC A gemessenen Peak-Werte (HCMV-DNA Genome /nd)dgfestellt werden.

Alle drei Patienten starben, wobei zwei Patientem Eolgen (Multiorganversagen)
einer opportunistischen Pilzinfektion erlagen. Batient starb an ARDS, als Folge der

generalisierten HCMV-Infektion.

3.3.1.2 Asymptomatische Patienten

In der Posttransplantationsphase fielen 22 Patieshiech eine asymptomatische
HCMV-Infektion auf und wurden nach dem Schema dk3 (5. Kapitel 1.7) antiviral
behandelt.

Die Serokonstellation war bei 17 Patienten D+/Ret,oR+/D- und bei 1 D-/R-.

3.3.2 Transplantationsserologie und HCMV

Von den 25 HCMV positiven Patienten hatten 20 Pédie die Transplantations-
Serologie D+/R+, 4 Patienten waren D-/R+ und eD¥R-. Von den 20 HCMV
negativen Patienten waren 10 D+/R+, 3 D-/R+, 5 BuRd 2 D+/R-.

Es konnte in dieser Arbeit kein signifikanter Zusaemhang zwischen der
Transplantatinsserologie und dem HCMV-Infektionkodestgestellt werden.

3.3.3 Transplantationsmodalitat und HCMV

Um einen moglichen Zusammenhang zwischen Trangglansmodalitat und
Zeitpunkt der HCMV-Infektion festzustellen, wurdmjeils der Zeitpunkt der ersten
HCMV positiven Blutprobe bestimmt und dann zwisclen beiden Patientengruppen
(familiar-allogen und fremd-allogen) verglichen.

24 Patienten erhielten eine fremd-allogene Tramsaleon und 21 Patienten eine
familiar-allogene, HLA identische Transplantation.

11 familiar-allogen transplantierte und 14 fremhibgédn transplantierte Patienten

wurden in der Posttransplantationsphase HCMV positi
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In der Gruppe der familiar-allogen transplantief®atienten konnte durchschnittlich
nach 34 [Spannweite 16-58] Tagen die erste Episot HCMV-Viramie beobachtet
werden. Dagegen wurde bei den Patienten, die gieln ffemd-allogenen
Transplantation unterzogen hatten, durchschnittiemth 21,85 [Spannweite 7-52]
Tagen HCMV-DNA im Blut festgestellt.

Bei der Gegeniberstellung der zwei Transplantatimdalitaten (HLA-identisch vs.
Mismatch) und der mittels LC A gemessenen Peak-&\erh den 25 HCMV positiven
Patienten wurde kein Zusammenhang deutlich (sieagr@mm 5).
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3.3.4 HCMV und opportunistische Infektionen

Zwei HCMV positive Patienten erkrankten an einemegalisierten Pilzinfektion und
starben an den Folgen, an Lungen- bzw. LungenNiecnversagen. Ein Patient
erkrankte und ein anderer Patient erlag an eirfektion unbekannter Ursache.
Diese vier Patienten waren alle HCMV positiv, zeigjedoch keine Symptome einer
HCMV-Erkrankung.

Von den HCMV negativen Patienten erkrankte eindPatin einer Varizellen Zoster
Virus-Infektion und verstarb an den Folgen. Einiétdtstarb an den Folgen einer
Pneumonie, verursacht durch Adenoviren. Ein weiteegient erlag den Folgen einer
interstitiellen Pneumonie unklarer Ursache. EindPaterkrankte an Toxoplasmose
gondii, einer an Aspergillose und einer an Postetdseuralgie.

Demnach zeigten in dieser Arbeit HCMV positive Baten im Vergleich zu HCMV
negativen Patienten kein erhohtes Risiko fur oppastische Infektionen.
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4 DISKUSSION

4.1 Der gegenwartige Wissenstand

Nicht nur die Tatsache, dass die HCMV-Infektiondam haufigsten
infektionsbedingten Komplikationen bei stammzeligplantierten Patientegehort
(Meyers et al., 1986), sondern auch die Gefahrédtder symptomatischen HCMV-
Erkrankung verlangen die Entwicklung einer optimaechsensitiven und
hochspezifischen Nachweismethode, die nicht nudigiDetektion des Erregers

verwendet, sondern auch fir die Therapieiberwackurggsetzt werden kann.

Trotz der Einfuhrung neuer antiviraler Therapeutstadie Mortalitatsrate der
symptomatischen HCMV-Infektion, insbesondere d&rstitiellen Pneumonie sehr
hoch (Boeckh et al., 1996 b; Einsele et al., 129fngman et al., 1992Hinzu kommt,
dass die Nebenwirkungen der momentan eingesetzéelikli¥mente (Acyclovir,
Ganciclovir und Foscarnet) haufig zu Therapieeiréackungen und sogar zu
Therapieabbruch fihren und eine antivirale Propteylazw. Behandlung bei
Hochrisikopatienten erschweren.

Obwohl die klinische Notwendigkeit einer wirksanmrévention der HCMV-
Erkrankung bei stammzelltransplantierten Patieoteumstritten ist, gibt es noch keine

einheitlich standardisierte Therapierichtlinie.

Gegenwartig steht fest, dass die praemptive Bebagdlie Therapie der Wahl
darstellt, denn nur die erfolgreiche Eindammungemoch asymptomatisch HCMV-
Infektion verhindert die mit einer hohen Letaligghhergehenden Komplikationen einer
manifesten HCMV-Erkrankung (Dunn et al., 1991, Eila<et al., 1995; Ljungmann et
al., 1996).

Die quantitative PCR und der Antigenamie-Assay esen sich dabei fur die Detektion
als besonders geeignet, da sie eine HCMV-Infelgignifikant friher als

herkdbmmliche Methoden nachweisen konnten (Boeclah €1992; Einsele et al., 1991,
Avery et al., 2000; Matsunaga et al., 1999; Bogfiral., 2000).
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Vorteile der friihinterventionellen Therapie zeigéeh in einer signifikanten Reduktion
der HCMV-Erkrankung und in einer Reduktion der sjglantationsbedingten Mortalitéat
vor dem Tag 100 (early onset) (Einsele et al., 18@5gs et al., 2000).

Einsele et al. (2000) stellten jedoch fest, daseiber langfristigen (> 4 Wochen)
praemptiven Therapie ein signifikant erhohtes Rigik symptomatische HCMV-
Infektionen und nicht-virale opportunistische Infieken nach dem Tag 100 (late onset)
zu beobachten sind.

Mit Acyclovir, Ganciclovir und Foscarnet stehenidyeeignete Virostatika fur die
HCMV-Therapie zur Verfugung. Das Ziel bleibt jedatie Entwicklung eines
Medikaments mit starker Potenz und geringer Taizit

Deshalb vergleichen viele Studien die Vorziige uadhteile der oben genannten
Medikamente, um die bestmogliche Therapie gewé&teeizu konnen.

Ganciclovir erwies sich im Vergleich zu Acyclovisatarker wirksam (Meyers et al.,
1988; Prentice et al., 1994). So fuhrte Ganciclauieiner signifikanten Senkung der
HCMV-Infektionen. Ein Uberlebensvorteil konnte jetionicht erzielt werden
(Goodrich et al., 1993; Winston et al., 1993). atschwerend kam die, durch die
Hamatotoxizitat von Ganciclovir verursachte, selined\Neutropenie hinzu, die zu
einem erhéhten Risiko flr opportunistische Infekép flhrte (Salzberger et al., 1997).
Der Versuch einer Foscarnetprophylaxe bei staminaetiplantierten Patienten zeigte
einen hohen Grad an Nebenwirkungen (81% der Patignvie gastrointestinale
Storungen, starke Kopfschmerzen und Urethritis €@rann et al., 2000).

2002 wurde in einer Studie von Reusser et al. aeige dass mit der
frihinterventionelle Therapie mit Foscarnet didaie Wirkung erlangt werden
konnten wie mit dem praemptiv eingesetzten Ganeiicl®abei zeigte aber Foscarnet
signifikant weniger Nebenwirkungen und dadurch awehiger Therapieabbriiche.
Trotzdem ist momentan noch unklar, ob Foscarngrantl des giinstigeren
Nebenwirkungsprofils zukiinftig Ganciclovir aus geaemptiven Therapie verdrangen
wird.

Ein weiterer Ansatz fur die HCMV-Therapie basiart der Erkenntnis, dass vor allem
Patienten mit einer gestorten Immunantwort an dastischen Komplikationen einer
HCMV-Infektion erkranken. Schon 1992 konnten Ridléekl. feststellen, dass die

zellulare Immunabwehr eine wichtige Rolle fur diespragung des Krankheitsverlaufs
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spielt. Neue Strategien auf dem Gebiet der adaptiv&ellimmuntherapie wurden
entwickelt (Walter et al., 1995) und zeigen viebmechende Ergebnisse (Einsele et al.,
2002).

4.2 HCMV-Diagnostik

Da eine ideale Nachweismethode fir HCMV neben dinben Sensitivitéat und
Spezifitét, auch Kosteneffektivitat sowie eine lleecund schnelle Durchfiihrbarkeit
bieten muss, besteht noch Bedarf an einer Verhesgeer schon vorhandenen
Methoden.

Um die Eignung des LC fur die Routinediagnostikrelen zu kbnnen,

wurden seine Eigenschaften herkdmmlichen Nachwdawen gegenlbergestellt.
Neben dem Nachweis infektioser HCMV-DNA mittels REBrfahren stehen noch der
Nachweis von infektiossem Virus, der Nachweis vira#latigene und der Nachweis von
spezifischen Antikérpern fur die gangige HCMV-Diagtik zur Verfiigung.

Schon langere Zeit sind Untersuchungen bekannbealegen, dass bei HIV-, HBV-
und HCV-Infektionen quantitative Analysen zu eibesseren Einschatzung des
Krankheitsverlaufs und folglich zu einem genauérbarapiemonitoring fihren als
qualitative Verfahren (Berger und Preiser, 2003)zE&ichnet sich jetzt mehr und mehr
auch bei HCMV-Studien ab, dass qualitative Nachmettoden fir den klinischen
Gebrauch weniger geeignet sind. Vielmehr ist esBeteutung, die Quantitat der
Viramie zu bestimmen, denn vor allem die Hohe diendlast, also die Quantitét, ist fur
die Pathogenese der Infektion entscheidend (Pdinetemonde et al., 1997; Naitou et
al., 1998; Vanpoucke et al., 1999; Leruez-Villakt2003). Eine gegensatzliche
Meinung vertreten Mendez et al. (1998 keine Vorteile der quantitativen PCR
gegenuber der qualitativen Analyse in der frihesgDostik einer HCMV-Erkrankung

aufzeigen konnten.

Nicht nur aus dem Grund, dass nur ein qualitativieht jedoch ein quantitativer
Nachweis von Viren mdglich ist, nimmt man immer mAbstand von der Zellkultur
als mogliche Methode der HCMV-Diagnostik. Auch di@tsache, dass bei einem nicht
unerheblichen Teil der Patienten erst mit der Eckiung von Symptomen einer
HCMV-Erkrankung oder sogar erst zu spateren Zekfgmpositive Ergebnisse
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detektiert wurden, fihrte zu alternativen Verfahden Diagnostik und
Therapiemonitoring (Einsele et al., 1995; Goodgthl., 1993; Winston et al., 1993).

Der seit 1988 mogliche hochsensitive Nachweis v@MY-Antigen in Granulozyten,
anhand des viral kodierten Proteins pp65, hatenititile eine feste Stellung in der
Diagnostik von HCMV-Infektionen eingenommen.

Einen groRen Nachteil birgt der Test bei transjarein Patienten, aufgrund der bei
diesen Patienten vorherrschenden erniedrigten Laytéonzahlen (Machida et al., 2000;
Masaoka et al., 2001; Boivin et al., 2000). Flexraaal. (2001) raumten in ihrer
Untersuchung deshalb negative Auswirkungen fir taiooien ein, die nur mit dem
pp65-Assay ihre transplantierten Patienten auf HQMYérsuchten. Preiser et al.
(2001) lehnten in ihrer Arbeit die Verwendung de$erfahrens bei
stammezelltransplantierten Patienten sogar entsehiatl. Andere bevorzugen bei dieser
Patientengruppe molekularbiologische Nachweismathd@Hlalwachs-Baumann et al.,
2001).

Problematisch ist bei diesem Verfahren zudem, d&sAufarbeitung der Proben einen
Einfluss auf das Ergebnis hat und somit ein Vecglewischen den verschiedenen
Labors nur schwer méglich ist (Landra et al., 199&rez et al., 1995 a; Perez et al.,
1995 b). Fur die optimale Sensitivitat muss inndrivan 3 Stunden nach Blutentnahme
die Detektion begonnen werden (Boeckh et al., E)9da schon nach 6 Stunden die
Anzahl der nachzuweisenden viralen Antigene um 8984aziert ist (Gerna et al., 1992;
Thé et al., 1992).

Um den Test quantitativ auswerten zu kbnnen unavtischen verschiedenen Labors
vergleichbar zu machen muss der Anteil der pp6%tipes Zellen ermittelt werden.
Dies ist hauptsachlich mit automatisierten Techmikeiglich, da eine Auszahlung
pp65-positiver Zellen zu subjektiven, nicht stanligierbaren Ergebnissen fihren
wirde (Landry et al., 1995).

Die Methode ist, bedingt durch ca. 2 Stunden Adaeitwand pro Ansatz, zeit- und
kostenaufwendig und deshalb nur bei einer groRezadnvon Proben rentabel und
sinnvoll (van der Meer et al., 1996). Die Ergebaibsgen ca. nach 6 Stunden vor.
Das Verfahren ist hochsensitiv und hat eine gusgmuostische Aussagekraft ist jedoch
nicht standardisiert (Boeckh et al., 1992; Ericalgt1992).
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IgM-und IgG-Nachweise sind preisgiinstige, schnatié einfach automatisierbare
Methoden zur HCMV-Detektion.

Der Nachweis von HCMV-spezifischer IgG beweist aik®ntakt mit dem Virus und
fuhrt somit zum indirekten Nachweis einer HCMV-Ikiien. IgM stellt eine frihere
Antwort des Immunsystems auf eine Infektion darl@@. Dieses Verfahren setzt
voraus, dass die Immunantwort des Korpers adagudas ist jedoch bei
transplantierten Patienten nicht gegeben.

Die routineméalfige Bestimmung des serologischemuStatCMV-IgG) des Spenders
vor Transplantation kann zur Einschatzung des Bkaagsrisikos und des
Ansprechens auf eine praemptive Therapie fuhreeiner Studie von Matthes-Martin
et al. (2003) entwickelten signifikant mehr stamhtmnsplantierte Patienten, deren
Spender HCMV-1gG negativ waren, eine symptomatis¢@d1V-Erkrankung, als
transplantierte Patienten mit einem seropositivend. Patienten mit einem IgG
positiven Spender hatten zudem ein besseres outoenter praemptiven Therapie.
Spezifitat und Sensitivitat der Tests liegen zwestBO und 100% (Ljungman 1995;
Landini et al., 1995).

Zukunftsweisend ist der Versuch, rekombinante Aarigfur die Serologie zu
entwickeln. Erst dann wird es méglich sein, di@aegten Ergebnisse miteinander zu
vergleichen, was momentan aufgrund der untersdbiesi Kits nur schwer maoglich ist.
Gegenwartig ist hierbei noch die Komplexitat demuomantwort gegen HCMV der

limitierende Faktor.

Der Anspruch an eine hohe Spezifitat einer Nachweisode beruht auf der Tatsache,
dass die antivirale Behandlung mit erheblichen Melkungen behaftet ist und somit
nicht langer als unbedingt notwendig verabreichtoer sollte. Deshalb ist es von
grol3er Bedeutung, gesunde Patienten (Patienten\Ghiraie) auch als solche zu
erkennen, ein effizientes Therapiemonitoring dungiilzren und Ubertherapien zu
vermeiden (Einele et al., 1995; Hebart et al., 192@6uez-Ville et al., 2003).

Die Virusreplikation ist ein dynamischer und sicisell &ndernder Vorgang. Nur
engmaschige (wochentliche), haufige quantitativaetkalen sichern die optimale
Patiententberwachung und Therapiesteuerung (Kuah, d994; van der Meer et al.,
1996; Hadaya et al., 2003).
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Deshalb gehort es heute zum Standard, PatienténStammzelltransplantation
wochentlich im Screeningverfahren auf HCMV zu ustehen.

Dabei ist ein hochsensitiver Virus-Nachweis malRgdbdenn eine Detektion der
Virus-DNA schon vor Auftreten der ersten Symptoeranoglicht die
frihinterventionelle (praemptive) Therapie mit \Atatika (Boeckh et al., 1997; Bowen
et al., 1997; Einsele et al., 1991; The et al.,2)99

Diesen Anforderungen entsprechen am ehesten dtarBesng der mRNA (Greijer et
al. 2001; Oldenburg et al., 2000; Witt et al., 20B0riskin et al., 2002) und die DNA-
Quantifizierung durch quantiative PCR (Aitken et 4B99; Barret-Muir et al., 2000;
Caliendo et al., 2000; Masaoka et al., 2001; Pefiegt al., 1999; Piiparinen et al.,
2001; Piiparinen et al., 2002; Razonable et aD120ong et al., 2000; Einsele et al.,
1991; Ljungman et al., 1994; Machida et al., 2000).

Zudem ist es entscheidend, dass die Nachweismettsbaiedardisiert sind und dadurch
zentrumsubergreifende Studien zur Bekampfung devi#nfektion moglich werden,
um einheitliche Therapiestrategien zu entwickeln.

Eine relevante Rolle spielen zusatzlich der Kostem Zeitaufwand eines
Nachweisherfahrens, denn nur eine giinstige uneébedgsfreundliche Methode eignet

sich zur Routinediagnostik von HCMV bei Risikopatien.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass der LC damkesel esteigenschaften alle
Anforderungen, die fur ein Verfahren in der Roudiiagnostik im Klinikalltag
erforderlich sind, erfullt. Nicht nur die anwendertindliche Bedienung und die schnelle
Aufarbeitung der Proben (innerhalb von 90 Minutdma# man alle Testergebnisse),
sondern auch das gering einzusetzende Probenvolunaedie im Vergleich zum

CMM deutlich niedrigeren Kosten (10 Euro vs. 100depro Lauf) sprechen fur die
LC-Methode. Die vollautomatische PCR und die wenetechnischen Vorteile des LC
ermoglichen einen hohen Probendurchsatz in kiinzésig ohne die Invaliditatsrate zu
steigern und fuhren dadurch zu einer hohen Wirtdddteit.

Unter der Bedingung, dass die DNA-Extraktion inradiohvon 24 Stunden nach
Blutabnahme erfolgt, sind die Proben 3 Monate B&I€ bzw. bis zu 5 Tagen bei 2 bis
8 °C haltbar. Dies bietet eine grof3e Flexibilitat.
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Pang et al. kamen in ihrer Arbeit (2003) zu ahmitikrgebnissen. In dieser Studie
wurde ein Vergleich zwischen LC, CMM und pp65 Aertigmia-Assay beziiglich
quantitativer Detektion von HCMV bei solid-orgamisplantierten Patienten

durchgeflhrt.

Eine wichtige Grundvoraussetzung fur die Eignunglda als routinediagnostische
Methode sollte durch eine baldige Standardisiernfiglt werden, damit zukinftig
neue antivirale Chemotherapeutika durch Multice®teidien evaluiert werden kénnen.

4.3 Klinische Bedeutung

4.3.1 Detektion

Am UKT diente, wie in vielen anderen Zentren, ladgét die In-House PCR als
Nachweismethode fur eine HCMV-Infektion bei stamht@nsplantierten Patienten.
Gegenwartig wird der CMM fur die HCMV-Diagnostikngiesetzt.

Die In-House PCR und der CMM entsprechen weitgeltemdAnforderungen an
Sensitivitat und Spezifitat, die an ein Nachweifat@ren gestellt werden. Die Spezifitat
des CMM wurde in Studien mit 100% und die der InaB®PCR mit 98,2%
beschrieben (Ljubicic, 2002). Der in dieser Arhwaitwendete LC A wurde daher mit
dem CMM und der In-House PCR unseres Hauses vieeglic

Der Vergleich auf Patientenebene zeigte einen h@rad an Konkordanz (96,4%).
Waren die LC A Ergebnisse therapieentscheidend ggnyavaren alle Patienten, aul3er
einem, antiviral behandelt worden. Zudem wies @en¥.C A nicht als HCMV positiv
identifizierte Patient nur eine niedrige Viruslést400 G/ml) auf. Eine Therapie ware
somit bei einem festgelegten Cut off ohnehin zlwisren gewesen.

Bei der paarweisen Gegenuberstellung der im CMMeginin-House PCR und im LC
A gemessenen Proben wurden in 78,6 % (44 von S6eRjaibereinstimmende HCMV
posive Ergebnisse erreicht. Bei 12 Proben kam dalzch negativen Resultaten. 37
von 41 Proben (90,2 %) wurden im LC A als richtegativ und 4 Proben als falsch
positiv gewertet.

Die in unserem Labor entwickelten Primer (LC Ak dpezifisch den HCMV-
immediate early 1 Gen (IE 1 Gen) auf dem 4 Exoemnken, konnten dem hohen

Anspruch an Sensitivitat und Spezifitat nicht gesriig
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Aus diesem Grund muss dieses Primerpaar (LC A)dliehider Spezifitat und der

Sensitivitat verbessert werden.

Entscheidend fur die HCMV-Diagnostik ist weiterhivig friih eine Infektion angezeigt
wird, also die erstmalig detektierte Reaktivierumgdieser Arbeit wurde der LC A
gegenuber dem CMM nicht statistisch signifikanth&tioder spater positiv. Beide

Methoden sind beziglich des Detektionszeitpunkigsgvertig.

Mehrere Studien mit vergleichbaren Untersuchunggaleen ahnliche Resultate fiir den
LC und wiesen auf die Eignung des LC zur Verlaubsaehtung in der praemptiven
Therapie, sowie auf die Eignung als sensitivese3tungverfahren bei HCMV-
Infektionen von stammzelltransplantierten Patieitien(Pang et al., 2003; Schaade et
al., 2000; Razonable et al., 2001; Kearns et @D1»

Mengelle et al. (2003) kamen in ihrer Arbeit bdidorgantransplantierten Patienten zu

vergleichbaren Ergebnissen.

4.3.2 Analyse der Viruslast

Betrachtet man die Vielzahl der Studien, die eidesammenhang zwischen der Hohe
der Viruslast und dem Risiko einer HCMV-Erkrankubeg organtransplantierten und
HIV-Infizierten beschrieben haben (Aitken et aB99®; Cope et al., 1997 a u. b;
Hassan-Walker et al., 1999; Sia et al., 2000 bie@Gdb et al., 2002; Tong et al., 2000),
ware zu erwarten, dass auch bei symptomatisch an\H&krankten
stammezelltransplantierten Patienten die Viruslasgeésamt hoher ist als bei
asymptomatisch verlaufenden Infektionen. Gor et1#198) und Rollag et al. (2002)
ermittelten in ihren Arbeiten eine signifikante Kaation zwischen hoher Viruslast und
HCMV-Erkrankungsrisiko bei stammzelltransplantierfeatienten.

Andere Studien zeigten hingegen, dass bei stammazedplantierten Patienten kein
Zusammenhang zwischen Erkrankungsrisiko und deetd@h Viruskonzentration
besteht (Bovin et al., 1997; Saltzman et al., 1982). dass die flr organtransplantierte
Patienten erlangten Ergenbnisse nicht auf stamtres&dblantierte Patienten
Ubertragbar sind (Emery et al., 2000b; Flexman.e2@01).

Obwohl bekannt ist, dass auch niedrige Viruslastéreiner symptomatischen

Erkrankung einhergehen kénnen (Boeckh et al., 1B8Rin et al., 1998 a; Gor et al.,
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1998), fordern immer mehr Untersucher aufgrundriBtedienergebnisse, neben einer
regelmaRigen und haufigen Kontrolle, auch einendifuiir Viruslasten in der HCMV-
Diagnostik. So kénnte mit Hilfe der Viruslast eftidlen werden, ob eine antivirale
Therapie begonnen wird.

Als moglicher Cut off kbnnte die Viruskonzentratieon 4,0 logo G/ml gelten. Gor et
al. (1998) untersuchten in ihrer Studie die Risikaneine HCMV-Erkrankung
abhangig der Viruslast bei stammzelltransplantieRatienten: Patienten mit
Viruslasten unter 3,5 lagG/ml erkrankten in weiniger als 10% der Félle areei
symptomatischen HCMV-Erkrankung, wahrend bei Viasgtn zwischen 3,5 und 4,5
logi0G/ml 60% der Patienten symptomatisch wurden. Patiemlie Viruslasten tGber
5,0 logoG/ml aufwiesen, erkrankten sogar zu 80%.

Beim CMM ist die Detektionsschwelle bei 400 G/n8tfgelegt. Diese Grenze scheint
sinnvoll zu sein, denn keiner der Patienten, digenStudie von Ljubicic (2002)
Viruslasten unter diesem Schwellenwert vorwiesekraakte an einer
symptomatischen HCMV-Infektion. Zum gleichen Ergisldtamen auch Caliendo et al.
(2000).

Auch fur leber- (Cope et al., 1997 a) und nierargpdantierte Patienten (Aitken et al.,
1999; Cope et al., 1997 b) sind Cut offs festgelegt

In dieser Arbeit konnte, aufgrund der kleinen Failzvon symptomatisch erkrankten
Patienten, keine verwertbare These aufgestellteverdon den insgesamt 3 an HCMV
erkrankten Patienten hatten alle drei Viruskonzgiumen von >10G/ml.

Der LC verfugt noch nicht Uber diese Eigenschaiity$asten bis zu einer festgesetzter
Mindestgrenze als negativ zu detektieren. Deshalid@n Patienten, die nur eine
minimale Viramie vorweisen, als HCMV positiv detiekt. Diese Tatsache birgt die
Gefahr von Ubertherapien.

Neben der Viruslast scheint auch die Wachstumsiede/irus eine wichtige Rolle fir
die Pathogenese der HCMV-Erkrankung zu spielendl@amet al., 2001). Diese
Tatsache konnte die Erklarung sein, warum stamruzedl organtransplantierte
Patienten trotz niedriger initialer Viruslasten sgpéteren Verlauf rasch ansteigende
Werte zeigten. Dies gilt insbesondere fir Trang@ae, die wegen einer schweren

GvHD eine starke immunsuppressive Therapie erimiéBeeckh et al., 1998). In
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solchen Situationen wird deutlich, dass sich wotdlere Screeningverfahren nicht

ausreichend fur die optimale VerlaufsbeobachturdyTrerapiemonitoring eignen.

In der vorliegenden Studie konnte kein signifikardeasammenhang zwischen
Transplantationsmodalitat und den durch den LC egsenen HCMV peak viral load
festgestellt werden. Beim Vergleich zwischen dersci@edenen
Transplantationsmodalitaten betreffend dem Zeitpéiinkdas Auftreten der ersten
HCMYV positiven Blutprobe wurde ermittelt, dass er @sruppe der familiar-allogen
transplantierten Patienten durchschnittlich nacfSpannweite 16-58] Tagen die erste
Episode einer HCMV-Viramie auftrat, wahrend bei @Ratienten, die sich einer fremd-
allogenen Transplantation unterzogen hatten, dahetilich nach 21,85 [Spannweite
7-52] Tagen HCMV-DNA im Blut fest zu stellen war.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in kur#arnteteallen durchgefiihrte Tests
(Einsele et al., 2000) und Parameter wie die Vastsind Wachstumsrate die
Uberwachung von Risikopatienten erleichtern. Unldanoch, in welchem Masse der
peak viral load den Ausbruch und den klinischenKreitsverlauf einer HCMV-
Infektion beeinflusst und ob die unterschiedlicieansplantationsmodalitéaten den

Zeitpunk einer HCMV-Infektion oder den peak viraat beeinflussen.

Zukunftige Studien sollten sich zusatzlich mit Sellenwerte fir eine praemptive
Therapie befassen und untersuchen, in welchem Mkeas3aéruslast als Grundlage fur
die praemptive Therapie dienen kann und in wiesggrsich auf den Verlauf einer
HCMV-Krankheiten auswirkt.

4.3.3 Semiquantitative und quantitative Ergebnisse

Durch den Vergleich des LC A mit der In-House PCirde geklart, ob die
semiquantitativen Ergebnisse des In-House PCR enitjgiantitativen Ergebnissen des
LC A korrelieren. Es konnte gezeigt werden, dasdo@m, die in der In-House PCR
mittel- und hochgradig positiv waren (,++" oder ,+49, mit h6heren quantitativen

Viruslasten im LC A bewertet wurden, als nur eitfpositive Proben (,,+).
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4.3.4 Therapiesteuerung

Das frihe und wirksame Antherapieren von HCMV iigfiten Patienten und eine
maglichst kurze virostatische Therapie sind dieealisierende Ziele in der HCMV-
Therapie. Zudem sollen Resistenzen, die mit zunalereTherapieldnge und vor allem
bei Therapieunterbrechungen auftreten, vermiededeme(Chou, 2001; Emery und
Griffiths, 2000 c; Erice, 1999; Gilbert et al., Z0@ebart et al., 1998; Ketteler et al.,
2000; Limaye et al., 2000; Emery et al., 2001). @¢imale Therapiesteuerung
vermeidet Uber- und Untertherapien und die dadantetehenden Nebenwirkungen
bzw. Reaktivierungen und fuhrt zu IdentifizierungnWPatienten mit Resistenzen gegen
die verabreichten Medikamente.

Da die HCMV-Konzentration nach Ansprechen auf eweiwdchige intravendse
Ganciclovir-Therapie exponentiell abfallt (Copeakt 1997 b; Razonable et al., 2001)
kénnen nur schnelle und haufige laborchemische rigtan der aktuellen Viruslast eine
optimale Steuerung und Uberwachung der antivir@legrapie garantieren.

Es ist bewiesen, dass HCMV-Kulturen fur das Thenagainitoring nicht geeignet sind,
da sie unter antiviraler Therapie in den meistdieR§85-93%) negativ werden
(Einsele et al., 1991; Yuen, et al., 1995).

Die quantitative HCMV-PCR eignet sich dagegen duinca nachgewiesene Sensitivitat
hervorragend zur Therapieliberwachung (Hebart e1296). Ein Anstieg der HCMV
positiven Zellen unter virostatischer Therapie kaawerlassig idntifiziert werden. So
kénnen mogliche Resistenzen und Ruckféalle aufgmadaquater Suppression der

Viruslast frih erkannt und bekdmpft werden.

Wie im Kapitel 4.3.2 erortert wurde, ist die Hoher &/iruslast fir den Ausbruch der
symptomatischen HCMV-Infektion und ihren Verlauliereant. Thre Messung kann
Aufschluss Uber die Pathogenese der HCMV-Infekgyjeben und dadurch ein besserer
Therapieerfolg erreicht werden (Gor et al., 1998eEy et al., 2000 b). Es liegen bereits
erste Studien vor, die abgestufte TherapiekonZelge nach Hohe der Viruslast
verschiedene Medikamente mit unterschiedlichen &asegen vorsehen) untersuchen
(Mori et al., 2002). Durch solche Therapiekonzegut die Nebenwirkungsrate der

antiviralen Therapien reduziert werden, ohne ihiek®amkeit zu reduzieren.
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Einsele et al. (1991) konnten zudem nachweisers, aiafgrund eines negativen PCR-
Ergebnisses, die antivirale Therapie gestoppt wekdan, ohne den Patienten zu
gefahrden. Diese Tatsache besitzt groRRe klinisetevidnz, da durch rechtzeitiges
Absetzen der nebenwirkungsreichen Virostatika Uteeetpien vermieden werden
kénnen.

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, wieleiTage nach Therapiebeginn der
LC A und der CMM bei jeweils den gleichen Probem megatives Testergebnis zeigten.
Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen Hdeiden Detektionsverfahren
festgestellt werden.

Werden die erhobenen Ergebnisse zusammengefasstwita deutlich, dass der LC
als Verfahren flr das Therapiemonitoring geeigsietds sind aber noch
Untersuchungen bezuglich der Definierung eins @8t &estlegung eines
Schwellenwertes fir Viruslasten, die eine Therapierdern und Detektionszeitpunkte,
ab wann eine Therapie wieder abgesetzt werden kaitig, um eine optimale

Verlaufsbeobachtung und Einschéatzung der Behandlurggwahrleisten.

4.4 Schlussfolgerung

Der LC ist im Vergleich zu den herkémmlichen Vermschneller, ginstiger und
einfacher durchfihrbar. Durch die unkompliziertenHlaabung werden
Kontaminationen verringert und Kosten eingespagt. IDC eignet sich ebenso zur
Diagnostik einer HCMV-Infektion, wie zur Initilergnund Steuerung einer praemptiven
Therapie bei Patienten nach allogener Stammzedipfantation. Das
Therapiemonitoring wird durch die Moglichkeit deu@ntifizierung erleichtert und ein
Nichtansprechen auf eine Therapie oder ein Ruckéalhen frih erkannt werden.
Darlber hinaus scheint durch die Quantifizierung\euslast eine bessere
Einschéatzung der Prognose und eine optimierte itha@lle HCMV-Therapie moglich
Zu sein.

Nachteilig ist die Tatsache, dass der LC noch retdntdardisiert ist. Fir die noch
notwendigen zentrumstbergreifende Studien, didiiEntwicklung optimaler
Therapieschemata durchgefiihrt werden solltenjesthndardisierung jedoch

unerlasslich.
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In dieser Arbeit stellte sich die Notwendigkeit &ine Festlegung von
Detektionsgrenzen heraus. Durch das Fehlen eirtesamnSchwellenwertes fur die
Viruslast wurden Patienten, die nur eine geringeidlast besal3en, als HCMV positiv

diagnostiziert. Hierbei besteht die Gefahr eineetilerapie.

Das in unserem Haus entwickelte Primerpaar (LCtél)te sich im Vergleich zu dem
von Schaade et al. (2000) publizierten Verfahred B) beziglich Spezifitat und
Sensitivitat als verbesserungswiurdig heraus. Zvéaewmittels LC A alle HCMV
infizierten Patienten, aul3er einem, identifiziedrden. Beim Probenvergleich
bestanden jedoch deutliche Defizite hinsichtlich Spezifitat und der Sensitivitat.
Weiterhin sollten sich zukinftige Studien mit degfibierung eines Cut offs fir die
Viruslast, die eine Therapieeinleitung zur Folgbdrg befassen.

Die schon bei solid-organtransplantierten Patiebtsthriebene Beobachtung, dass die
Hohe und die Wachstumsrate der Viruslast einemgRtegnosefaktor darstellen, sollte

bei stammzelltransplantierten Patienten durch $tubelegt werden.

Noch ungeklart ist die Frage, bei welcher Viruskise antivirale Chemotherapie
beendet werden kénnte, ohne den Patienten zu dgef&hbie wenigen Studien zu
diesem Thema beziehen sich hauptséachlich auf sadi@htransplantierte Patienten.
Diese Erkenntnisse sind jedoch nicht auf stamnraeliplantierte Patienten Ubertragbar
und erfordern somit gesonderte Untersuchungenié$edPatientengruppe.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Ziel dieser Studie war die Evaluation eines vonemisvickelten Primer-Paares fur den
LightCycler Instrument (LC A) zur FriherkennungesitlCMV-Infektion bei allogen
stammzelltransplantierten Patienten und die Pruflergeignung zur adaquaten
Therapiemonitoring.

Als Vergleichsystem diente der Cobas CMV MonitoMi@), die In-House PCR und
ein schon publiziertes Primer-Paar (Schaade €@00) fir den LightCycler (LC B).
Insgesamt wurden 392 Patientenproben von insgegaiatienten nach allogener

Stammzelltransplantation untersucht.

Beim Vergleich der Resultate der Probenanalysesctiven LC A und CMM fand sich
eine Ubereinstimmung von 75%. Bei dem VergleichRiesultate der von LC A und
In-House PCR analysierten Proben ergab sich eimediistimmung von 75,5%.

Die Spezifitat des LC A betrug 90,2%, die Sendiitviag bei 78,6%.

Beim Patientenvergleich konnte zwischen LC A undMCkine Korrelation von 96,4%
festgestellt werden.

Ware anhand der LC A-Resultate eine Therapie egitgelworden, so waren bis auf
einen, alle HCMV infizierten Patienten, einer Betilang unterzogen worden.

Keine der Methoden zeigte ein virdmisches Ereigigsifikant friher an und auch bei
der Beobachtung von Patienten unter antiviralerdpie wurde kein
Nachweisverfahren signifikant friher negativ.

Wegen zu niedriger Fallzahl (nur 3 Patienten efkeman einer klinischen HCMV-
Infektion und wiesen dabei Viruskonzentrationen »a6® auf) konnte auch kein
signifikanter Zusammenhang zwischen der Virushdteeder Wahrscheinlichkeit flr
eine symptomatischen HCMV-Erkrankung festgesteditden.

Es konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischransplantationsmodalitat und
den durch den LC A gemessenen HCMV Peak-Wertegdstllt werden.

Beim Vergleich zwischen den verschiedenen Transgifi@msmodalitdten wurde
ermittelt, dass in der Gruppe der familiar-allogg@amsplantierten Patienten
durchschnittlich nach 34 [Spannweite 16-58] Tageredste Episode einer HCMV-
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Viramie auftrat, wahrend fremd-allogen Transplamgielurchschnittlich nach 21,85
[Spannweite 7-52] Tagen eine Viramie entwickelten.
HCMV-infizierte Patienten zeigten kein signifikamdufigeres Auftreten nicht-viraler

opportunistischer Infektionen im Vergleich zu Paten ohne Virusinfektion.

Der LC eignet sich zur Initierung und Steuerungeeipraemptiven antiviralen
Therapie bei Patienten nach allogener Stammzediptantation.

Die neue LC Methode (LCA) bietet eine schnelle zdsehe, kostengtinstige und
bedienerfreundliche Analysemoglichkeit.

Jedoch zeigte der LC A, verglichen mit der qualiat In-House PCR und der
guantitativen CMM eine signifikant niedrigere Seivdiit.

Es ist bekannt, dass Patienten mit einer Virusiast<3,5x16 G/ml nur in weniger als
10% der Falle eine klinisch relevante HCMV-Infektientwickeln. Aus diesem Grund
fordern immer mehr Untersucher einen Cut off furuglasten.

Es ist vorauszusagen, dass die Definierung einesfCGegenstand zukunftiger
Studien sein wird. So kdnnte mit Hilfe der Viruslaatschieden werden, ob eine

antivirale Therapie indiziert ist. Die Anzahl vorbértherapien konnte reduziert werden.
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