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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das humane Cytomegalievirus (HCMV)

1.1.1 Biologie des HCMV

Das humane Cytomegalievirus zahlt neben den Herpes- Simplex- Viren Typ 1
und Typ 2, Varicella- Zoster- Virus, Epstein- Barr- Virus (EBV) und den
humanen Herpesviren 6 (HHV- 6), 7 und 8, zur Familie der humanpathogenen
Herpesviren.

HCMV wird auch als humanes Herpesvirus 5 bezeichnet und gehort zur
Sub - Herpesviren, die sich durch ein enges Wirtsspektrum, einen
relativ langen Vermehrungszyklus und eine spéte Cytopathologie auszeichnet
(Modrow und Falke, 1997; Kayser et al., 1993).

HCMV- infizierte Zellen vergréf3ern sich und weisen intranukledre Einschlisse
auf, sogenannte Eulenaugen (Modrow und Falke, 1997), die zur Bezeichnung
Cytomegalic inclusion disease (CID) und spater zum Terminus Cytomegalie-
virus fuhrten.

Das Genom des HCMV gilt als das Grof3te unter den bekannten Herpesviren.
Es besteht aus linearer, doppelstrangiger DNA, ist beim Wildtyp etwa 245.000
Basenpaare lang, bei einem Molekulargewicht von ca. 150 Mio. Dalton (Gelen
et al., 1978; St. George et al., 2000). Das Core, bestehend aus dem Genom
und einer Proteinmatrix wird durch ein icosaedrisches Capsid geschitzt, und
wird abschlieBend von einer Hulle, bestehend aus Tegument und Membran
umgeben. Die DNA codiert fur etwa 200 Proteine (Chee et al., 1990). Sie lasst
sich in zwei Abschnitte einteilen, eine unique long (UL) und eine unique short
(US).

1.1.2 Geschichte

Protozoenéhnliche Zellen mit grof3en Einschlissen wurden erstmals 1881 durch
Ribbert beobachtet, der die Nieren eines totgeborenen syphilliskranken
Sauglings untersuchte (Ribbert, 1904). 1921 pragten Goodpasture und Talbot

den Begriff Cytomegalie und vermuteten eine virale Ursache. Sie verglichen die
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Zellveranderungen mit Hautldsionen bei Varicella Zoster (Goodpasture und
Talbot, 1921). Die Haufigkeit der CID wurde 1932 durch Farber und Wolbach
verdeutlicht, die bei 22 von 183 obduzierten Sauglingen und Kleinkindern mit
unterschiedlicher Todesursache, intranukledre und cytoplasmatische Ein-
schlisse fanden (Farber und Wolbach, 1932). 1950 zeigten Smith und Vellios,
dass die Infektion auch in utero auftreten kann (Smith und Vellios, 1950). Die
erste elektronenmikroskopische Darstellung von Viruspartikeln gelang Minder
1953 (Minder, 1953). Smith, Rowe und Weller isolierten 1956 bzw. 1957
unabhangig voneinander HCMV- Stamme (Smith, 1956; Rowe et al., 1956;
Weller et al., 1957). Weller schlug als Bezeichnung den Begriff Cytomegalie-

virus vor.

1.1.3 Ablauf der Replikation

Nach dem Andocken an einen bislang nicht identifizierten Zellrezeptor, CD13 ist
daran beteiligt (Soderberg et al.,, 1993), fusioniert die Virushille mit der
Zellmembran. Das Nukleokapsid dringt in die Wirtszelle ein und wandert zum
Zellkern. Ein Teil der Tegumentproteine wird in den Nukleus verschoben, der
Rest bleibt im Zytoplasma. Die Virus- DNA gelangt in den Zellkern und die
alpha- beta- gamma- Abfolge der Genexpression schliel3t sich an. Die
immediate- early- oder alpha- Gene kdnnen in der infizierten Zelle bereits nach
einer Stunde nachgewiesen werden. Sie beeinflussen ihre eigene Regulation
und die Expression anderer viraler und zellularer Gene (Blanton und Tewethia,
1981). Das IE1- Gen, oder auch major immediate early (MIE) kontrolliert die
Produktion der immediate early- Genprodukte (Sorg und Stamminger, 1998).
Die Aktivierung des MIE ist notwendig fur die Einleitung des Replikationszyklus
und fur die Reaktivierung von HC

- r -1 "% -1 "# -6 und IL- 10 regulieren den
MIE- Promoter hoch (Kline et al., 1998; Hummel und Abecassis, 2002; Paya,
2001). Sie alle sind Produkte aktivierter Makrophagen. Die akute Entziindung
konnte daher ein positiver Trigger der HCMV- Reaktivierung sein. MIE-
Genprodukte steigern die IL- 6- Produktion. Das konnte bei der HCMV-
induzierten Entzindung eine Rolle spielen (lwamoto und Konicek, 1997;
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Lautenschlager et al., 1997a). Vier bis zwolf Stunden nach einer Infektion
werden die early- oder beta- Gene exprimiert. Sie codieren unter anderem fur
virale DNA- Polymerasen und auch DNA- bindende Proteine (Kouzarides et al.
1987). Nach der Replikation viraler DNA folgt die Expression der late- oder
gamma- Gene, zu denen Strukturproteine des Viruskapsids und Glycoproteine
der Virushtlle gehéren (Hampl und Mertens, 2001; Jahn et al.,, 1987). Seine
endgultige Hille kbnnte das Virus durch die Zellmembran erhalten (Zini et al,
1999). Untersuchungen zeigen, dass die in vivo Replikation sehr viel schneller
ablauft als bisher vermutet, bei einer durchschnittlichen Verdopplungszeit von

etwa einem Tag (Emery et al., 1999).

1.1.4 Epidemiologie und Pathogenese des HCMV

HCMV tritt ubiquitér, weltweit und saisonunabhangig auf (St. George et al.,
2000; Colimon und Michelson, 1990). Die Ubertragung erfolgt durch Schmier-
infektion oder direkten Kontakt mit infizierten Personen. Als Erregerreservoir
dienen im Wesentlichen Blut, Urin, Faeces, Speichel, zervikale und vaginale
Sekrete, Sperma, Muttermilch und Tranen. Die Durchseuchung erfolgt mit zwei
Gipfeln, einer wahrend der friihen Kindheit, der andere bei Aufnahme sexueller
Tatigkeit (Oethinger, 2000).

Die Seropravalenz variiert zwischen 30% und 100% in Abhéngigkeit von Alter,
geografischer Lokalisation, ethnischem und soziobkonomischem Status. In
Entwicklungslandern liegt sie bei nahe 100%, die Infektionen erfolgen frih im
Leben. In entwickelten Landern liegt die Pravalenz niedriger, in Mitteleuropa bei
40- 70%. Die Infektionen werden zweigipflig wahrend Jugend und im frihen
Erwachsenenalter erworben, mit hdéheren Durchseuchungsraten in unteren
soziobkonomischen Schichten, aber auch in Kindergarten (Stagno und Cloud,
1994). Die mittlere Inkubationszeit liegt bei etwa 4- 8 Wochen (Modrow und
Falke, 1997; Hamprecht et al., 2001). Wie andere Herpesviren auch persistiert
HCMV in latenter Form lebenslang im Organismus. Es kann wahrend der
Erstinfektion, Reaktivierung und Superinfektion mit einem unterschiedlichen
Stamm Uber Monate bis Jahre ausgeschieden und Ubertragen werden, auch
wenn diese asymptomatisch verlaufen (St. George et al., 2000).
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1.2 Die HCMV - Infektion und ihre Problematik

Bedingt durch die optimale Anpassung des Virus an seinen Wirt verlaufen
sowohl Primér-, als auch Sekundarinfektion meist asymptomatisch. Oft mani-
festiert sich ein Mononukleose- @hnliches Krankheitsbild, gekennzeichnet durch
Fieber, Kopfschmerzen, Lymphocytose, Krankheitsgefiihl, Lethargie und
Myalgie fur einige Wochen. Eine milde Hepatitis kann begleitend auftreten,
Pneumonien und zentralnerviose Beteiligung sind selten. Pharyngitis, Trans-
aminasenerhdéhungen, Lymphadenopathie und Splenomegalie treten weniger
haufig auf, als bei Infektionen mit dem Epstein- Barr- Virus. Ist die Immunitat
des Wirts aber durch Unreife, Inkompetenz oder Suppression des Immunsys-
tems herabgesetzt, kbnnen schwere, teilweise auch letale Verlaufe beobachtet
werden. Die Cytopathogenitat von HCMV fihrt zur Gewebszerstérung der
befallenen Organe, indirekte Faktoren konnen verstarkend beteiligt sein
(Ljungman et al., 2002b; Bissinger et al., 2002). Diskutiert wird eine Beteiligung
von HCMV an malignen Prozessen (Doniger et al, 1999; Mattila et al., 2001,
Cobbs et al., 2002), Arteriosklerose (Degre, 2002), Diabetes mellitus (Guo und
Jia, 1998; Ahlfors et al., 1999), vaskulare Demenz (Lin et al., 2002b), koronarer
Herzerkrankung (Humar et al., 2000; Siennicka et al., 2001) und Autoimmun-

prozessen (Varani et al., 2002; Newkirk et al., 2001).

1.3 Risikogruppen
1.3.1 Stammzelltransplantierte Patienten
1.3.1.1 Die Hamatopoetische Stammzelltransplantation (HSCT)

Die Gabe hamatopoetischer Stammzellen, gewonnen aus Knochenmark (BMT),
peripherem Blut (PBSCT) oder postpartalem Nabelschnurblut, ist heute die
Behandlung der Wahl bei zahlreichen angeborenen und erworbenen Stérungen
des hamatopoetischen Systems, bei Neoplasien und Autoimmunerkrankungen
(Tabbara et al, 2002). Ziel ist es, ein erkranktes, fehlerhaftes Knochenmark
mittels Stammzellen durch ein gesundes Knochenmark zu ersetzen und da-

durch eine neue Lymphohamatopoese zu schaffen.
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Man unterscheidet die autologe Stammzelltransplantation, hierfir werden
patienteneigene Stammzellen verwendet und die allogene Stammzelltransplan-
tation, bei der die Stammzellen eines Spenders verabreicht werden. Im Idealfall
ware der allogene Spender ein eineiiger Zwilling, Spender und Empfanger
waren genetisch identisch, eine syngene Transplantation. Existiert jedoch kein
Zwilling, so wird unter nahen Verwandten, insbesondere den Geschwistern,
nach geeigneten Spendern gesucht. Falls kein verwandter Spender ermittelt
werden kann, besteht die Moglichkeit der Fremdspende. Um eine mdglichst
hohe genetische Ubereinstimmung zu erzielen, wird eine humane Leukocyten-
antigene- (HLA) Gewebetypisierung durchgefiihrt. Das HLA- System ist eine
autosomal kodominant vererbliche Gruppe von Gewebeantigenen (membran-
assoziierte Glycoproteine), die auf den Zellen fast aller menschlicher Gewebe
vorkommen und sich besonders gut auf Leukocyten, vor allem Blutlymphocyten,
nachweisen lassen. Sie spielen eine wichtige Rolle bei immunologischen
Abwehrmechanismen, der Erkennung von kdrpereigen und koérperfremd und
damit auch der Abstof3ungsreaktion nach Transplantation. Man versucht daher,
fur eine Transplantation eine weitgehende Kompatibilitat, bestenfalls eine HLA-

Identitat, zwischen Spender und Empféanger zu erreichen.

1.3.1.2 Probleme der Stammzelltransplantation

Die Graft- versus- host- disease (GvHD) ist eine der Hauptkomplikationen nach
allogener HSCT, insbesondere, wenn der Spender nicht verwandt und HLA-
ident ist. Man unterscheidet die akute und die chronische GvHD. Die akute
GvHD manifestiert sich als Dermatitis, Hepatitis und Enteritis. Urséachlich
erkennen T- Zellen des Spenders die HLA- Antigene des Empfangers als
fremd. Neben den Organschadigungen kommt es zu einer erhéhten Anfalligkeit
fur Infektionen (Tabbara et al., 2002; Remberger et al., 2002).

Parallel zur GvHD zeigt sich ein Graft- versus- Tumor- Effekt. Das neue
Immunsystem wendet sich gegen eventuell noch vorhandene Tumorzellen und
unterstitzt so die Radiochemotherapie (Fritze und Matzdorff, 1999; Remberger
et al., 2002).
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Nach einer HSCT, auch nach hamatopoetischer Rekonstitution (Einsele et al.,
2001), sind sowohl die zellulare (Ozdemir et al, 2002), als auch die hormonelle
Immunantwort gestort. Auf zellularer Ebene betrifft das die T- Zell- Antwort und
die Funktion der T- Helfer- Zellen. Hormonell sind IgG2 und 1gG4 erniedrigt und
die Umschaltung von IgM- auf IgG- Produktion ist gestort (Tabbara et al., 2002).
Immunschwache, Neutropenie, eine GvHD und die dagegen notwendige
immunsuppressive Therapie, sowie Schleimhautschadigungen im Rahmen der
Konditionierung fuhren zu einer erhdhten Infektanfalligkeit fur Bakterien in der
aplastischen Frihphase und fur Viren und Pilze, besonders wahrend der ersten
drei Monate (Herold, 2002; Einsele et al., 2001). Das Immunsystem stabilisiert
sich ohne suppressive Therapie nach etwa 6- 12 Monaten (Tabbara et al.,
2002).

Weitere Probleme entstehen durch die Toxizitdt der Konditionierung, Rezidive
und Graft Failure. Auch eine vendse Verschlusskrankheit der Leber wird als

haufige Komplikation beschrieben (Tabbara et al., 2002).

1.3.1.3 HCMV nach HSCT

Das Risiko fur eine HCMV- Infektion nach Stammzelltransplantation héangt von
unterschiedlichen Faktoren ab. Der HCMV- Serostatus von Spender oder Donor
(D) und Empfanger bzw. Recipient (R) vor Transplantation ist der wichtigste.
Am geringsten ist das Risiko fir seronegative Empfanger eines seronegativen
Transplantats (R-/D-), werden fir den Empfanger nur HCMV- seronegative oder
leukocytenfreie Blutprodukte verwendet, ist eine Infektion sehr unwahr-
scheinlich (Zaia, 2002a, Ljungman et al., 2002a; Boeckh et al., 1999; Einsele et
al., 2001). Selten kann jedoch auf den Serostatus des Spenders Rucksicht
genommen werden. Wird dann auf einen seropositiven Spender (R-/D+) zu-
riickgegriffen, liegt das Ubertragungsrisiko zwischen 20 und 40% (Ljungman,
2002). Die Gabe von Immunglobulinen hat darauf keinen Einfluss. (Ruutu et al.,
1997). Bei seropositiven Empfangern (R+/D-, R+/D+) liegt das Risiko fir eine
Reaktivierung bei etwa 75%, fur eine Erkrankung ohne praemptive Therapie
zwischen 20 und 30% (Ljungman et al., 2002a). Weitere Risikofaktoren fir eine
Infektion bzw. Reaktivierung sind nicht HLA- idente Spender und fehlende
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Verwandtschaft (Lanino et al.,, 1993; Ljungman et al., 1998a; Einsele et al.,
2001; Meijer et al., 2002), T- Zell- freie Transplantate (Zaia, 2002b; Einsele et
al., 2001), CD34- selektierte Stammzellen (Hebart et al., 2001b; Holmberg et
al., 1999), Art und Dauer der Konditionierung und Immunsuppression, GvHD
(Lin et al. 2002a), das Patientenalter (>20 Jahre) und das Ausbleiben der
lymphoiden Rekonstitution (Zaia, 2002a). Positiven Einfluss haben die Verwen-
dung hamatopoetischer Stammzellen aus peripherem Blut (PBSCT) (Trenschel
et al.,, 2000), seropositive Spender bei seropositiven Empfangern (Lin et al.,
2002a), und die Gabe prophylaktischer Granulocyten- Transfusionen an den
Empfanger bei seropositiven Spendern (Vij et al., 2003).

Aufgrund von Verbesserungen bei Pravention und Management von HCMV-
Infektionen ist die Inzidenz der HCMV- Erkrankung nach ha&matopoetischer
Stammzelltransplantation von 20- 30% in den friihen 1990ern auf heute 5- 10%
gesunken (Zaia, 2002a). Typischerweise tritt eine HCMV- Erkrankung 30 bis
100 Tage nach Transplantation auf (St. George et al., 2000; Einsele et al.,
2001). Die Mortalitatsrate liegt immer noch bei 30- 50% (Nguyen et al., 1999;
Tabbara et al., 2002).

AulRerdem stellen sich neue Probleme wie Rickfalle nach Therapie, ein
Durchbrechen der Viruslast unter Therapie und das vermehrte spate Auftreten
von HCMV- Erkrankungen nach Tag 100 (Median 169 Tage) bei fast 18% der
Patienten (Boeckh et al., 2003). Eine HCMV- Erkrankung vor hamatopoetischer
Rekonstitution ist selten, oft assoziiert mit anderen opportunistischen
Infektionen und ist prognostisch ungunstig (Limaye et al., 1997).

Klinische Krankheitsbilder sind neben der Hauptmanifestation interstitielle
Pneumonie (IP), Osophagitiden, Gastroenteriden und Hepatitiden (Marre et al.,
2000; Einsele et al., 2001). Seltener treten eine HCMV- Retinitis (Crippa et al.,
2001), eine Enzephalitis oder eine Polyradikulitis in Erscheinung (Maschke et
al., 2002; Wolf et al., 2003).

Auch ein HCMV- Syndrom, gekennzeichnet durch Fieber und Knochenmark-
suppression wird beschrieben (Ljungman, 2002). Ferner kann HCMV eine Graft

failure induzieren (Ljungman et al, 2002c).
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1.3.2 Organtransplantierte Patienten

Seronegative Empfanger seropositiver Organe haben das hochste Risiko fur
eine HCMV- Erkrankung. Gleiches gilt fir Patienten, die gegen die Abstol3ungs-
reaktion eine immunsuppressive Therapie erhalten. Aber auch Sepsis, (post-)
operativer Stress und Katecholaminausschittung allein kénnen tber Cytokine
(1.1.3) eine Reaktivierung bewirken (Paya, 2001). HCMV- Erkrankungen nach
Organtransplantationen bedeuten langere Klinikaufenthalte und hohere Kosten.
(Falagas et al., 1997, Kim et al., 2000). Eine hohe Viruslast und ein schneller
Anstieg (Sia et al., 2000; Emery et al., 2000), Antikorpergabe gegen T- Zell-
Rezeptoren sowie Interaktionen mit HHV- 6, HHV- 7 (Kidd et al., 2000) und
Hepatitis C (HCV) (Razonable et al., 2002) sind weitere negativ beeinflussende
Faktoren. Das transplantierte Organ selbst spielt auch eine wichtige Rolle. So
ist das Risiko bei Lungen-, Herz-, Leber-, Nieren- und Pankreastransplanta-
tionen am grof3ten (Paya, 2001). AuRerdem ist HCMV assoziiert mit Gefal3-
schaden und Arteriosklerose (Valantine, 2001), einer erhdéhten AbstoRungs-
gefahr, und einem erhohten Risiko fir sekundare bakterielle und fungale
Infektionen (Lautenschlager et al., 1997b, Ljungman et al, 2002c; van der Bij
und Eich, 2001; Lopez- Rocafort und Brennan, 2001).

Auch bei diesem Patientenkollektiv werden vermehrt spate HCMV-
Erkrankungen beobachtet (Paya, 2001; Razonable et al., 2001; Slifkin et al.,
2001). Inzidenz und Schwere der Erkrankungen sind zunehmend, vermutet wird
auch ein negativer Einfluss subklinischer Virusreplikation auf den Erfolg der
Transplantation (Paya, 2001; de Maar et al., 2002). Die Erkrankung manifestiert
sich meist im transplantierten Organ (Marre et al.,, 2000), grippedhnliche
Beschwerden, Fieber, Neutro- und Thrombopenie treten als allgemeine
Symptome auf und werden auch als HCMV- Syndrom bezeichnet (Ljungman,
2002). Das Verhaltnis zwischen AbstoRungsreaktion und HCMV scheint
bidirektional zu sein. Wahrend eine HCMV- Infektion die Abstol3ung fordert
(Ljungman, 2002), verursachen die bei der Absto3ung entstehende Entziindung
und die notwendige Immunsuppression ein erhdhtes Risiko fur HCMV-

Infektionen.
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1.3.3 AIDS- Patienten

HCMV- Erkrankungen gehéren zu den haufigsten opportunistischen Infektionen
bei AIDS- Patienten. Vor der Einfuhrung der Highly Active Antiretroviral Therapy
(HAART), lag die Inzidenz bei Patienten mit CD4- Lymphocytenzahlen kleiner
50 Zellen pro Mikroliter bei 20- 40%. Mit HAART hat die Inzidenz um 80%
abgenommen (Salmon- Ceron, 2001). Patienten, die nicht auf HAART anspre-
chen, bleiben eine Risikogruppe. Die haufigste Manifestation ist die CMV-
Retinitis (59%), gefolgt von ZNS- und systemischer Beteiligung (14%) (Salmon-
Ceron, 2001) und gastrointestinaler Beteiligung. Bei ZNS- Manifestation und
Polyradikulomyelopathien liegen vermutlich synergistische Effekte von HCMV
und HIV vor (St. George et al., 2000; Kolson und Gonzales- Scarano, 2001).
AulRerdem werden intraokulare Entziindungen beobachtet, die als Immunant-
wort auf inaktive Retina- Lasionen durch HCMV interpretiert werden (Cassoux
et al., 1999; Karavellas et al., 1998; Jacobson et al., 1997).

Risikofaktoren fir eine Erkrankung sind Alter, vergangene Jahre seit
Erstdiagnose AIDS, weibliches Geschlecht, Homosexualitat, CD4- Lymphocy-
tenzahlen < 50, Toxoplasmose und neurologische Erkrankungen (Balslev et al.,
1997, Saillour et al., 1997). Neben der direkten Pathogenitéat des Virus, werden
auch CD4- positive Zellen durch HCMV befallen, der HIV- assoziierte Immun-
defekt wird verstéarkt (Robain et al., 2001). HCMV interagiert mit HIV, so gibt es
eine gekreuzte Transaktivierung von HIV durch HCMV- Proteine und Co-
infektionen von Zellen und Organen, vereinfacht durch verstarkte Fc- Rezeptor-
Expression durch HCMV und einen Corezeptor auf Zelloberflachen, ein HCMV-
Protein (St. George et al., 2000; McKeating et al., 1990). HCMV spielt eine
wichtige Rolle bei der AIDS- Progression (Robain et al., 2001; Spector et al.,
1999).

1.3.4 Neugeborene

Das HCMV ist der haufigste Erreger congenitaler und prénataler Virus-
infektionen. Eine Ubertragung von Mutter auf Kind kann wahrend der

Schwangerschaft, wahrend der Geburt und durch Muttermilch erfolgen, wobei
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die Viruslast in der Muttermilch hoher ist, als in den Milchzellen (Numazaki,
1997; Hamprecht et al., 2001). Der genaue Ubertragungsweg auf den Fetus ist
unbekannt. Diskutiert werden Lucken in der Plazentabarriere und eine direkte
Infektion des Syncytiothrophoblast (Hemmings et al., 1998). Durch die hormo-
nelle Umstellung wahrend der Schwangerschaft kann HCMV reaktiviert werden,
etwa 10% aller Schwangeren werden zu Virusausscheidern (Modrow und
Falke, 1997). Das Risiko fur eine Primarinfektion der Schwangeren wird auf ca.
3% geschatzt (Marre et al., 2000). Die Wahrscheinlichkeit einer Infektion des
Fetus ist bei Primarinfektionen mit 40% weit hoher als bei Reaktivierungen mit
10- 20% (St. George et al., 2000; Hampl und Mertens, 2001). Die Inzidenz fur
eine congenitale HCMV- Infektion liegt zwischen 0.15 und 2% (Gaytant et al.,
2002). Die Schwere der Infektion h&ngt aber nicht davon ab, ob es sich um eine
Primarinfektion oder eine Reaktivierung handelt (Gaytant et al., 2002). Man
schatzt, dass etwa zehn Prozent der infizierten Kinder, teilweise noch asympto-
matisch bei Geburt, friiher oder spater vielfaltige Symptome aufweisen (Modrow
und Falke, 1997). Hierzu zahlen Hepatosplenomegalie, hdmolytische Anamie,
Ikterus, Horschaden, Taubheit, geistige und korperliche Entwicklungsstérungen,
interstitielle Pneumonie, Blutbildungsstérungen, insbesondere Thrombocyto-
penie, petechiale Purpura, Myocarditis, Mikrocephalie, Chorioretinitis, Optikus-
atrophie, Blindheit, spastische Lahmung, Zahndefekte, Gallengangsatresie,
Meningoencephalitis, Krampfe, kardiovaskulare Defekte, niedriges Geburtsge-
wicht und periventrikulare Verkalkungen. (Modrow und Falke, 1997; Marre et
al., 2000; St. George et al., 2000; Oethinger et al., 2000). Bei einer perinatalen
Infektion, das heil3t zwei Wochen vor oder nach der Geburt, bzw. Infektionen im
frihen Sauglingsalter, treten Symptome, wenn Uberhaupt, dann meist in sehr
abgeschwachter Form auf. Frihgeborene haben dabei ein hdheres Risiko.
Gefurchtet sind primare Infektionen in den ersten vier Schwangerschafts-
monaten mit schweren Organmanifestationen und teils letalen Verlaufen (Marre
et al., 2000). Bis zum dritten Lebensmonat des Sauglings korreliert die
Virussauscheidung im Urin mit dem Risiko einer Erkrankung (St. George et al.,
2000).
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1.4 Diagnostik

Je nach Patient und Fragestellung ergeben sich fir die HCMV- Diagnostik
verschiedene Mdglichkeiten und Vorgehensweisen. Man unterscheidet indirekte
Nachweismethoden von direkten.

Die direkte Anzucht von HCMV mittels Kultur gelingt aus zahlreichen
Materialien, wie Urin, Rachenspuilwasser, Zervixsekret, Sperma, Muttermilch,
Trachealsekret, Liquor, Kammerwasser, Blutzellen und Gewebebiopsien. Die
Isolierung erfolgt mittels humaner Fibroblastenkulturen, die charakteristischen
cytopathischen Verédnderungen (1.1.1) treten nach ein bis vier Wochen
Inkubation auf (Oethinger et al., 2000; St. George et al., 2000).

Beschleunigen lasst sich die Dauer durch die sogenannte shell- vial- Culture.
Eine Kombination aus kurzer Zellkultur und immunologischem Nachweis viraler
Frihantigene (Immediate early- Proteine) durch spezifische monoklonale Anti-
korper. Die Proben werden auf Fibroblasten zentrifugiert, wobei Infektionen
schneller und in héheren Raten auftreten. Durch Immunfluoreszenz werden die
Antigen- Antikérper- Komplexe sichtbar gemacht, ein Ergebnis liegt nach ein bis
zwei Tagen vor (Marre et al., 2000; Modrow und Falke, 1997). Bei neutropenen
Patienten ist die shell- vial- Culture nicht sensitiv genug (Thorner, 2002).

Eine Mdoglichkeit des direkten Antigennachweises bietet seit den frihen
1990ern der pp65- Antigen- Assay. Granulocyten aus Blut oder Liquor, aber
auch Monocyten oder Endothelzellen (St. George et al. 2000) werden isoliert,
aufgearbeitet und mit Antikdrpern gegen das pp65- Antigen inkubiert. Auch hier
wird durch Immunfluoreszenz der Antigen- Antikorper- Komplex sichtbar
gemacht. Eine Quantifizierung erfolgt durch die Angabe der pp65- positiven
Zellen pro Slide (ca. 100.000 Granulocyten) und korreliert mit der Viruslast im
Blut (Thorner, 2002). Der Assay ist sensitiv, aber zeitaufwendig. Eine
Automatisierung ist nicht mdoglich, die Proben missen schnell verarbeitet
werden, aul3erdem ist er bei ausgepragter Neutropenie nicht mit ausreichender
Sensitivitat durchfuhrbar (St. George et al., 2000; Thorner, 2002; Zaia, 2002a).
Ein weiteres Verfahren ermdglicht den Nachweis von Nukleinsduren. Kary
Mullis entwickelte 1985 die Polymerasekettenreaktion (PCR) und bekam dafur
1993 den Chemie- Nobelpreis (Saiki et al.,, 1985; Mullis et al., 1986).

11



Einleitung

Erregerspezifische Nukleinsdurenabschnitte werden enzymatisch vervielfaltigt
und anschlielBend detektiert, bei hodchster Sensitivitdt. Sie konnen aus
zahlreichen Materialien gewonnen werden, u.a. Vollblut, Plasma, Leukocyten,
Liquor, Urin, BAL, Nabelschnurblut, Fruchtwasser und organischem Gewebe
(Hengel, 2000). Die Zuverlassigkeit des Tests wurde durch Untersucher wie
Einsele et al. (1991) aufgezeigt und konnte sich immer mehr durchsetzen.
Weiterentwicklungen des Nukleinsdure- Amplifikations- Verfahrens, wie der
COBAS Amplicor CMV Monitor, erlauben nicht nur den spezifischen Erreger-
nachweis, sondern auch eine quantitative Bestimmung der Viruslast, deren
Erfassung im Rahmen von Resistenzentwicklungen und Therapiesteuerung
immer mehr Bedeutung gewinnt (Cunha et al., 2002; Shinkai et al., 1997,
Humar et al., 1999; Sia et al., 2000; Humar et al., 2002; Grangeot- Keros und
Cointe, 2001; Berger und Preiser, 2002; Boeckh et al., 2003; Zaia, 2002a;
Emery et al.,, 1999; Limaye et al., 2001; Piiparinen et al., 2002; Jabs et al.,
2002; Gourlain et al., 2003; Sanchez et al.,, 2001; Funato et al., 2001). Der
LightCycler von Roche und die sogenannte Real- Time- PCR konnten in naher
Zukunft sehr schnelle und quantitative Bestimmungen moglich machen.
Sensitivitat, Spezifitat, positive und negative pradiktive Werte von pp65-
Antigendmie und PCR sind vergleichbar (Caliendo et al., 2000; Camargo et al.,
2001). Jedoch liegt der erste positive Befund bei pp65- Antigenamie im Median
bei 42 Tagen, bei der PCR bei 35 Tagen nach KMT (Zaia, 2002a). Die HCMV-
Pneumonie manifestiert sich ohne Therapie nach etwa 50- 60 Tagen, das heif3t
die sichere Zeitspanne ist bei der PCR eine Woche langer. Desweiteren kann
ein Nachweis von mRNA erfolgen. Hierfur stehen RT (reverse transcription)-
PCR und NASBA (Nucleic Acid Sequence- based Amplification) zur Verfigung.
Prognostische Aussagekraft hat wohl insbesondere der Nachweis von mRNA
der Spatphaseproteine, wie pp67 (Blok et al., 1998; Lam et al., 1998; Gerna et
al., 1999).

Der Hybrid Capture- Assay von Digene stellt einen weiteren molekularen Test
mit hoher Sensitivitat dar (Mazzulli et al., 1999; Hebart et al., 2001a). Die DNA
aus Leukocyten wird denaturiert und mit einer RNA- Probe hybridisiert. Die
DNA- RNA- Hybride werden gebunden und mit multiplen Antikdrpern konjugiert.
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Uber Chemiluminiszenz kann letztlich ein Signal detektiert werden, das die
Anwesenheit von HCMV reflektiert.

Indirekt kann man eine HCMV- Infektion Uber die Serologie nachweisen.
Werden IgG- Antikorper gefunden, spricht das fur eine erfolgte Auseinander-
setzung mit dem Virus und seine bestehende Latenz. Ein IgG- Titeranstieg und
der Nachweis von IgM deuten auf eine Priméarinfektion oder Reaktivierung hin
(Thorner, 2002; Minamishima und Minematsu, 1998; Grangeot- Keros und
Cointe, 2001). Bedeutung findet die Serologie bei Transplantationspatienten
lediglich in der routinemafigen Bestimmung des Immunstatus von Spender und
Empfanger vor Transplantation aus bereits angesprochenen Grinden. Bei
Immunschwache oder immunsuppressiver Therapie hat sie nur bedingte
Aussagekraft und ist daher unzureichend (St. George et al., 2000; Hengel,
2000).

Ferner kann HCMV histologisch durch seine charakteristischen Zellveran-
derungen im betroffenen Gewebe und immunhistochemisch nachgewiesen
werden. Die Elektronenmikroskopie erméglicht keine Unterscheidung unter den

Herpesviren (St. George et al., 2000).

1.5 Prophylaxe

Die Pravention der HCMV- Infektion und der HCMV- Erkrankung umfasst pro-
phylaktische und die Virusreplikation unterdriickende MalRBhahmen. Allgemeine
praventive MalRnahmen gegen eine Infektion sind Hygiene und geschutzter
Sexualverkehr (St. George et al., 2000). Eine aktive Immunprophylaxe steht
bisher nicht zur Verfigung. Existierende Impfstoffe sind nicht ausreichend
wirksam. Weitere Impfstoffe werden in klinischen Studien erprobt und entwickelt
(Adler et al., 1999; Pass und Burke, 2002; Gonczol und Plotkin, 2001;
Temperton, 2002; Berencsi et al.,, 2001). Bereits angesprochen wurde die
empfohlene Verwendung HCMV- freier Blutprodukte bei Risikopatienten.

Medikamentds stehen zwei antivirale Strategien zur Verfigung, die praemptive
Therapie und die Chemoprophylaxe. Letztere stellt die Gabe immunologischer
oder die Virusreplikation unterdriickende Substanzen direkt nach Transplan-

tation dar. Ziel der praemptiven Therapie ist es, den Ausbruch einer Erkrankung
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nach erfolgter Infektion oder Reaktivierung zu verhindern. So wird bei erfolgtem
Nachweis von HCMV die Therapie eingeleitet, zu einem Zeitpunkt, bei dem die
Infektion in der Regel noch klinisch asymptomatisch verlauft. Das erfordert aber
ein moglichst sensitives HCMV- Screening (Einsele et al., 1995). Beide
Strategien kdnnen auch kombiniert werden, so kann nach Risikoabschatzung
ein Hochrisikopatient prophylaktisch, ein Patient mit geringerem Risiko pra-
emptiv behandelt werden. Problematisch bei der prdemptiven Therapie ist die
Festlegung eines Cutoff- Wertes, ab dem die Therapie eingeleitet werden soll.
Bislang existiert keine Empfehlung. Die préemptive Therapie setzt sich trotz
Kontroversen, zumindest nach HSCT mehr und mehr durch (Avery et al., 2000).
Auf Probleme wie die Compliance, den organisatorischen Aufwand und die
Kosten beider Strategien soll an dieser Stelle nicht naher eingegangen werden.

1.6 Therapie
1.6.1 Medikamente

Es stehen zahlreiche Virostatika zur Behandlung zur Verfiigung.

Die grof3ten Erfahrungen liegen fur Ganciclovir vor. Der Wirkstoff gehdrt zu den
Nukleosid- Analoga. Das abnorme Nukleosidanalogon von Guanin ist im
Zuckeranteil verandert. Cytomegalieviren bilden eine virale Kinase (UL97), die
bevorzugt Ganciclovir phosphoryliert und damit aktiviert (St. George et al.,
2000). Auf diese Weise werden, verglichen mit Acyclovir, héhere Spiegel
aktivierter Metabolite bereitgestellt. Der Antimetabolit hemmt als falsches
Substrat die virale DNA- Polymerase (UL54). Ganciclovir wird intravends
verabreicht. Es kann zwar auch oral gegeben werden, jedoch ist die
Bioverfligbarkeit dann auf3erst gering. Au3erdem besteht die Mdglichkeit eines
operativ einsetzbaren intravitrealen Implantats, das erfolgreich bei Retinitis
eingesetzt wird (Kuo et al., 2003) und nach einigen Monaten ausgetauscht wird.
Wichtigste Nebenwirkung von Ganciclovir ist eine toxische Myelodepression mit
daraus resultierender reversibler Pancytopenie, die Neutropenie kann sich als
therapielimitierend erweisen (Lullmann und Mohr, 1999). Hinzu kommt eine
Myelosuppression durch HCMV (Randolph- Habecker et al., 2002). Die
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Neutropenie kann sekundare bakterielle und fungale Infekte triggern (Marre et
al., 2000). Ein initialer Anstieg der Viruslast kann auftreten (Zaia, 2002a) und
muss keine Resistenz zur Ursache haben (Nichols et al., 2001). Bei HSCT-
Patienten hat sich gezeigt, dass eine prophylaktische Therapie die
Mortalitdtsrate nicht senkt (Reusser, 2002), dem positiven Effekt auf die
Inzidenz und Schwere von Erkrankungen steht der negative Effekt der
Knochenmarktoxizitat gegenuber (Winston et al., 1993). Die praemptive
Therapie zeigt ebenfalls ein Absenken der Inzidenz und Schwere von HCMV-
Erkrankungen ohne unnétige Medikamentengabe (Einsele et al., 1995; Koehler
et al., 1997). Die Langzeit- Uberlebensrate und die HCMV- bedingten Todes-
falle beider Strategien weisen aber keine Unterschiede auf (Boeckh et al., 1996;
Stocchi et al.,, 1999). Eine frihe Therapie bedeutet ferner das vermehrte
Auftreten spater Erkrankungen nach Tag 100, vermutlich als Folge einer
mangelhaften Entwicklung der HCMV- spezifischen Immunantwort (Einsele et
al., 2001; St. George et al., 2000; Zaia, 2002a). AulRerdem férdern Langzeit-
therapien, die langer als drei Monate dauern, die Selektion therapieresistenter
Viren (Reusser, 2002; Paya, 2002; Chou, 2001; Emery, 2001; Gilbert et al.,
2002; Limaye et al., 2000; St. George et al., 2000). Die Vorstufe Valganciclovir,
die im Korper rasch zu Ganciclovir hydrolysiert wird, hat eine hohe orale Biover-
fugbarkeit und erreicht mit etwa 60% hohe Wirkstoffspiegel (Jung und Dorr,
1999; Brown et al., 1999). Wirksamkeit und Nebenwirkungen, insbesondere die
Neutropenie, zeigen ahnliche Ergebnisse, allerdings werden haufiger Diarrhoen
beschrieben (Martin et al., 2002; Curran und Noble, 2001; Lalezari et al., 2002).
Zugelassen ist es bislang nur zur Therapie der HCMV- Retinitis bei HIV-
Patienten (Cocohoba und McNicholl, 2002). Fur andere Patientengruppen
laufen derzeit vielversprechende Studien, unter anderem hier am UKT flr die
Gruppe nach HSCT.

Auch Acyclovir ist ein Guanin- Analogon mit verandertem Zuckeranteil. Die
Aktivierung erfolgt durch eine Herpesvirus- codierte Thymidinkinase und zellu-
lare Kinasen. Das aktivierte Anti- Metabolit kumuliert in den virusinfizierten
Zellen und hemmt ebenfalls die virale DNA- Polymerase. Es fuhrt nicht zur
Myelosuppression, hat aber auch nicht die Potenz von Ganciclovir. Prophylaxe
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mit Acyclovir zeigt ein Absenken der HCMV- Infektionen nach HSCT, das heifl3t
weniger praemptive Therapie mit toxischeren Substanzen (Ljungman, 2002),
die Inzidenz von Erkrankungen bleibt aber unverandert (Zaia, 2002a). Die
Effizienz von Valacyclovir bei HSCT- Patienten wird derzeit getestet.

Foscarnet bedarf keiner intrazellularen Aktivierung durch das Virus. Es blockiert
die Pyrophosphat- Bindungsstelle der viralen DNA- Polymerase und der
reversen Transkriptase. Die renale Ausscheidung fuhrt zu Nierenfunktions-
storungen (Bregante et al, 2000) und Foscarnet sollte daher ganz schweren
Fallen vorbehalten sein (Lallmann und Mohr, 1999) Die Anwendung kann bei
Nichtansprechen, Nichtverwendbarkeit oder Resistenzen gegen Ganciclovir
erfolgen, bei genauer Uberwachung des Wasser- Elektrolythaushalts (Zaia,
2002a). Uber kombinierte Foscarnet- und Ganciclovir- Resistenzen wird be-
richtet (Reusser et al., 1996). Eine Kombinationstherapie kénnte Resistenzent-
wicklungen entgegen wirken und senkt die Myelosuppression (Bacigalupo et al.,
1996; Manfredi et al., 1996).

Cidofovir, ein Cytidin- Analogon mit breiter antiviraler Wirksamkeit kann bei
Unwirksamkeit von Ganciclovir und Foscarnet erfolgreich eingesetzt werden
(Lea und Bryson, 1996; Ketteler et al., 2000). Aufgrund seiner Nephrotoxizitat
muss die Cidofovirgabe nach einem strengen Algorithmus mit Probenecidgabe
und Hydrierung erfolgen (St. George et al., 2000).

Als Reservemittel steht Fomivirsen zur Verfigung, es hemmt die virusinduzierte
Proteinsynthese (Lullmann und Mohr, 1999, Marwick, 1998).

Der Nutzen von Immunglobulinen ist umstritten. Bei HCMV- Pneumonien gilt die
Kombination mit Ganciclovir als Goldstandard (Zaia, 2002a; Nichols und
Boeckh, 2000), eine Studie zeigte aber keinen Uberlebensvorteil im Vergleich
zur alleinigen Gabe von Ganciclovir (Machado et al, 2000). Bei anderen
Manifestationen zeigt sich ebenfalls kein Vorteil (Ljungman et al., 1998a; Zaia,
2002a). Andere Studien ermitteln jedoch einen Uberlebensvorteil, sowie eine
verminderte Inzidenz von HCMV- Erkrankungen bei prophylaktischer Gabe (St.
George et al., 2000). Nachteilig sind die hohen Kosten.

Als vielversprechende Alternative und Erganzung zur medikamentdsen

Therapie wird derzeit die adoptive Immuntherapie mit HCMV- spezifischen T-
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Zellen erprobt (Einsele et al., 2002). Dazu werden ex- vivo HCMV- spezifische
Spender- T- Zellen gezlchtet, die bei intravendser Gabe gut vertragen werden.
Teilweise wird sogar eine T- Zell- Proliferation und ein Anstieg an HCMV-
spezifischen CD4+- Zellen beobachtet. Die Inzidenz von HCMV- Erkrankungen
bei Hochrisikopatienten wird gesenkt (St. George et al., 2000).

Zahlreiche neue Medikamente befinden sich in der Entwicklung und Erprobung.

1.6.2 Therapie am UKT

Alle Patienten nach HSCT erhalten eine orale Acyclovir- Prophylaxe (400mg 4x
pro Tag) bis Tag 60 nach HSCT zur Vermeidung von Herpes Simplex
Infektionen. Die Patienten werden woéchentlich fir mindestens 100 Tage durch
PCR auf HCMV gescreent. Bei zwei positiven Befunden in Folge startet die
praemptive Therapie mit einer Induktionsdosis von Ganciclovir 5mg/ oder
alternativ Foscarnet 60mg/ kg Kdrpergewicht (KG) intravends (i.v.) jeweils alle
zwolf Stunden fur 14 Tage. Bei negativer PCR wird die Therapie anschlie3end
beendet, bei persistierender Infektion erfolgt die Gabe einer Erhaltungsdosis
von Ganciclovir 6mg/ oder alternativ Foscarnet 90mg/ kg KG i.v. an jeweils 5
Tagen die Woche fir weitere 14 Tage. Wieder wird bei negativer PCR die
Therapie abgebrochen, sollte sie jedoch weiterhin positiv sein, wird auf das
jeweils andere Medikament umgestellt. Bei Nichtansprechen kann kombiniert
oder auf Cidofovir zurlickgegriffen werden (Einsele et al., 2001). Zuletzt bleibt

die Mdglichkeit der oben genannten adoptiven Immuntherapie.

1.6.3 Therapie im Rahmen der Valganciclovirstudie

Die Patienten werden ab HSCT Mittwochs fur mindestens 100 Tage durch eine
guantitative PCR mittels COBAS Amplicor CMV Monitoring auf HCMV
gescreent. Im Anschluss an das erste positive Ergebnis, das heil3t einer
Viruslast > 400/ml, startet am darauffolgenden Freitag die préaemptive Therapie.
Randomisiert bekommt der Patient die erste Woche entweder Ganciclovir 5mg/
kg KG i.v. alle zwo6lf Stunden oder Valganciclovir 900mg alle zw6lf Stunden. Far

die zweite Woche findet ein Crossover statt, das heil3t es wird auf das jeweils
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andere Medikament in gleicher Dosis umgewechselt. Parallel findet ab
Therapiebeginn Montags und Freitags eine quantitative PCR statt. Sollte die
PCR am Tag 11 nach Therapiebeginn negativ ausfallen, wird die Therapie nach
Tag 14 abgebrochen. Ist sie aber positiv, wird die Therapie mit dem zuletzt
erhaltenen Medikament flr mindestens eine Woche fortgesetzt, die Dosis wird
aber nur noch alle 24h gegeben, das heil3t halbiert. Die PCR erfolgt nur noch
Freitags. Bei einem positiven PCR- Befund an Tag 15, wird die Therapie fur
eine weitere Woche fortgesetzt. Fallt der Befund negativ aus, kann
abgebrochen werden. Ab Woche 5 kann nach Hausschema weiterverfahren
werden. Die quantitative PCR muss jedoch weiterhin woéchentlich fortgefihrt
werden bis mindestens Tag 100 nach HSCT und mindestens fur 28 Tage nach
erfolgtem Therapieende. Wéahrend der ersten vier Wochen wird der Patient
aulerdem auf zahlreiche weitere Parameter hin untersucht, unter anderem

auch pharmakokinetisch.

1.7 Definition der HCMV - Erkrankung

Auf der 4. internationalen CMV- Konferenz in Paris wurden 1993 erstmals
Definitionen aufgestellt (Ljungman und Griffiths, 1993) und 1995 auf der
Nachfolgekonferenz in Stockholm Uberholt (Ljungman und Plotkin, 1995).
Folgende Definitionen wurden 2002 von Per Ljungman (Ljungman et al., 2002b)
veroffentlicht, um auf die Veranderungen, neue Methoden und wissen-
schaftliche Erkenntnisse zu reagieren. Definiert werden die folgenden HCMV-
Manifestationen demnach wie folgt:

Fur die Diagnose einer Pneumonie sind Symptome und Zeichen der
Lungenentziindung und die Detektion von HCMV in einer Bronchoalveolaren
Lavage (BAL) oder Lungengewebe notwendig. Der parallele Nachweis von
fungalen Pathogenen und ihren radiologischen Zeichen spricht eher fir eine
Pilz- Pneumonie als fir HCMV.

Klinische Symptome des oberen und unteren Verdauungstrakts (z.B. Diarrhoe,
Nausea, Emesis), ein endoskopischer Befund makroskopischer Schleimhaut-
l&sionen und der Nachweis von HCMYV in einer Biopsie definieren die gastro-
intestinale HCMV Erkrankung.
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Die Diagnose HCMV- Hepatitis erfordert ein erhdhtes Bilirubin und/ oder
erhohte Leberenzyme, die Abwesenheit jeglicher anderer dokumentierter
Ursache einer Hepatitis und den Nachweis von HCMV im Lebergewebe.
Zentralnervose Symptome und der Virusnachweis im Liquor definieren die ZNS-
Erkrankung.

Typische Lasionen im ophthalmologischen Befund reichen bei der HCMV-
Retinitis fur die Diagnosestellung.

Bei HCMV- bedingter Nephritis, Cystitis, Myocarditis, Pancreatitis und anderen
Organmanifestationen mussen fir eine HCMV- Erkrankung jeweilige organ-
typische Symptome, charakteristische Zellveranderungen und Virusnachweis in
einer Biopsie vorliegen. Der Nachweis von HCMV im Urin reicht fur die
Diagnose HCMV- Cystitis, auch in Verbindung mit Symptomen, nicht aus.
Grundsatzlich sollte der Virusnachweis mittels Kultur, Histopathologie,
Immunohistochemie oder in situ- Hybridisierung erfolgen. Ein positiver PCR-
Befund beweist aufgrund seiner hohen Sensitivitédt keine Erkrankung. Einzige
Ausnahme ist der PCR- Nachweis von HCMV im Liquor bei ZNS- Manifestation.
Das HCMV- Syndrom nach Organtransplantationen erfordert zumindest die
Kombination von Fieber flr zwei Tage innerhalb eines Abschnitts von vier
Tagen, bei einer Temperatur grof3er als 38 T, Neutro penie oder Thrombocyto-
penie und den Nachweis von HCMV im Blut.

Die Definition eines HCMV- Syndroms nach Stammzelltransplantation fallt
schwer. Fieber und Knochenmarksuppression treten auf. Die Symptome
kbnnen aber auch durch HHV- 6, HHV- 7 und Adenoviren hervorgerufen
werden. Einer Verwendung des Begriffs HCMV- Syndrom sollte daher

zumindest der Ausschluss von HHV- 6 vorangehen.

1.8 Zielsetzung dieser Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit ist eine Verbesserung von Diagnostik und Therapie
der HCMV- Infektion nach hamatopoetischer Stammzelltransplantation.

Fur die Amplifikation und Detektion pathogenspezifischer Nukleinsduren
wurden mittlerweile zahlreiche automatisierte Systeme entwickelt. Die zuvor

erforderliche Extraktion der Nukleinsauren wird jedoch in den meisten Labors
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weiterhin manuell durchgefiuhrt, ist arbeits- und zeitaufwendig und stellt hohe
technische Anforderungen an das Laborpersonal. Die Probenvorbereitung stellt
heute in den meisten molekularen Assays die Schwachstelle dar. Eine
Automatisierung konnte helfen, menschliche Fehler zu vermeiden, Genauigkeit
und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu verbessern und das Verfahren zu
standardisieren. Ferner konnten Arbeitszeit und damit auch Kosten reduziert
werden.

Die Viruslast gewinnt immer grol3ere klinische Bedeutung. Der COBAS
Amplicor gestattet mit dem CMV Monitor eine quantitative und spezifische PCR.
Neben der Diagnose einer beginnenden Viramie ermdglicht die Viruslast
Ruckschlisse auf den Infektionsverlauf, der behandelnde Arzt bekommt
Hilfestellung zur Notwendigkeit einer Therapie, sowie deren Fortsetzung und
Steuerung. Resistenzentwicklungen konnen leichter erkannt werden. Die
Gefahr einer Ubertherapie mit cytotoxischen Virostatika lasst sich moglicher-
weise reduzieren. Eine Automatisierung der manuellen Extraktion, im folgenden
auch als Handextraktion bezeichnet, wirde Ergebnisse vom Laborpersonal
unabhangig und damit verlasslicher und vergleichbarer machen.

Mit dem MagNA Pure LC System steht ein Pipettierroboter zur vollauto-
matischen Nukleinsdurenextraktion zur Verfiigung.

In dieser Arbeit soll eine Kompatibilitat beider Systeme entwickelt werden.
Dabei soll das MagNA Pure LC System zunachst mit der manuellen Extraktion
verglichen werden, um diese dann vollstandig zu ersetzen. Ziel ist ein vollauto-
matisierter quantitativer Nachweis von HCMV- DNA. Nach der Evaluierung der
Methode soll die klinische Erprobung ihre Leistungsfahigkeit unter Beweis

stellen.
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2 Material, Methoden und Patienten

2.1 Material und Bezugsquellen

2.1.1 Gerate

Tabelle 1: Gerate

Gerat, Programm

Hersteller, Ort

COBAS Amplicor und Zubehor:

Cobas Amplicor 35- 2485

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Computer

Compag Presario

Drucker, Laser Jet Il

Hewlett Packard, Miinchen

Programm: for Microsoft

Office

Amplilink,

Roche Diagnostics Instrument Centre

Tegimenta AG, Schweiz

MagNA Pure und Zubehor:

MagNA Pure LC JE 379

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Computer, Vectra VL

Hewlett Packard, Miinchen

Drucker, Deskjet 970 Cxi

Hewlett Packard, Miinchen

Programm: MagNA Pure LC Ver. 2.1

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Sonstige Geréate:

Sterilbank, HERAsafe

Heraeus, Hanau

Photometer, Gene Quant Il, RNA/ DNA
Calculator

Pharmacia Biotech

Varipetten, Reference (10/100/1000pl)

Eppendorf, Hamburg

Pipetus- akku

Hirschmann Laborgeréte

Vortex Mixer VM- 300

neolab Migge, Heidelberg

lka MS1 Minishaker

Ika Works Inc., Wilmington, USA

Rotixa/ KS

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen
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2.1.2 Verbrauchsgegenstande und Verbrauchsmateriali  en

Tabelle 2: Verbrauchsgegenstande und Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller, Ort

COBAS Amplicor:

Cobas Amplicor CMV Monitor (CMM)
Nr. 0764787, Probenvorbereitungskit

Roche Diagnostics, Mannheim

Cobas Amplicor CMV Monitor (CMM)
Nr.1110268, Amplifikationskit

Roche Diagnostics, Mannheim

Cobas Amplicor CMV Monitor (CMM)
Nr.1110241, Kontrollkit

Roche Diagnostics, Mannheim

Cobas Amplicor CMV Monitor (CMM)
Nr.0764795, Detektionskit

Roche Diagnostics, Mannheim

Cobas Amplicor DK
Nr.0757470, Detektionskit

Roche Diagnostics, Mannheim

Cobas Amplicor CN
Nr.0764213, Konjugat Kit

Roche Diagnostics, Mannheim

Cobas Amplicor WB
Nr.0759899, Waschbuffer

Roche Diagnostics, Mannheim

COBAS Amplicor, A-Ringe Nr.2057026

Roche Diagnostics, Mannheim

MagNA Pure:

MagNA Pure LC Reagent Tub (small)
No. 3004066

Roche Diagnostics, Mannheim

MagNA Pure LC Medium Reagent Tub
30 No. 3045501

Roche Diagnostics, Mannheim

MagNA Pure LC Reagent Tub (large)
No. 3004040

Roche Diagnostics, Mannheim

MagNA Pure LC Tub Lid (small,

medium) No. 3004082

Roche Diagnostics, Mannheim
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MagNA Pure LC Tub Lid (large)
No. 3004074

Roche Diagnostics, Mannheim

MagNA Pure LC Reaction Tip (large)
No. 3004171

Roche Diagnostics, Mannheim

MagNA Pure LC Reaction Tip (small)
No. 3004180

Roche Diagnostics, Mannheim

MagNA Pure LC Sample Cartridge
No. 3004112

Roche Diagnostics, Mannheim

MagNA Pure LC Cartridge Seal
No. 3118827

Roche Diagnostics, Mannheim

MagNA Pure LC Processing Cartridge
No. 3004147

Roche Diagnostics, Mannheim

MagNA Pure LC Tip Stand No. 3004155

Roche Diagnostics, Mannheim

MagNA Pure LC Waste Bag
No. 3004201

Roche Diagnostics, Mannheim

MagNA Pure LC Total Nucleic Acid
Isolation Kit No. 3038505

Roche Diagnostics, Mannheim

Sonstige:

Ampuwa

Fresenius, Bad Homburg

Stripette 25/ 10/ 5ml

Costar Corporation, Cambridge, USA

EDTA KE/ 9ml Monovette

Sarstedt AG, Numbrecht

Eppendorf- Rohrchen 1,5/ 2ml safe- lock

Eppendorf, Hamburg

Ethanol 100%

Merck, Darmstadt

Falcon- Tubes 15ml/ 50ml

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA

Isopropylalkohol

Merck, Darmstadt

Latexhandschuhe Safeskin medium

Kimberly- Clark, San Diego, USA

Pipettenspitzen Safeseal 1000/ 100/ 10d

Biozym Diagnostik GmbH, Hess

Schraubdeckel- Probenréhrchen 2ml

Biozym Diagnostik GmbH, Hess
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2.2 Gewinnen von Plasma

Sowohl fur die manuelle DNA- Extraktion, als auch fir die DNA- Extraktion
mittels MagNA Pure wurde Plasma benétigt. Zur Gewinnung wurden 10 ml
EDTA- Blut bei 3000/ min 20 min lang zentrifugiert. Im Anschluss wurden aus
dem Uberstand 2 ml Plasma in ein Eppendorf GefaR pipettiert, entweder gleich
weiterverarbeitet oder bei -80 T eingefroren und bei Bedarf wieder aufgetaut.

2.3 COBAS Amplicor CMV Monitor

Grafik 1: COBAS Amplicor, Auf3enansicht

2.3.1 Einfihrung

Seit 1995 steht mit dem COBAS Amplicor ein Gerat zur automatisierten und
standardisierten in vitro- Nukleinsduren- Amplifikation, Detektion und
Auswertung zur Verfugung. Mittlerweile existieren qualitative Test fur Hepatitis
C Virus (HCV), Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoea, Mycobacterium
tuberculosis, Mycobacterium avium, Mycobacterium intracellulare, sowie
guantitative Tests fur Hepatitis B Viren, HCV, HIV1 und CMV. Im Gerat
integriert sind ein Thermocycler, ein Pipettierroboter, ein Inkubatorblock, eine

Waschstation, sowie ein Photometer.
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Grafik 2: COBAS Amplicor, Innenansicht und Aufbau

D- Cup- Transporter
Transfernadel Inkubatorblock

Thermocycler A + B Photometer

Waschrad

2.3.2 Ubersicht

Um die Plasmaproben mit dem COBAS CMV Monitor zu analysieren, missen
diese vorher unter Verwendung spezieller standardisierter Kits auf3erhalb des
Gerats vorbereitet werden. Nach der Platzierung der Proben im Gerat, dem
Bestlicken mit Reagenzien und der Datenerfassung im zugehdrigen Computer-
system Amplilink, kann das Gerat gestartet werden. Der weitere Ablauf erfolgt
dann vollautomatisch.

Nach der Amplifikation im Thermocycler werden die Amplifikate denaturiert und
anschlielBend reihenverdinnt. Es folgt eine Hybridisierung an spezifische
Sonden, die an magnetische Mikropartikel gebunden sind. Der Nachweis dieser
gebundenen Amplifikate erfolgt colorimetrisch durch Reaktion von Avidin-
Meerrettich- Peroxidase (AMP) und Tetramethylbenzidin (TMB)- Substrat.

Durch die parallele Amplifikation eines Quantifizierungsstandards (QS) in
bekannter Kopienzahl, wird die Viruslast der Probe anhand eines Vergleichs der
Extinktionswerte berechnet. Dabei liegt die untere Detektionsgrenze bei einer
Viruslast von 400 Kopien/ ml Plasma. Im Bereich 400 bis 100.000 Kopien

verlauft der Test linear.
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2.4 Manuelle Probenvorbereitung

Die manuelle Probenvorbereitung erfolgte gemafld dem Roche- Protokoll fir den
COBAS Amplicor CMV- Monitor.

Grafik 3: Ablauf der manuellen Extraktion*

600(\ /21 pl Vortex, 800 pl Vortex, 2 min @ RT

gebrauchs- Plasma —> Isopropanol —_—>
fertiges )15 min
Lysereagenz
@ /\ 00 pl l%luo pl
Diluent Ethanol 70%
Vortex,
In MIVIX hinein- U -« Vortex
R B -~ —
pipettieren und .
1x mischen \/ ) 5 min

\'4

fertiges )15 min

Lysereagenz, v '
\ /)
50 pl 400 pl 1000 pli
Diluent Ethanol 70%

In MIVIX hinein- Vortex Vortex
- - é—_—
pipettieren und H D -
7 5 min

200 pl 50 pl
/\ NHP ontrolle
600 pl Vortex Vortex, 800 pl Vortex, 2min @ RT
gebrauchs- —_— > Isopropanol T —

1x mischen

\'4

* mit freundlicher Genehmigung der Fa. ROCHE, Herr Dr. rer. nat. Klose

2.4.1 Herstellung 70%igen Ethanols, Isopropanol

100%iger Ethanol und destilliertes Wasser wurden im Verhaltnis 7:3 in einem
sterilen Einmalgefal? vermischt. Isopropanol wurde ebenfalls in ein steriles

Einmalgefald Gberfuhrt.
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2.4.2 Herstellung und Verwendung des Lysepuffers

Das Lysereagens (CMM Lys) wurde in der Hand erwarmt, bis alle Kristalle
aufgelost waren. Der Quantifizierungsstandard (CMM QS) und die Farbelésung
(CMM DB) wurden 5- 10 sec, auch uber Kopf, gevortext. Jeweils 100 $

QS und CMM DB wurden der Lyse- Reagens zugegeben. Nach erneutem
Vortexen war der Lyse- %& '(( ) o+

und Kontrollen) wurden in ein zuvor nach Proben beschriftetes Eppendorf
Gefal3 pipettiert. Geotffnete Reagenzien durften nur fir diese Probenauf-

bereitung verwendet werden, die Reste wurden verworfen.

Tabelle 3: Zusammensetzung CMM LYS

CMM LYS (CMV Monitor Lyse Reagens)

Tris- Hcl- Puffer

68% Guanidinthiocyanat
3% Dithiothreitol

< 1% Glycogen

Tabelle 4. Zusammensetzung CMM QS

CMM QS (CMV Monitor Quantifizierungsstandard)

< 0,001% Nicht infektiose Plasmid DNA
< 0,005% Poly rA RNA (synthetisch)
EDTA

0,05% Sodiumacid

Tabelle 5: Zusammensetzung CMM DB

CMM DB (CMV Monitor Dextranblaureagens)

< 0,4% Dextranblau
0,05% Sodiumacid
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2.4.3 Proben und Kontrollen

Auf die Probenvorbereitung wurde bereits eingegangen. Fir jeden Lauf wurde
eine negative (-), eine schwach positive (+) und eine stark positive Kontrolle (#)
erstellt. Zunachst wurde Humanplasma (NHP) gevortext. Jeweils 200

) I (G & /&
Gefall mit Lyse- Puffer zugegeben, anschlieBend wurde mindestens 10 sec
gevortext. % &  0O( : $ -) C,CMV L (+) C und CMV H (#)

C wurden in das entsprechende Tube pipettiert. Entscheidend war ein

sofortiges Vortexen fur 5- 10 sec. Reste wurden verworfen.

Tabelle 6: Zusammensetzung NHP

NHP (Negatives Humanplasma)

Humanplasma (getestet auf HCV- und HIV- Antikoérper und
HBs- Antigen)
0,1% ProClin® 300

Tabelle 7: Zusammensetzung HCMV (-)

HCMV (-) Kontrolle (CMV Monitor (-) Kontrolle)

<0,005% Poly rA RNA
EDTA
0,05% Sodiumacid

Tabelle 8: Zusammensetzung HCMV (+)

HCMV L (+) C (CMV Monitor Low (+) Kontrolle)

<0,001% Nicht infektiose Plasmid DNA
<0,005% Poly rA RNA

EDTA

0,05% Sodiumacid
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Tabelle 9: Zusammensetzung HCMV (#)

HCMV H (#) C (CMV Monitor High (#) Kontrolle)

<0,001% Nicht infektiose Plasmid DNA
<0,005% Poly rA RNA

EDTA

0,05% Sodiumacid

2.4.4 Zugabe von Isopropylalkohol

"/ o+ & 10 "))2 3)) 4 536 +

wurde fur 5- 10 sec gevortext.

2.4.5 Pelletgewinnung durch Zentrifugation

Proben und Kontrollen wurden 15 min lang bei 14000/ min und
Raumtemperatur (25 C) zentrifugiert. So entstand am Boden der Tubes ein
blaues Pellet. Die Uberstande wurden sorgfaltig durch abpipettieren entfernt.
Bei Zentrifugationen unter 12500/ min héatte die Gefahr einer mangelnden

Pellet- Bildung und des Probenverlustes bestanden.

2.4.6 Zugabe von Ethanol

% I((( *+ 1(7 83 & ) * +

pipettiert. Eine Tribung durch prazipitierende Nukleinsauren war méglich.

2.4.7 Erneute Zentrifugation

Es folgte eine weitere Zentrifugation Uber 5 min bei 14000/ min und
Raumtemperatur (25 ). Wieder musste der Uberstand sor gfaltig abpipettiert
werden. Ethanolreste hatten spater die Amplifikation stéren kénnen. Das Pellet

durfte dabei nicht verletzt werden oder verloren gehen.
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2.4.8 Resuspendierung des Pellets

Das Pellet wurde i 9((  + $ 4% ) : ostes
Material konnte zurtickbleiben, in der Regel wurde aber bis zur vollstandigen
Auflosung des Pellets mindestens 10 sec intensiv gevortext. Die praparierten
Proben mussten innerhalb von vier Stunden verwendet werden, konnten aber
auch fur eine Woche bei -20 T eingefroren werden. Allerdings war laut

Hersteller nur ein einmaliges Einfrieren und Auftauen erlaubt.

Tabelle 10: Zusammensetzung CMM DIL

CMM DIL (CMV Monitor Probendiluent)

Tris- HCI- Puffer

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

0,05% Sodiumacid

2.4.9 Fertigstellung des Gebrauchs - Mastermix

Die Magnesiumlésung (CMM Mg?*) wurde mittels Vortexen griindlich gemischt.
Fur je 12 Proben und Kontrollen wurden 50 Osung in ein Master-
mix Tube (CMM Mastermix) pipettiert, anschlielRend wurde durch 10- 15maliges
Kippen gemischt. Auf keinen Fall durfte der Mastermix gevortext werden.

2.4.10 Zugabe der Proben

In jedes A- Ring- + & O( ;+ 53 S- < 0

jeweiligen Probe oder Kontrolle tUberfuhrt. Dabei durften keine Partikel in den
Mastermix Uberfuhrt werden. Durch Auf- und Abziehen wurden Mastermix und
Probe gemischt. AnschlieBend wurden die A- Ring- Tubes verschlossen. In
einer Plastiktite mit luftdichtem Verschluss durfte der Gebrauchs- Mastermix
bis zu 16 Stunden bei 2- 8 T aufbewahrt werden. Nach Zugabe der Proben
und Kontrollen war ein Start im COBAS Amplicor aber innerhalb von 45 min

erforderlich. Anderenfalls waren falsch niedrige Ergebnisse die Folge gewesen.
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Tabelle 11: Zusammensetzung CMM MMX

CMM MMX (CMV Monitor Mastermix)

< 0,05% Nukleotide (ANTPs): dATP, dGTP, dUTP, dCTP
< 0,01% AmpliTag® (Tag-Polymerase)

< 0,01% AmpErase®

< 0,01% LC 342 C und LC 383 (biotinylierte Primer)

Tris HCI Puffer

Glycerol

Tabelle 12: Zusammensetzung CMM Mg?*

CMM Mg (CMV Monitor Magnesium Reagens)

< 2% Magnesiumchlorid
Farbstoff Fuchschwanz
0,09% Sodiumacid

Grafik 4: Gebrauchsmastermix*

Mg* Taq DNA-Polymerase

Mn? rTth DNA-Polymerase

dCTP

AmpErase®

duTP
Biotinylierte

dATP Primer

* mit freundlicher Genehmigung der Fa. ROCHE, Herr Dr. rer. nat. Klose
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2.5 Probenvorbereitung mit dem MagNA Pure LC

Grafik 5: MagNA Pure, Aul3enansicht

— 41

2.5.1 Einfuhrung

Mit dem MagNA Pure LC von Roche steht ein Geréat zur Verfigung, das die
Extraktion von Nukleinsauren, sowohl von DNA, als auch von RNA aus den
unterschiedlichsten Materialien wie Plasma, Blut, Serum und Gewebeproben
erlaubt. Der vollautomatisierte Pipettierroboter arbeitet dabei bei einer
maximalen Abweichung der Pipettiermenge von 2% sehr genau und zeigt sich
kontaminationssicher. 32 Proben konnen parallel extrahiert werden. Im
Anschluss ist eine Post- Elution méglich, dabei kbnnen Mastermix und Proben
fur die Amplifikation vorbereitet werden. Urspringlich fur den LightCycler
konzipiert, existiert mittlerweile auch ein Einsatz, der die Probenvorbereitung in

A- Ringe fir den COBAS Amplicor ermoglicht.
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Die Extraktion am MagNA Pure erfordert keine Zentrifugation oder andere
manuelle Arbeitsschritte. Nach Lyse und Proteinabbau werden die Nuklein-
sauren an magnetische Glaspartikel (MGPs) gebunden. Mit Hilfe mehrerer
Waschvorgange werden die Nukleinsduren dann aufgereinigt und abschliel3end
wieder von den magnetischen Glaspartikeln geldst. Im Kuhlblock warten sie

dann auf ihre Weiterverarbeitung.

Grafik 6: MagNA Pure, Innenansicht und Aufbau
Verarbeitungsbehalter

) Pipettierarm,
Spitzen Magnet

Heizblock
Reagenzien-
behalter Kuhlblock
Probenbehalter A: Ring,
Kihlblock

Abfallbeutel Mastermix, Mg2*
Spitzenhalter

2.5.2 Vorbereitung des MagNA Pure

Wartungen wurden gemal3 Anleitung durchgefuhrt. Die Proben wurden nach

Aufruf des Programms und der Protokollart (Total NA Serum, Plasma, Blood),
53 = + ,(( 8 1(( 4

>(( ; at erfasst. Das Programm errechnete daraus die Bedarfsmenge
aller Reagenzien. Nach bildlicher Anleitung wurde das Gerat dementsprechend

mit allen Verbrauchsmaterialien bestickt.
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2.5.3 Vollautomatisiertes Protokoll
2.5.3.1 Einfuhrung

Nach einigen Vorprotokollen, die spater genauer erklart werden, wurde ein bis
auf wenige Schritte vollautomatisiertes Protokoll zur Probenvorbereitung
erarbeitet. Grundlage war das Programm Total NA Serum, Plasma, Blood des
MagNA Pure LC.

Grafik 7: Extraktion im MagNA Pure*

Sample Adding Adding Magnetic Washing

Lysis Buffer =~ Magnetic Separation
Glas Particles

Elution
* mit freundlicher Genehmigung der Fa. ROCHE, Herr Dr. rer. nat. Klose

2.5.3.2 Proben und Reagenzien

Zunachst wurden bis auf den Lysis/ Binding Buffer und die Magnetic Glass
Particles alle Reagenzienbehélter gemafd Anleitung beflllt. Als Dilution Buffer
wurde der CMM DIL verwendet. Die Proteinase K musste in 5 ml Elutionspuffer
geldst und damit gebrauchsfertig gemacht werden. In geldster Form war sie nur
vier Wochen bei 2- 8 T haltbar. Die ersten drei Positionen (Al, B1, C1) der
Sample Car & 10( = < -+ ullt, die weiteren
(( I & * 2
erfassten Plasmaproben. Der Lysis/ Binding Buffer wurde mit dem QS versetzt.
4+ & ,, ?2@) #2 A Buffer in ein steriles Einmalgefald
pipettiert. Wichtig war das grundliche Vermischen durch 10 sec langes
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Vortexen. Ebenso grindlich mussten die MGPs vermischt werden, um eine
mdglichst homogene Lésung zu erhalten. Lysis/ Binding Buffer und MGP
wurden in die zugehdrigen Behélter des MagNA Pure umpipettiert und auf den
entsprechenden Positionen im Geréat platziert. Zuletzt mussten die drei
rrogl & 4* & | 0O
zuvor gemischten Kontrollen CMV (-) C, CMV L (+) C und CMV H (#) C in die
entsprechenden Positionen Al, B1, C1 der Sample Cartridge pipettiert, CMV L
(+) C zuletzt, da anderenfalls die Negativkontrolle unterhalb des Referenz-
bereiches ausgefallen ware. Gemischt wurde durch dreimaliges Auf- und
Abziehen. Die Sample Cartridge wurde auf ihre Position gestellt und das Gerat

nach nochmaliger Kontrolle aller Positionen gestartet.

2.5.3.3 Prolog

Wahrend des Prologs wurde ein Teil der Reagenzien fir den spateren Ablauf in
die Process Cartridge vorgelegt. Jede Probenreihe (8 Proben) bekam eine
eigene Process Cartridge zugewiesen, fur jede Probe standen damit 6 Platze

fur die einzelnen Arbeitsschritte in 6 Reihen zur Verfigung. Jeweils 450

B53) ") + & 0o 'C 3 90( B chpuffer I
) + & 9 C3 DO( B 53 ")+ >

C3 I L)+ I C 3 5 %

)) @) * & [ 10( 5; 5

zweite Reihe Uberfuhrt. Die Spitzen wurden anschlie3end verworfen.

2.5.3.4 Protokollstart

% I(( 8 ) ) + & * 3 orige Position der
Elution Cartridge im Heizblock pipettiert. Der Dilutionspuffer CMM DIL wurde in
= >(( pro Probe in der Cartridge im Coolblock vorgelegt.

2.5.3.5 Lyse
4+ @)$ & >( # A - QS-

Gemisch zugegeben. Durch Auf- und Abziehen wurde 10 sec lang gemischt.
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Der Lysis/ Binding Buffer bewirkte eine komplette Lyse der Probe durch
Denaturierung aller Proteine. Die Nukleinsauren wurden freigesetzt und gleich-
zeitig stabilisiert. AnschlieBend wurde das Gemisch auf Klumpenbildung
Uberpruft.

Tabelle 13: Zusammensetzung Lysis/ Binding Buffer

Lysis/ Binding Buffer

Guanidiumthiocyanat
Triton X 100
Keine weiteren Angaben

2.5.3.6 Proteinase K

Die lysierten Proben wurden in die erste Reihe der Process Cartridge pipettiert
und durch Auf- und Abziehen 120 sec lang mit der bereits vorgelegten
Proteinase K gemischt. Die Proteinase K verdaute dabei die denaturierten

Proteine.

Tabelle 14: Zusammensetzung Proteinase K

Proteinase K

Proteinase K

Keine weiteren Angaben

2.5.3.7 Magnetic Glass Particles (MGP)

AnschlieRend wurde das Gemisch den Magnetic Glass Particles in der zweiten
Reihe der Process Cartridge zugegeben. Wieder wurde durch Auf- und
Abziehen 30 sec lang gemischt. Dabei banden die Nukleinsduren an die Ober-
flache der MGP. Es handelte sich dabei um Silica- Partikel mit Eisenkern, auf
die Magnetit aufkristallisiert worden war. Mittels eines Sinterungsverfahrens
wurde aufRerdem eine Schicht aus porésen Glasschuppen aufgebracht. Als

Folge der chaotropischen Salzverhéltnisse und der grol3en ionischen Starke
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des Lysis/ Binding Buffers wurden die Nukleinsauren an die Glasoberflache

gebunden. Es folgte eine Inkubationsphase, die 6 min dauerte.

Tabelle 15: Zusammensetzung MGP

MGP

Magnetic Glass Particles
Isopropanol

keine weiteren Angaben

2.5.3.8 Waschschritt 1

Die MGPs wurden in die Spitzen abgetrennt und in den Waschpuffer | in Reihe

drei der Process Cartridge pipettiert. Ungebundene Substanzen, wie denaturier-

te Proteine und die PCR- Inhibitoren Heparin und Hamoglobin, wurden entfernt.

Tabelle 16: Zusammensetzung Waschpuffer 1

Waschpuffer | (Wash Buffer I)

Guanidiumhydrochlorid
Ethanol

keine weiteren Angaben

2.5.3.9 Waschschritt 2

Der Vorgang wiederholte sich zweimal im Waschpuffer Il in den Reihen vier und

funf. Dabei wurden verbliebene Verunreinigungen entfernt und die Salz-

konzentration verringert.

Tabelle 17: Zusammensetzung Waschpuffer 2

Waschpuffer Il (Wash Buffer II)

Ethanol

keine weiteren Angaben
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2.5.3.10 Waschschritt 3

Zuletzt wurden die Proben in Reihe 6 im Waschpuffer drei aufbereitet, die
letzten Verunreinigungen wurden entfernt und die Salzkonzentration weiter

reduziert.

Tabelle 18: Zusammensetzung Wasch Puffer 3

‘Waschpuffer Il (Wash Buffer III)

‘ keine Angaben

2.5.3.11 Elution

Die MGP- Total NA- Komplexe wurden dem Elutionspuffer im Heizblock
zugegeben und 6 min lang bei erhohter Temperatur inkubiert. Die Nuklein-
sauren wurden anschlielend 2 min lang im Elutionspuffer abgetrennt und am
8 @) * ( 8 ) Ost, in den Coolblock
dberfuhrt. Eventuell noch vorhandene MGP wurden mit Hilfe des Magneten

endgultig entfernt.

Tabelle 19: Zusammensetzung Elution Buffer

‘ Elutionspuffer (Elution Buffer)

‘ keine Angaben

2.5.3.12 Ende der Extraktion

Das Gerat zeigte an, welche Proben korrekt extrahiert wurden. Ein Ausdruck
war mdoglich. Wahlweise konnten die Proben verschlossen und bis zu einer
Woche bei -20 € eingefroren oder gleich per Post- Elution weiterverarbeitet

werden.
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2.5.3.13 Post - Elution

Fur die Post- Elution wurden eigene Programme fiur alle moglichen Proben-
zahlen von 4- 24 erstellt. Die A- Ringe wurden im zugehérigen Coolblock
platziert. Mastermix (CMM MMX) und Magnesium (CMM Mg?*) bekamen durch
das Programm Positionen im Coolblock zugewiesen, mussten aber vorher in
ein 2 ml Schraubdeckel- Gefald umpipettiert werden. Auf ausreichende Spitzen
musste geachtet werden. Zunachst wurden Eluat und CMM DIL durch zehn-
maliges Auf- +* 3 58 4 @) * & =& 0(

Magnesium wurden in den Mastermix pipettiert. Das Gerat stoppte nach
Nadelabwurf automatisch. Durch mehrmaliges Kippen mit Deckel mussten
Mastermix und Magnesium von Hand vermischt werden, da durch Auf- und
Abziehen keine ausreichende Mischung mdoglich war. Nach Bestéatigung im

3 % 0O( + 53 <&

zugehdrigen A- Ring- Tubes pipettiert. AnschlielRend wurden je 50 +

dem Coolblock in den zugehérigen A- Ring- Tube pipettiert und durch 5maliges
Auf- und Abziehen mit der Mastermixlésung vermischt. Nach Verschluss der
Deckel konnten die A- Ringe im COBAS Amplicor platziert und die Analyse
gestartet werden. Das Programm zeigte fehlerhafte Proben an, ein Ausdruck
war moglich. Der MagNA Pure konnte mittels Desinfektionslosungen oder

integriertem UV- Licht gereinigt werden.

2.5.4 Vorstufen der Vollautomatisierung
2.5.4.1 Protokoll A

Wahrend der ersten Versuche wurden 12 ?@ !, 4 +

im Sample Cartridge zugegeben. Aufgrund eines Rechenfehlers war die einge-
setzte Menge im Verhéltnis zur manuellen Extraktion zu grof3, korrekterweise
hatten e 6,5 ?@ 4 ) robe eingesetzt werden mussen. Der Lysis/
Binding Buffer wurde unverandert eingesetzt. Der weitere Ablauf der Extraktion
erfolgte unverandert. Die Verdinnung des Eluats und die Post- Elution wurden

allerdings manuell durchgeftnhrt.
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2.5.4.2 Protokoll B

Im Unterschied zum vollautomatisierten Protokoll wurde die Lyse aul3erhalb des
Gerats durchgefihrt. Dabei wurde der QS ebenfalls dem Lysis/ Binding Buffer
zugegeben. Die Proben wurden aber zunachst in Eppendorf Behalter pipettiert.
>( #2 A - QS- Gemisch wurden zugegeben. AnschlieRend
wurde 5 sec gevortext. Die Proben wurden in die Sample Cartridge umgefulit.
Als Programm wurde Total NA Serum, Plasma, Blood External Lysis gewahlt,

* . B3 + 0(( Uberspringen des
Lyse- Schritts im Programm. Der CMM DIL wurde von Hand in den Coolblock
vorgegeben. Die Post- Elution wurde teilweise manuell durchgefiihrt. So wurden
der Mastermix von Hand durch Magnesiumzugabe gebrauchsfertig gemacht.
Aul3erdem wurden Eluat und CMM DIL durch mehrmaliges Auf- und Abziehen

manuell gemischt.

2.5.4.3 Protokoll C

Aul3er der manuellen Vorgabe des CMM DIL in den Coolblock entsprach das

Protokoll der vollautomatisierten Version.

2.6 Ablauf im COBAS Amplicor

2.6.1 Vorbereitung des Gerats

Initial wurde das Gerat mit einem Waschvorgang gestartet, bei dem alle
Leitungen, sowie die Transfernadel per Hochdruck gereinigt wurden. Letztere
wurde vom Gerat auch auf ihre Funktionsfahigkeit getestet. Im weiteren Ablauf
diente die Hochdruckreinigung der Nadel der Kontaminationssicherheit. Die
durch die Amplilink Software angezeigten erforderlichen Wartungen wurden
gemald Anleitung von Roche durchgefiihrt. Der regelmalfiige Austausch aller
Leitungen, Schlauche, der Transfernadel, des Waschpufferfilters, sowie die
Reinigung des Gerats boten ebenfalls Schutz vor Kontaminationen und

gewéhrleisteten die zuverlassige Funktion des Gerétes. Die Proben wurden im
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System dem jeweiligen A- Ring zugehorig erfasst. Danach wurde das Gerat mit
den erforderlichen, im spateren Verlauf beschriebenen Reagenzien bestlickt.
Dabei musste der Waschpuffer im Verhéaltnis 1:9 mit entionisiertem Wasser
verdunnt werden. Den Reagenzien VQ4 und VM4 mussten jeweils 2,5 ml VQ
PS1 und VM PS1 zugegeben werden um sie gebrauchsfertig zu machen.
Ebenso mussten zur Reagens SB3 5 ml SB zugefugt werden. Der Inhalt der
Gefalle, sowie deren Ablaufdatum wurden vom System angezeigt und beim
Starten des Laufs auf ausreichende Menge hin Uberprift. Dabei waren pro

Probe bzw. Kontrolle erforderlich:

Tabelle 20: Erforderliche Tests oder Menge an Reagenzien

Reagens Erforderliche Tests bzw. Menge

DN

CN

SB

vVQ
VM

W A N[ O] O

AD

Waschpuffer Ca. 3,5l fir 24 Proben

Im COBAS Amplicor hatten bis zu 72 Proben oder sechs A- Ringe parallel
analysiert werden kdonnen, wobei mindestens drei Kontrollen hatten mitgefuhrt
werden sollen, von Roche empfohlen werden drei Kontrollen pro A- Ring (12
Platze). In dieser Arbeit wurden aber maximal zwei A- Ringe parallel im
Grundmodus analysiert. Nachdem die A- Ringe im Gerat platziert und per
Strichcode- Analyse erfasst wurden, konnte das Gerat gestartet werden. Der

weitere Ablauf erfolgte vollautomatisch.
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Tabelle 21: Zusammensetzung Waschpuffer

Waschpuffer (Wash Buffer)

< 2% Phosphatpuffer
< 9% Sodiumchlorid
EDTA

< 2% Reinigungsmittel
0,5% ProClin 300

2.6.2 Amplifikation

Die Amplifikation im Thermocycler lief in einem PCR- Zyklus, bestehend aus
den drei Schritten Denaturierung, Annealing und Extension, ab.

Zunachst erfolgte im ersten Schritt die Denaturierung durch Hitze. Bei einer
Temperatur groBer als 90 T teilte sich die doppelstran gige DNA in zwei
Einzelstrange auf, indem Wasserstoffbriicken getrennt wurden. Nach Abkuhlen
des Reaktionsansatzes auf etwa 60 T wurde im zweiten Schritt, dem
Annealing, die Zielsequenz durch Anlagerung zweier spezifischer biotinylierter
Primer (LC342, LC383) markiert. Die Primer waren synthetisch gewonnene,
kurze DNA- Einzelstrdnge, komplementar zur Ziel- DNA und markierten am
jeweiligen Einzelstrang deren Beginn und Ende. Die Ziel- DNA entsprach einem
362 Basen langen Abschnitt im hochkonservierten N- Terminus des HCMV-
DNA- Polymerase- Gens. Waren die Primer gebunden, wurde die Temperatur
im dritten Schritt, der Extension (Verlangerung) auf etwa 72 T erhoht. Das
Enzym Taqg (Thermus aquaticus) DNA- Polymerase vervollstandigte die DNA-
Strénge, indem es in 5°- 3’- Richtung komplementére Nukleotide (dNTPs) an
die Primer anlagerte. Am Ende des ersten Zyklus hatte man zwei neue DNA-
Doppelstrange, die mit der Original- DNA- Zielsequenz identisch waren. Mit
Zunahme der Zyklenzahl diente immer ofter ein Strang mit definierter Lange als
Vorlage fur die Neusynthese, die entstandenen Kopien nennt man Amplicons.
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Grafik 8: Denaturierung*

Grafik 9: Annealing*

Grafik 10: Extension*

* mit freundlicher Genehmigung der Fa. ROCHE, Herr Dr. rer. nat. Klose
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Grafik 11: Amplicon*

Grafik 12: Vervielfaltigung der Amplicons*

* mit freundlicher Genehmigung der Fa. ROCHE, Herr Dr. rer. nat. Klose

2.6.3 Besonderheiten
2.6.3.1 Der Quantifizierungsstandard (QS)

Der Quantifizierungsstandard (QS) bestand aus nichtinfektioser DNA. Diese
hatte die gleiche Lange, wie die Ziel- DNA der PCR im HCMV- Genom, die
gleichen Bindungsstellen fur die beiden Primer (LC342, LC383), aber eine

andere Sondenbindungsstelle (SK535). Das ermdglichte nach der gemein-
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samen PCR eine getrennte Detektion. Der Standard wurde in bekannter
Kopienzahl zugefiigt und lief sowohl die gesamte Probenvorbereitung, als auch
die Amplifikation mit. Somit waren eine interne Inhibitionskontrolle und die
Quantifizierung der Viruslast moglich.

Grafik 13: Interne Kontrolle*

* mit freundlicher Genehmigung der Fa. ROCHE, Herr Dr. rer. nat. Klose

2.6.3.2 AmpErase® (Uracil - N- Glycosylase)

Amplifizierte Produkte enthalten Desoxyuridin, nattrliche DNA dagegen
Desoxythymidin, da der Mastermix statt Desoxythymidintriphosphat Desoxy-
uridintriphosphat als Baustein fur die Extension enthalt. Im Mastermix befand
sich auch das Enzym AmpErase® oder Uracil- N- Glycosylase, das selektiv alle
Desoxyuridin- haltigen Amplifikate, sogenannte carry- over Produkte aus
friheren Amplifikationen, vor dem ersten Zyklus der PCR zerstért. Da das
Enzym oberhalb 55 € inaktiv ist, betraf das nicht die neuen Amplicons, die
immer Uber dieser Temperatur gehalten wurden. Am Ende der Amplifikation
wurde die AmpErase® durch Zugabe einer Denaturierungslosung chemisch
inaktiviert. So wurde ein Kontaminationsschutz bei Aerosolen, Pipettierfehlern

oder verunreinigten Pipettenspitzen gewahrleistet.
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Grafik 14: AmpErase®*

* mit freundlicher Genehmigung der Fa. ROCHE, Herr Dr. rer. nat. Klose

2.6.4 Detektion
2.6.4.1 Denaturierung

Im Anschluss an die Amplifikation wurden alle Amplicons durch Zugabe einer
alkalischen Losung (DN4) denaturiert. Wegen der hohen ph- Werte brachen die

Wasserstoffbriicken, es entstanden wieder Einzelstrange.

Tabelle 22: Zusammensetzung DN4

DN4 (Denaturierungslosung)

1,6% Sodiumhydroxid
EDTA
Thymolblau

2.6.4.2 Reihenverdiinnung

% ,0 + & - Ring- Tube in drei Detektionsréhrchen

(D- Cup) uberfuhrt. Zwei D- Cups dienten der unverdinnten Detektion von Ziel-
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DNA und QS. Der Inhalt des dritten D- Cups wurde mit Hilfe eines
Verdinnungsreagens (AD) auf 1:7 verdinnt. Ein Teil der entstandenen
Verdinnung diente der QS- Bestimmung, ein weiterer Teil der Ziel- DNA-
Bestimmung, ein weiterer Teil wurde wieder 1:7 verdunnt, es entstand eine 1:49
Verdunnung der Erstprobe. Diese diente nur der Detektion von Ziel- DNA. Eine
weitere 1:7 bzw. 1:343 Verdinnung schloss sich an. Auch sie diente nur der
Bestimmung von Ziel- DNA. Insgesamt entstanden also zwei Konzentrationen
zur QS- Bestimmung (1:1 und 1:7) und vier Konzentrationen zur Ziel- DNA-
Bestimmung (1:1, 1:7, 1:49, 1:343).

Grafik 15: Ablauf der Verdinnung*

* mit freundlicher Genehmigung der Fa. ROCHE, Herr Dr. rer. nat. Klose

Tabelle 23: Zusammensetzung AD3

AD3 (Amplifikationsverdiinnungsreagens)

EDTA
0,8% Sodiumhydroxid
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2.6.4.3 Hybridisierung

Im Anschluss an die Verdinnung wurden die D- Cups in den Inkubator (37 C)
transportiert. Die jeweilige Hybridisierungslésung (VM fur die Ziel- DNA, VQ fur
den QS) wurde zugegeben. Sie enthielt magnetische Mikropartikel, die mit
spezifischen Oligonukleotid- Fangsonden (LC 359 fur die Ziel- DNA, SK 535 fir
den QS) beschichtet waren. Die Sonden trugen zur Zielsequenz oder zum
Standard komplementére Bindungsstellen. In der Hybridisierungsreaktion
wurden die freien Amplicons an die beschichteten Mikropartikel gebunden, die
wahrend der folgenden vier Waschschritte in der Waschstation durch einen
Magneten im Ro6hrchen fixiert wurden. Ungebundene Amplicons wurden
entfernt. Die Hybridisierung bestimmt die Spezifitat des Tests und ist daher der
kritische Schritt der Detektion.

Tabelle 24: Zusammensetzung VM PS1

VM PS1 (CMV Probensuspension 1)

MES Puffer
<0,5% Dynabeads®- Losung
0,09% Sodiumacid

Tabelle 25: Zusammensetzung VM4

VM4 (CMV Probensuspension 2)

Sodium Phosphat Puffer
<0,2% Reinigungsmittel
24,9% Sodium Thiocyanat

Tabelle 26: Zusammensetzung VQ PS1

VQ PS1 (Quantifizierungsstandardprobe 1)

MES Puffer
<0,1% Dynabeads®- Losung
0,09% Sodiumacid
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Tabelle 27: Zusammensetzung VQ4

VQ4 (Quantifizierungsstandardprobe 2)

Sodium Phosphat Puffer
<0,2% Reinigungsmittel
24,9% Sodium Thiocyanat

Grafik 16: Denaturierung, Hybridisierung und Waschvorgang*

* mit freundlicher Genehmigung der Fa. ROCHE, Herr Dr. rer. nat. Klose

2.6.4.4 Konjugation mit Avidin - Meerrettich - Peroxidase (AMP)

Das AMP- Konjugat (CN) wurde automatisch in die D- Cups pipettiert. Dann
folgte eine weitere Inkubation im Block bei 37 . Avidin besitzt eine grolRe
Affinitat zu Biotin. Die biotinylierten Primer koppelten das Amplicon samt Sonde
und Mikropartikel an die AMP. Es folgte ein weiterer Waschschritt, um nicht

gebundene Substanzen zu entfernen.
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Tabelle 28: Zusammensetzung CN4

CN4 (Avidin- Meerrettich- Peroxidase- Konjugat)

Tris- HCI Puffer

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

Emulsit 25

0,1% Phenol

1% ProClin 150

2.6.4.5 Substratzugabe

In einem dritten Inkubationsschritt wurden den D- Cups Tetramethylbenzidin
(TMB) und H»O, zugegeben (SB). In Gegenwart von Wasserstoffperoxyd
katalysierte die gebundene AMP die Oxidation von TMB. Es entstand ein blauer

Farbkomplex.

Tabelle 29: Zusammensetzung SB3

SB3 (Substrat A)

Citratldsung
0,01% Wasserstoffperoxyd
0,1% ProClin 150

Tabelle 30: Zusammensetzung SB

SB (Substrat B)

0,1% 3,3",5,5 Tetramethylbenzidin (TMB)
40% Dimethylformamid (DFM)
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Grafik 17: Konjugation und Substratzugabe*

* mit freundlicher Genehmigung der Fa. ROCHE, Herr Dr. rer. nat. Klose

2.6.4.6 Absorptionsmessung im Photometer

Dem letzten Inkubationsschritt folgend, wurden die D- Cups ins Photometer
Uberfuhrt. Die Absorption jeder Probe bzw. Konzentration wurde bei 660 nm

gemessen. Der Substratleerwert wurde abgezogen.

2.6.5 Auswertung

Aus den Extinktionen berechnete das System die Viruslast in Kopien/ ml

Plasma gemalR folgender Formel:

Extinktion (T) X VF (T)
Titer = EEEEEEEEEEEEEEEEEE < .) *3 ?@ < +
Extinktion (QS) X VF (QS)
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Tabelle 31: Legende zur Formel

Dabei entsprechen:

Titer

Zielsequenz in Kopien/ml Plasma

Kopienzahl (QS)

Konzentration des QS (Kopien/ml) in der Probe

Probenfaktor

Faktor zur Umwandlung Kopien/PCR in Kopien/ml (40)

Extinktion (T)

Extinktion der Probe innerhalb eines linearen Bereichs
des Photometers, welche nach der Multiplikation mit
dem Verdiunnungsfaktor die groRte Gesamt-
Absorption (OD) ergibt

Extinktion (QS)

Extinktion des QS innerhalb eines linearen Bereichs
des Photometers, welche nach der Multiplikation mit

dem Verdunnungsfaktor die grof3te Gesamt- OD ergibt

VF (T)

Zur Bestimmung der Gesamt- OD verwendete

Verdinnung der Probe

VF (QS)

Zur Bestimmung der Gesamt- OD verwendete

Verdinnung des QS

Alle Daten wurden an die Computersoftware Amplilink weitergeschickt. Die

einzelnen Extinktionswerte mussten durch den Benutzer auf Plausibilitdt hin

uberprift werden. Sie mussten mit der Verdunnung stetig abnehmende Werte

zeigen. Die Kontrollproben (-), (+) und (#) mussten innerhalb der vorgegebenen

Grenzwerte liegen. Aul3erdem durfte keine Fehlermeldung erscheinen. Dann

galten die Ergebnisse im Bereich 400 bis 100.000 Kopien/ ml Plasma als valide.

Proben mit Werten Gber 100.000 sollten verdiinnt erneut eingesetzt werden. Die

Ergebnisse konnten ausgedruckt werden.
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2.7 Erstellen von Verdinnungsreihen

2.7.1 Verdinnungsreihe 1

Die Virologie der Universitat Tubingen stellte eine Probe mit AD 169 Gesamt-
Genom- DNA zur Verfugung. Die Probe wurde durch die Virologen im
Biophotometer vermessen. Das Ergebnis zeigte bei zwei Verdinnungen eine
Konzentration von ," A ) angige DNA in der Probe. Daraus wurde
errechnet, dass bei 240.000 Basenpaaren Gréf3e 260 Mio. Kopien/

Probe vorlagen. Die Probe wurde in acht Stufen 1:10 verdinnt. Eigenes Plasma
wurde durch eine PCR im COBAS Amplicor als CMV- negativ getestet. Mit Hilfe
des Plasmas wurden 18 Verdunnungsstufen von 400 bis 100.000 Kopien/ ml

Plasma erstellt.

2.7.2 Verdinnungsreihe 2

Eine eigene Vermessung der selben unverdinnten Probe im Biophotometer
ergab eine DNA- . * = 1>, A Daraus wurde eine Kopienzahl
= 0 ) A + o+ 90((( ) oRe,
errechnet. Wieder wurde in acht Stufen 1:10 verdinnt. Mit Plasma wurden
erneut 18 Verdinnungsstufen von 400 bis 100.000 Kopien/ ml Plasma erstellt.

2.7.3 Verdunnungsreihe 3

Patientenplasma mit bekannter HCMV- Quantifizierung und eigenes, mittels
PCR im COBAS Amplicor auf HCMV negativ getestetes Plasma wurden
gepoolt. Funf Verdinnungsstufen mit Kopienzahlen von 160 bis 100.000

Kopien/ ml Plasma wurden erstellt.

2.7.4 Verdinnungsreihe 4

Patientenplasma mit bekannter HCMV- Quantifizierung und eigenes, mittels
PCR im COBAS Amplicor auf HCMV negativ getestetes Plasma wurden
gepoolt. Sechs Verdinnungsstufen im Bereich 200- 700 Kopien/ ml Plasma

wurden erstellt.
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2.8 Patienten

Prospektiv wurden 33 Patienten im Rahmen der Valganciclovir- Studie in die
klinische Erprobungsphase eingeschlossen. Darunter waren 31 Patienten, die
eine HSCT am Klinikum erhalten hatten. Ein Patient war zur Behandlung einer
GvHD im Klinikum, seine HSCT war in einer anderen Klinik erfolgt. Des
weiteren wurde ein Patient mit geplanter HSCT untersucht, der einen positiven
IgM- Befund aufgewiesen hatte.

Eine Zusammenfassung der Patientenmerkmale, mit Ausnahme des letzten

Falls zeigt die folgende Tabelle.

Tabelle 32: Patientenmerkmale

Anzahl Patienten

Mannlich 19
Geschlecht

Weiblich 13

Durchschnitt 44

Alter in Jahren Median 42

Spannweite 24- 64

AML

ALL

CML

Plasmocytom

MDS

Grunderkrankung NHL

SAA

Aplastisches Syndrom

Plasmazell- Leukamie

PNH

Pl PP P[P O[N] OO O O

Malignes Melanom
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Allogen fremd, HLA- ident 17
. Allogen fremd, HLA-

Transplantation

mismatch 2

Allogen familiar, HLA- ident |13

PBSCT 21
Stammzellen

BMT 11

D+/ R+ 19

D+/ R- 6
HCMV- Serostatus

D-/ R+ 6

D-/ R- 1

CY 3

TBI/ CY 19
Konditionierung TBI/ CY/ FLU 3

FLU/ MEL 6

BU/ CY 1

Durchschnitt 53
Beobachtungszeitraum

) . Median 52

pro Patient in Tagen

Spannweite 1-121

Dabei bedeutet: AML: akute myeloische Leukamie, ALL: akute lymphatische

Leukamie, CML: chronisch- myeloische Leukdmie, MDS: Myelodysplastisches

Syndrom, NHL: Non- Hodkin- Lymphom, SAA: schwere aplastische Anéamie,

PNH: paroxysmale nachtliche Hamoglobinurie, CY: Cyclosporin, TBIl: Ganz-
korperbestrahlung, FLU: Fludarabin, MEL: Melphalan, BU: Budenosid

Retrospektiv wurden 59 Plasmaproben analysiert. Die Proben wurden im

Rahmen einer anderen Doktorarbeit 2001 mittels COBAS Amplicor analysiert

und eingefroren.
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3 Ergebnisse

3.1 Protokoll A

36 Plasmaproben wurden retrospektiv untersucht. Davon waren 35 Proben in
der im Rahmen einer anderen Doktorarbeit erfolgten quantitativen PCR im
COBAS Amplicor positiv, eine Probe hatte ein negatives Ergebnis.

Bei der erneuten Untersuchung mit Protokoll A waren drei Ergebnisse aufgrund
einer zu geringen Extinktion des QS invalide. Folglich war bei 33 Proben ein

Vergleich mit den alten Werten maglich.

Tabelle 33: Protokoll A versus Handextraktion alt

negativ MagNA Pure positiv MagNA Pure | insgesamt
negativ Hand |1 0 1
positiv Hand 18 14 32
insgesamt 19 14 33

18 von 32 Proben waren im MagNA Pure, verglichen mit den alten Werten der
manuellen Extraktion, falsch negativ, in einem Bereich von 528 bis 8710
(Median: 1180, Durchschnitt: 1682) Kopien pro ml Plasma.

Auffallend waren auf3erdem sehr niedrige maximale Extinktionswerte des QS
und deutlich geringere maximale Extinktionswerte bei den Proben. So zeigten
38 bestimmte valide Extinktionen des QS (gréfRRer 0.200) im Protokoll A als
Median einen Wert von 1,173 (Durchschnitt: 1,487), 225 bestimmte Werte bei
der manuellen Extraktion aber als Median 8.524 (Durchschnitt: 8,463). Das
entsprach einem Minus von 86%. Die mediale Abweichung der Extinktionswerte
der Proben, verglichen mit der manuellen Extraktion, lag bei -88% (Durch-
schnitt: -82%), wenn die Extinktion in beiden Messungen groRer O war (27
Proben). Falls eine Viruslast in beiden Verfahren bestimmt wurde (14 Proben),
zeigten sich bei einer medialen Abweichung von -15% (Durchschnitt: +3%)

kaum Differenzen zur manuellen Extraktion.
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Grafik 18: Maximale Extinktionswerte QS Protokoll A versus Handextraktion

Grafik 19: Maximale Extinktionswerte der Proben Protokoll A versus

Handextraktion alt
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Grafik 20: Viruslasten Protokoll A versus Handextraktion alt

Nach Bland und Altman zeigten die Viruslasten die mit Protokoll A und der
manuellen Extraktion bestimmt wurden eine gute Ubereinstimmung, falls beide
positive Werte lieferten. Im Mittel lag die Differenz bei 0,0806 log10, bei einer
Standardabweichung von 0,2354 log10. Die Grenzen der Ubereinstimmung
(Mittelwert +/- zwei Standardabweichungen) betrugen 0,5514 log10 und -0,3902
log10, das heildt, 95% der Proben zeigten als maximale Abweichung das

Dreifache.
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Grafik 21: Ubereinstimmung der Viruslasten von Protokoll A und Handextraktion

alt nach Bland und Altman

3.2 Protokoll B

3.2.1 Direktvergleich mit der manuellen Extraktion

Aufgrund der vielen falsch negativen Werte und der geringen QS- Extinktionen
wurde ein neues Protokoll erarbeitet. 99 Proben wurden parallel von Hand und
mit Protokoll B extrahiert und anschlieRend im selben Lauf im COBAS Amplicor
amplifiziert. Ein Versuch mit neun Proben konnte aufgrund einer invaliden
Kontrolle nicht gewertet werden. Demnach war ein direkter Vergleich bei 90

Proben mdglich.

Tabelle 34: Protokoll B versus Handextraktion

negativ MagNA Pure | positiv MagNA Pure  insgesamt
negativ Hand | 35 1 36
positiv Hand |6 48 54
insgesamt 41 49 90
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Die im MagNA Pure positive und von Hand negative Probe war richtig positiv,
aufgrund des hohen Lipidgehalts wurde die manuelle Extraktion gestort. Sie
zeigte im MagNA Pure eine Viruslast von 838 Kopien. Demnach waren mit
Protokoll B 6 von 55 Proben falsch negativ im Bereich von 442 bis 1680 Kopien
pro ml Plasma (Median: 864, Durchschnitt: 909). Daraus lieRBen sich die

folgenden Sensitivitaten errechnen.

Tabelle 35: Sensitivitdt Protokoll B

Sensitivitat MagNA Pure manuelle Extraktion
insgesamt 89% 98%

> 800 Kopien 93% 98%

> 1000 Kopien 96% 100%

> 1200 Kopien 98% 100%

> 1700 Kopien 100% 100%

Unter Berlcksichtigung des technischen Problems, dass Viruslasten vom
System erst ab einer Probenextinktion von 0.200 berechnet werden und unter
Einbeziehen der errechneten Viruslasten der Proben unter dieser Detektions-
schwelle, hatte der Direktvergleich von Protokoll B und der manuellen
Extraktion ein ausgeglichenes Ergebnis geliefert. Beide im MagNA Pure
positiven Ergebnisse waren richtig positiv gewesen, die eine Probe aus bereits
erwahntem Grund, die zweite Probe ergab bei der manuellen Extraktion nur

knapp weniger als 400 Kopien pro ml Plasma.

Tabelle 36: Protokoll B versus Handextraktion, bereinigt

negativ MagNA Pure | positiv MagNA Pure | insgesamt
negativ Hand | 34 2 36
positiv Hand |3 51 54
insgesamt 37 53 90
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Tabelle 37: Sensitivitat Protokoll B, bereinigt

Sensitivitat MagNA Pure manuelle Extraktion
insgesamt 94% 96%

> 800 Kopien 98% 98%

> 1000 Kopien 100% 100%

Wiederum waren die Extinktionen des Standards (QS) und der Proben deutlich
erniedrigt. 134 bestimmte valide Extinktionen des QS (groRer 0.200) im
Protokoll B zeigten als Median einen Wert von 3,542 (Durchschnitt: 3,513), das
entsprach, verglichen mit den oben aufgefiihrten Ergebnissen der manuellen
Extraktion, einem Minus von 58%. Die mediale Abweichung der Extinktions-
werte der Proben, verglichen mit der manuellen Extraktion, lag bei -61%
(Durchschnitt: -35%), wenn die Extinktion in beiden Messungen grof3er O war
(65 Proben). Falls eine Viruslast in beiden Verfahren bestimmt wurde (48
Proben), zeigten sich bei einer medialen Abweichung von -4% (Durchschnitt:

+12%) wiederum kaum Differenzen zur manuellen Extraktion.

Grafik 22: Maximale Extinktionswerte QS Protokoll B versus Handextraktion
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Grafik 23: Maximale Extinktionswerte der Proben Protokoll B versus

Handextraktion

Grafik 24: Viruslasten Protokoll B versus Handextraktion
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Nach Bland und Altman zeigten die Viruslasten die mit Protokoll B und parallel
mit der manuellen Extraktion bestimmt wurden eine exzellente Uberein-
stimmung, falls beide positive Werte lieferten. Im Mittel lag die Differenz bei
0,0061 log10, bei einer Standardabweichung von 0,1971 log10. Die Grenzen
der Ubereinstimmung (Mittelwert +/- zwei Standardabweichungen) lagen bei
0,4003 log10 und -0,3881 logl0, das heil3t, 95% der Proben zeigten als

maximale Abweichung das Zweieinhalbfache.

Grafik 25: Ubereinstimmung der Viruslasten von Protokoll B und Handextraktion

nach Bland und Altman

3.2.2 Reproduzierbarkeit

3 Proben wurden vierfach eingesetzt, dreimal in Reihe, einmal parallel. Die
manuelle Extraktion hatte als Werte der Viruslasten 1070 (Probe 1), 5110 (2)
und 9510 (3) ergeben. Die maximale Abweichung innerhalb eines Laufs lag
dabei bei 0,19 log10, die maximale Abweichung zwischen zwei Laufen bei 0,27
log10.
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Grafik 26: Reproduzierbarkeit Protokoll B

3.2.3 Verdunnungsreihe

Da die Verdinnung sehr niedrig gewahlt wurde, zeigten nur 10 von 18
Verdinnungsstufen mit MagNA Pure, sowie 17 von 18 Verdunnungsstufen per
manueller Extraktion, eine Extinktion gréfRer 0 und konnten somit gewertet

werden.
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Grafik 27: Linearitdt der Extinktionen der Verdunnungsreihe, Protokoll B

3.2.4 Kontrollen

Im Laufe der Experimente wurden je 10 Kontrollen mit Protokoll B und je 16
Kontrollen nach manueller Extraktion analysiert. Die schwach positive Kontrolle
(Ipos) zeigte im Protokoll B einen Median von 3435 Kopien (Durchschnitt:
3349), die stark positive Kontrolle (hpos) einen Median von 51550 Kopien
(Durchschnitt: 53050). Die maximalen Extinktionen lagen im Median bei 0,997
(Durchschnitt: 1,104) beziehungsweise bei 15,950 (Durchschnitt: 16,110). Die
manuelle Extraktion zeigte mediale Viruslasten von 4255 (Durchschnitt: 5020)
und 46100 (Durchschnitt: 47569), sowie mediale Extinktionen von 3,447
(Durchschnitt: 3,462) und 38,097 (Durchschnitt: 37,807). Daraus ergab sich fur
die Viruslasten bei Protokoll B eine Abweichung von -20% (Ipos) und +12%
(hpos) verglichen mit der manuellen Extraktion, fir die Extinktionen

Abweichungen von -70% (Ipos) und -60% (hpos).
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Grafik 28: Extinktionen der schwach positiven Kontrolle Protokoll B versus

Handextraktion

Grafik 29: Extinktionen der stark positiven Kontrolle Protokoll B versus
Handextraktion
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Grafik 30: Viruslasten der schwach positiven Kontrolle Protokoll B versus

Handextraktion

Grafik 31: Viruslasten der stark positiven Kontrolle Protokoll B versus
Handextraktion
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3.3 Protokoll C

3.3.1 Reproduzierbarkeit

Zur Prufung der Reproduzierbarkeit wurden 5 zuvor manuell extrahierte und
analysierte halblogarithmische Verdiinnungsstufen im Bereich 160 bis 100000
Kopien/ ml Plasma in drei Laufen jeweils vierfach eingesetzt, demnach entstand
ein Probenvolumen von 12 Proben je Verdinnungsstufe. Die manuelle
Extraktion hatte als Ergebnisse 0, 1930, 11100, 35700 und 90600 Kopien pro

ml Plasma ergeben.

Tabelle 38: Variabilitatskoeffizienten

manuelle Extraktion | MagNA Pure Extraktion

bestimmte Viruslast | Mittelwert Viruslast Standardabweichung |CV
G/ml log10 G/ml log10 G/ml log10 %
90600 4,957 117392 |5,062 22035 0,084 18,8
35700 4,553 35875 4,545 7644 0,097 21,3
11100 4,045 8443 3,914 2071 0,108 24,5
1930 3,286 2255 3,325 798 0,171 35,4

CV Variabilitatskoeffizient, G/ml Genoméaquivalente pro ml Plasma
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Grafik 32: Reproduzierbarkeit Protokoll C Verdinnungsstufe ,, 100000

Grafik 33: Reproduzierbarkeit Protokoll C Verdinnungsstufe ,20000"

69



Ergebnisse

Grafik 34: Reproduzierbarkeit Protokoll C Verdinnungsstufe ,4000"

Grafik 35: Reproduzierbarkeit Protokoll C Verdinnungsstufe ,800"
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Grafik 36: Reproduzierbarkeit Protokoll C Verdiunnungsstufe ,, 160"

Insgesamt lag die Intraassay- Abweichung der Verdinnungsstufen im
bestimmbaren Bereich im Mittel bei 0,0672 log10, Standardabweichung 0,0568
log10. Die maximale Abweichung vom Mittelwert betrug hierbei 0,1815 log10
und -0,2436 logl0, das heil3t, die maximale Abweichung fihrte zu einem
1,75fachen Ergebnis. Der durchschnittliche CV lag bei 21% (15% bis 32%), mit
steigender Tendenz bei kleineren Viruslasten.

Die Interassay- Abweichung im Vergleich zum Mittelwert aller Proben im
analysierbaren Bereich lag im Mittel bei 0,0634 1logl0, bei einer
Standardabweichung von 0,0352 logl0. Die maximale Abweichung vom
Mittelwert betrug hierbei 0,0913 log1l0 und -0,1332 logl0, das heif3t die
maximale Abweichung betrug das 1,4fache des Mittelwerts. Betrachtet man
allerdings die gré3tmaogliche Differenz aller Einzelproben, so lag die maximale
Abweichung bei 0,6 log10, unter Ausschluss zweier Ausreil3er bei 0,28 logl0.
Der durchschnittliche CV lag bei 21% (15% bis 25%), auch hier mit steigender

Tendenz in Richtung kleinerer Viruslasten.
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Grafik 37: Intraassay- Abweichung Protokoll C

Grafik 38: Interassay- Abweichung Protokoll C
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Die halblogarithmischen Verdinnungsstufen zeigten dabei einen linearen

Zusammenhang zur ermittelten durchschnittlichen Viruslast tGber einen Bereich

von 2 log10.

Grafik 39: Linearitat der Viruslasten der Verdinnungsreihe, Protokoll C

3.3.2 Bestimmung der genauen Sensitivitatsgrenze

Tabelle 39: Sensitivitatsgrenze Protokoll C

Soll Hand |MP1 MP2 MP3 MP4 MP5S Sensitivitat MP
700 729 0 0 902 1240 |1070 |60%

600 1030 844 0 0 1170 |0 40%

500 0 0 817 1180 |836 0 60%

400 0 0 0 0 649 0 20%

300 0 0 787 0 0 720 40%

200 0 0 0 0 0 0 0
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Rechnerisch ergab sich aus der Berechnungsformel des COBAS Amplicor, bei
Einsatz der medialen maximalen Extinktion des QS (4,044) im Protokoll C, einer
eingesetzten Kopienzahl von 300, dem Probenfaktor 40 und einer minimalen
Probenextinktion von 0.200 eine maximale Sensitivitat von 593 Kopien pro ml
Plasma. Setzte man allerdings die kleinste wéahrend der Versuche ermittelte
maximale Extinktion des QS (1,073) ein, lag die Grenze bei 2237 Kopien, beim
grof3ten erreichten Extinktionswert des QS (7,946), ergab sich eine Untergrenze
von 302 Kopien. Fur 95% aller Proben betrug die maximale Sensitivitat 983
Kopien pro ml Plasma, fur 90% 863 Kopien. Eine Sensitivitdtsgrenze von 400
Kopien pro ml Plasma ware erst ab einem QS- Extinktionswert von 6,0 mdglich
gewesen, eine Grenze von 800 Kopien ab einem Extinktionswert von 3,0. Ohne
Berlcksichtigung der Berechnungsgrenze des Probenextinktionswerts von
0.200 seitens der COBAS Software hatte sich folgendes Ergebnis gezeigt.
Demnach waren acht zuséatzliche Proben im Bereich von 426 bis 757 Kopien

pro ml Plasma positiv gewesen.

Tabelle 40: Sensitivitatsgrenze Protokoll C, bereinigt

Soll  |Hand |MP1 |MP2 |MP3 |MP4 |MP5 |Sensitivitit MP
700 [729 o (467) |902  [1240 |1070 |80%
600 (1030 844 |0 (661) |1170 [(547) |80%
500 |0 0 817 [1180 (836 |0 60%
400 |0 0 0 (651) |649  [(426) |60%
300 |0 (757) |787 |0 (676) |720  |80%
200 |0 0 0 0 (568) |0 20%
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3.3.4 Standard (QS)

Bei 409 Proben war ein Vergleich der maximalen Extinktionswerte des QS im
validen Bereich moglich. Dabei zeigte sich mit Protokoll C ein Median von 4,044
(Durchschnitt  4,038). Verglichen mit der oben aufgefihrten manuellen

Extraktion entsprach das einem Minus von 53%.

Grafik 40: Maximale Extinktionswerte QS Protokoll C versus Handextraktion

3.3.5 Kontrollen

Mit Protokoll C wurden je 37 Kontrollen extrahiert und analysiert. Die schwach
positive Kontrolle (Ipos) zeigte einen Median von 3620 Kopien (Durchschnitt:
3726), die stark positive Kontrolle (hpos) einen Median von 49500 Kopien
(Durchschnitt: 48754). Die maximalen Extinktionen lagen im Median bei 1,325
(Durchschnitt: 1,343) beziehungsweise bei 17,395 (Durchschnitt: 17,640).
Verglichen mit der weiter oben aufgefuhrten manuellen Extraktion, ergab sich
fur die Viruslasten bei Protokoll C eine Abweichung von -15% (Ipos) und +7%
(hpos), fur die Extinktionen eine Abweichung von -62% (Ipos) und -54% (hpos).
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Grafik 41: Extinktionen der schwach positiven Kontrolle Protokoll C versus

Handextraktion

Grafik 42: Extinktionen der stark positiven Kontrolle Protokoll C versus
Handextraktion
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Grafik 43: Viruslasten der schwach positiven Kontrolle Protokoll C versus

Handextraktion

Grafik 44: Viruslasten der stark positiven Kontrolle Protokoll C versus
Handextraktion
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3.3.6 Klinische Erprobung

Im Zeitraum 03/2002 bis 11/2002 wurden 33 Patienten wochentlich auf HCMV
gescreent. Bei 13 Patienten erfolgte im Beobachtungszeitraum eine
Reaktivierung. Davon wurden sieben Patienten in die Valganciclovir- Studie
eingeschlossen und weiterhin gemald Studienprotokoll getestet, die anderen
Patienten wurden nicht weiter getestet. Bei einem Patient erfolgte unter
Studientherapie der Abbruch der Studie, auch bei ihm wurden keine weiteren
Proben getestet. Insgesamt ergab das ein Probenvolumen von 262 Stick.
Davon waren 207 Proben negativ, 54 Proben positivim Bereich 559 bis 216000
Kopien pro ml Plasma (Median: 3875), und eine Probe trotz Wiederholung nicht
analysierbar. Sieben der 54 positiven Proben zeigten Ergebnisse kleiner 1000
Kopien pro ml Plasma an.

Unter Bertcksichtigung der Ergebnisse unter einer Extinktion von 0,200 waren
5 von 207 negativen Patientenproben im Bereich von 416 bis 470 Kopien pro ml
Plasma zusatzlich positiv gewesen. Ein Patient stand dabei unter Therapie und
zeigte demnach seinen letzten positiven Wert drei Tage zu frih, zwei der funf
Patientenproben stammten vom woéchentlichen Screening und beide Patienten
hatten in der folgenden Woche dann positive Werte, die letzten beiden Proben
stammten von einem Patienten, der nach zwei falsch negativen Werten im
untersten Viruslastenbereich erst zwei Wochen spater ein positives Ergebnis

zeigte.

3.3.7 Vergleich zur In - House - PCR und zur pp65 - Bestimmung

Zu Beginn der Studie wurde parallel zur Messung im COBAS Amplicor eine In-
House- PCR im virologischen Institut Tubingen durchgefihrt. Spater wurde
darauf verzichtet. Uber den gesamten Zeitraum wurde das pp65- Antigen durch
die Virologen bestimmt, allerdings nur wéhrend der hospitalisierten Phase.

Vergleichsbedingungen fur das erste Positivwerden waren zeitparallele Be-
stimmungen und ein negativer Wert in der Vorwoche. Aufgrund zahlreicher
fehlender Proben war ein Vergleich zwischen In- House- PCR und Protokoll C

nur bei 4 Patienten maoglich, fir den Vergleich mit der pp65- Bestimmung
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standen nur Daten von 8 Patienten zur Verfigung. Sowohl Protokoll C, als auch
die pp65- Bestimmung waren durchschnittlich 34 Tage nach HSCT positiv.
Allerdings wurde die pp65- Bestimmung immer einen Tag friher durchgefinhrt.
Ein weiterer Patient mit positiver PCR wurde nie pp65- positiv. Beim Vergleich
mit der In- House- PCR waren die Patienten mit Protokoll C nach durch-
schnittlich 31 Tagen, mit der In- House- PCR nach 29 Tagen positiv, da bei
einem Patienten die In- House- PCR eine Woche friher positiv war. Die In-
House- PCR hat eine Sensitivitdtsgrenze von 300 Kopien pro ml Plasma. Unter
Bertcksichtigung der Proben mit Extinktionen kleiner 0,200, die rechnerisch
Viruslasten gréRer 400 Kopien pro ml Plasma lieferten, waren zwei Patienten
mit dem COBAS Amplicor eine Woche friher positiv geworden, als mit der In-
House- PCR.

Zwei Patienten wurden nicht berlcksichtigt, da sie in der In- House- PCR nur
einmalig positive Werte aufwiesen und in der Folgewoche ohne Therapie
wieder negativ waren. Ein Patient hatte im Protokoll C einen positiven Befund,
unter Therapie wurde die In- House- PCR nicht mehr positiv.
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Grafik 45: Tag nach KMT des ersten positiven Testergebnisses Protokoll C

versus pp65

Grafik 46: Tag nach KMT des ersten positiven Testergebnisses Protokoll C

versus In- House- PCR
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3.4 Einfluss des Einfrierens auf die Proben

55 ehemals positive Proben, die im Rahmen einer anderen Doktorarbeit im
Zeitraum 09/2000 bis 05/2001 analysiert und bei -20C eingefroren worden
waren, wurden von Hand nochmals extrahiert und mit den alten Werten
verglichen. Die Einfrierdauer betrug dabei maximal 24 Monate. Die Zahl der
Auftau- und Einfriervorgange war nicht mehr nachvollziehbar, sollte aber in der
Regel bei weniger als dreimal gelegen haben.

12 von 55 Proben waren bei neuer Testung negativ, das entsprach etwa 22%.
Falls eine Extinktion der Proben messbar war (50 Proben), zeigten sich kaum
Differenzen, im Median lag die Abweichung zur erstmaligen Bestimmung bei
+16% (Durchschnitt: +16%), Gleiches galt fur die bestimmten Viruslasten > 400
Kopien pro ml Plasma (43 Proben) mit einer Abweichung von medial +1%

(Durchschnitt: +10%).

Tabelle 41: Hand alt versus Hand neu

[
‘ negativ neu positiv neu Insgesamt

‘ positiv alt 12 43 55

81



Ergebnisse

Grafik 47: Maximale Extinktionswerte der Proben Handextraktion alt versus

Handextraktion neu

Grafik 48: Viruslasten der Proben Handextraktion alt versus Handextraktion neu
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Nach Bland und Altman zeigten die Viruslasten, die per manueller Extraktion
und COBAS neu ermittelt wurden und die alten, bereits im Rahmen einer
anderen Doktorarbeit ermittelten Viruslasten eine exzellente Ubereinstimmung,
falls beide positive Werte lieferten. Im Mittel lag die Differenz bei 0,0187 log10,
bei einer Standardabweichung von 0,2000 log10. Die Grenzen der Uberein-
stimmung (Mittelwert +/- zwei Standardabweichungen) lagen bei 0,4187 log10
und -0,3813 logl0, das heildt, 95% der Proben zeigten als maximale Abwei-
chung das 2,5fache.

Grafik 49: Ubereinstimmung der Viruslasten von Handextraktion alt und

Handextraktion neu nach Bland und Altman

3.5 Zeitaufwand und Kosten

Abgesehen von den Anschaffungskosten des MagNA Pure entstanden durch
Verbrauchsguter zusétzliche Kosten von etwa 4 Euro pro Probe, im Vergleich
zur manuellen Extraktion.

Die notwendige Gesamtzeit zur Extraktion und Analyse von 24 Proben mit dem

vollautomatisierten Protokoll betrug etwa 160 min, verglichen mit der manuellen
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Extraktion, bei einer etwaigen Dauer von 120 min, eine zusatzliche Dauer von
40 min.

Die benottigte Zeit fur manuelle Arbeitsschritte lag beim vollautomatisierten
Protokoll aber bei nur etwa 30 min, im Vergleich zur manuellen Extraktion mit

circa 100 min ein relativer Zeitgewinn von etwa 70 min.

Grafik 50:Zeitaufwand des vollautomatisierten Protokolls versus Handextraktion
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4 Diskussion

4.1 Stand der Forschung

4.1.1 Allgemeines

Fortschritte auf dem Gebiet der Diagnostik, der Prophylaxe und der Therapie
der HCMV- Infektion haben dazu gefuhrt, dass Morbiditat und Mortalitat der
HCMV- Erkrankung nach HSCT gesenkt wurden. Dennoch gehért die HCMV-
Erkrankung immer noch zu den Hauptursachen infektbedingter Komplikationen
und Todesfalle (Einsele et al., 2000). Bei etwa 75% der seropositiven Patienten
kommt es nach HSCT zur HCMV- Reaktivierung, 20- 30% entwickeln ohne
antivirale Therapie eine HCMV- Erkrankung (Ljungman, 2002). Die kombinierte
Gabe von Ganciclovir und Immunglobulinen konnten zwar die frihe Mortalitat
auf etwa 50% senken (Ljungman, 2002), die Langzeitiberlebensrate liegt
jedoch nur bei etwa 30% (Einsele et al., 2001).

Aufgrund der hohen Letalitat sind frihe antivirale Strategien zur Vermeidung
einer Erkrankung entscheidend. Zwei Moglichkeiten zur Préavention werden
angewandt und diskutiert, einerseits die Chemoprophylaxe zur Vermeidung
einer Reaktivierung, andererseits die praemptive Therapie, die darauf abzielt,
die Entwicklung einer Erkrankung nach der Reaktivierung von HCMV zu

verhindern.

4.1.2 Chemoprophylaxe

In zahlreichen Studien wurde die antivirale Chemoprophylaxe untersucht. In
zwei grofR3en Studien zeigte eine Prophylaxe mit Acyclovir eine Reduktion der
HCMV- Infektionen und eine hohere Uberlebensrate bei intravendser Hoch-
dosistherapie (Meyers et al., 1988; Prentice et al., 1994), trotz seiner geringeren
in vitro- Wirksamkeit, verglichen mit den anderen zur Verfligung stehenden
Mitteln. Prentice et al. zeigten aber auch, dass das Auftreten von HCMV-
Erkrankungen mit 8% gegenuber 11% unverandert hoch war. Nach einer Studie
von Ljungman et al. (1998b) hatte hochdosiertes, prophylaktisch verabreichtes

Acyclovir keinen Einfluss auf die Inzidenz von Erkrankungen und Todesraten.
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Eine randomisierte, prospektive Studie untersuchte die prophylaktische Gabe
von Valacyclovir im Vergleich zur Hochdosisprophylaxe mit Acyclovir. Die Zahl
der Reaktivierungen konnte gesenkt werden. Es zeigte sich jedoch kein
Uberlebensvorteil. Auch das Risiko fur eine HCMV- Erkrankung war
unverandert. Bei Kombination mit einer prédemptiven Ganciclovir- Therapie
konnte deren Notwendigkeit um 50% gesenkt werden (Ljungman et al., 2002c).
Eine weitere Studie zeigte diesbezlglich ebenfalls vielversprechende
Ergebnisse (Nakamura et al., 2002). So trat bei nur 6% der 174 Patienten
innerhalb der ersten 400 Tage eine HCMV- Erkrankung auf, nur ein Patient
starb wegen einer HCMV- Pneumonie.

Zwei randomisierte, doppelblinde, Placebo- kontrollierte Studien untersuchten
die Prophylaxe mit intravendsem Ganciclovir. In beiden Studien wurde die
Inzidenz der HCMV- Infektion gesenkt. So zeigten Goodrich et al. (1993) eine
Reduktion von 45% auf etwa 3%. Erkrankungen traten aber nur bei der Studie
von Goodrich et al. mit 10% gegenuber 29% weniger haufig auf. Die
Mortalitdtsraten waren im Vergleich zu den Placebogruppen bei beiden Studien
unverandert hoch (Goodrich et al., 1993; Winston et al., 1993). Daflur gibt es
zwei mogliche Griinde, zum einen die durch die Medikamentengabe induzierte
Neutropenie, die zu einem héheren Risiko fur opportunistische Infektionen fuhrt
(Salzberger et al., 1997), zum anderen ist die Ganciclovir- Prophylaxe mit einer
verzogerten Immunantwort spezifischer T- Zellen auf HCMV assoziiert, wodurch
vermehrt spate HCMV- Erkrankungen auftreten (Li et al., 1994, Boeckh et al.,
1996).

Orales Ganciclovir wurde in einer kleinen Studie als Prophylaxe getestet. Es
zeigten sich jedoch hohe Infektionsraten bei geringer Tolerabilitat (Boeckh et
al., 1998).

Die prophylaktische Gabe von Valganciclovir ist in der klinischen
Erprobungsphase (Ljungman, 2002; Zaia, 2002a).

Foscarnet wurde ebenfalls als Prophylaxe getestet. Ippoliti et al. (1997) zeigten,
dass bei 15% der Patienten trotz Prophylaxe eine aktive Infektion auftrat. In
einer Studie von Ordemann et al. (2000) trat bei 24% der Patienten eine Reakti-

vierung auf, auRerdem musste bei 38% der Patienten wegen Nebenwirkungen
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die Dosis reduziert werden, bei 29% der Patienten musste die Therapie des-
wegen abgebrochen werden. Ferner existieren bis heute keine Daten zur

Uberlebensrate (Ljungman, 2002).

4.1.3 Praemptive Therapie

Da nur bei etwa 20- 30% der Patienten eine Infektion auftritt, wirde eine
generelle Prophylaxe eine Ubertherapie bei 70- 80% der Patienten bedeuten,
mit allen dadurch entstehenden Risiken und Nebenwirkungen, wie Neutropenie,
opportunistische Infektionen, spate HCMV- Erkrankungen, aber auch hoéhere
Kosten. Aus diesem Grund hat sich die praemptive Therapie mehr und mehr
durchgesetzt (Avery et al., 2000).

Goodrich et al. (1991) zeigten, dass die praemptive Therapie auf Basis des
shell vial- Assay das Risiko fiur eine HCMV- Erkrankung senkt und die
Uberlebensrate steigt. Bei 12% der Patienten trat jedoch eine Erkrankung vor
oder wahrend der ersten positiven Kultur auf. Mandanas et al. (1996) zeigten
eine HCMV- assoziierte Todesrate von 10%. Stocchi et al. (1999) konnten bei
T- Zell- freien, nicht verwandten Knochemarktransplantationen beim Vergleich
der praemptiven Therapie nach Kurzzeit- Kultur mit der Ganciclovir- Prophylaxe
keinen Unterschied bei der Uberlebensrate nach einem Jahr und der HCMV-
assoziierten Todesrate feststellen, das Auftreten von HCMV- Infektionen und
HCMV- Erkrankungen innerhalb des ersten Jahres war bei der praemptiven
Therapie mit 74% und 64% gegenuber 53% und 30% sogar héher als bei der
Prophylaxe.

Einsele et al. (1995) zeigten in einer randomisierten Studie, dass die PCR-
basierte praemptive Therapie verglichen mit der schnellen Kultur die Inzidenz
der HCMV- Erkrankung, die HCMV- assoziierte Mortalitat, sowie die Therapie-
dauer senken konnte. Die Ergebnisse wurden in einer weiteren Studie bestatigt,
bei hoherer Uberlebensrate insgesamt (Ljungman et al., 1998b). Ein Abbruch
der Therapie nach negativer PCR war in einer weiteren Untersuchung sicher,
es trat keine HCMV- Erkrankung auf. Bei einer Therapiedauer grofRer vier
Wochen fanden Einsele et al. (2000) jedoch auch bei der praemptiven Therapie
ein erhohtes Risiko, sowohl fur spéat auftretende HCMV- Erkrankungen, als
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auch fur opportunistische Infektionen. Auch Machado et al. (2000) zeigten eine
Verschiebung des Auftretens der interstitiellen Pneumonie auf einen Median
von 92 Tagen nach Transplantation. Ein engmaschigeres Screening,
beispielsweise zweimal die Woche, bei akuter GvHD und anderen Hochrisiko-
faktoren, sowie ein langer andauerndes Screening tUber Tag 100 nach HSCT
hinaus insbesondere bei chronischer GvHD und einer Therapiedauer grol3er
vier Wochen konnten das Risiko der Patienten weiter absenken (Einsele et al.,
2000).

Boeckh et al. (1996) untersuchten in einer randomisierten, doppelblinden Studie
die praemptive Therapie nach pp65- Antigenamie- Bestimmung. Verglichen mit
der Ganciclovir- Prophylaxe, war die Pravention der Erkrankung unverandert.
Zwar zeigte die Prophylaxe einen besseren Schutz wahrend der Gabe des
Medikaments, jedoch waren spate Erkrankungen, Neutropenie und Pilzin-
fektionen haufiger und senkten die Langzeitliberlebensrate auf gleiches Niveau.
Bei hoherer Sensitivitdt des Antigenamie- Tests konnten sowohl die Inzidenz
der HCMV- Erkrankung, als auch die Inzidenz invasiver Pilzinfektionen gesenkt
werden (Boeckh et al., 1999).

Moretti et al. (1998) zeigten, dass auch Foscarnet gleichwertig eingesetzt
werden kann. In einer grof3eren Studie waren die Effizienz von Foscarnet und
Ganciclovir vergleichbar, auflerdem traten bei Foscarnet weniger haufig
Neutropenien auf, bei gleicher Nephrotoxizitat (Reusser et al., 2002). Auch die
Kombination von Ganciclovir und Foscarnet kann ohne hohere Toxizitat
eingesetzt werden (Bacigalupo et al., 1996).

Cidofovir zeigte bei 66% der Patienten Erfolg, bei denen Ganciclovir oder
Foscarnet nicht angeschlagen hatten (Ljungman et al., 2001). Eine kleine
prospektive Studie zeigte auch in der praemptiven Therapie bei 90% der
Patienten eine Virus- Clearance (Platzbecker et al., 2001). Ljungman et al.
(2001) konnten dieses Ergebnis bei nur 62% Ansprechen nicht bestatigen.

Zum heutigen Zeitpunkt wird die praemptive Therapie favorisiert, einige Zentren
bevorzugen aber auch die Prophylaxe. So ergab eine Umfrage in den
Vereinigten Staaten, dass 53% der Zentren eine praemptive Therapie
durchfihren, 21% eine generelle Prophylaxe (Avery et al., 2000). Manche
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Autoren empfehlen auch eine Wahl der Praventionsstrategie nach Risikoab-
schatzung bezuglich des Auftretens einer Infektion (Zaia, 2002a; Mori et al.,
2000) oder richten die Dosis am Ansprechen auf die Therapie, mit Hilfe einer
Antigenadmie- Bestimmung aus (Kanda et al., 2002).

4.1.4 Diagnostische Moglichkeiten

Wie bereits gezeigt, erfordert die prAemptive Therapie sensitive Tests, die eine
Reaktivierung vor Manifestation einer Erkrankung signalisieren. Breite Anwen-
dung finden die PCR, der Hybrid- Capture- Assay, die pp65- Antigenamie und
die shell- vial- Culture (Avery et al., 2000). Die interstitielle Pneumonie
manifestiert sich ohne Therapie etwa 50- 60 Tage nach Transplantation (Zaia,
2002a).

Boeckh et al. (1997) zeigten, dass die shell- vial- Culture und die pp65-
Antigenamie- Bestimmung im Median bei etwa 42 Tagen nach Transplantation
positiv werden. Der Assay ist sensitiv, aber zeitaufwendig. Eine Automati-
sierung ist nicht moglich, die Proben missen schnell verarbeitet werden. Eine
Quantifizierung erfolgt durch die Angabe der pp65- positiven Zellen pro Slide
(ca. 100.000 Granulocyten) und korreliert mit der Viruslast im Blut (Thorner,
2002; Flexman et al., 2001). Aufgrund der schwierigen oder unmdglichen
Durchfihrbarkeit und geringerer Sensitivitdt wahrend der neutropenen Phase,
werden beide Mdoglichkeiten bei HSCT- Patienten vielfach abgelehnt (St.
George et al., 2000; Thorner, 2002; Zaia, 2002a; Solano et al., 2001; Halwachs-
Baumann et al., 2001). So konnten Flexman et al. (2001), bei pp65 negativen
Patienten eine Viruslast von bis zu 43000 Kopien pro ml Plasma nachweisen.
PCR und Hybrid- Capture- Assay werden im Median etwa 35 Tage nach Trans-
platation positiv (Einsele et al., 1995; Hebart et al., 2001a). Somit ergibt sich ein
um eine Woche vergrofRertes Sicherheitsfenster. Ein weiterer Vorteil der
Plasma- PCR liegt in der zuverlassigen Durchfihrbarkeit wahrend der neutro-
penen Phase (Limaye et al., 2001). Sensitivitat, Spezifitdt, positive und negative
pradiktive Werte von pp65- Antigenamie und PCR sind vergleichbar (Caliendo
et al., 2000; Camargo et al., 2001).
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Die hohe Sensitivitat der Tests bedingt einen niedrigen positiven pradiktiven
Wert. So wird bei einer Vielzahl von Patienten eine HCMV- Infektion nach-
gewiesen, ohne dass sich jemals eine HCMV- Erkrankung manifestieren wurde.
Um den positiven pradiktiven Wert zu erhdhen, werden neue Verfahren
evaluiert. Geeignet scheinen insbesondere die Bestimmung der mRNA (Blok et
al., 1998; Lam et al., 1998; Gerna et al., 1999; Greijer et al., 2001; Oldenburg et
al., 2000; Witt et al., 2000; Grangeot- Keros und Cointe, 2001; Amorim et al.,
2001) und die Quantifizierung der Viruslast.

Der COBAS Amplicor CMV Monitor ermdglicht eine quantitative, standardisierte
und im Bereich der Amplifikation und der Detektion automatisierte PCR. Seine
Eignung fur die praemptive Therapie und als Bestatigungstest fir eine
sensitivere In- House- PCR wurde in zahlreichen Untersuchungen bestatigt
(Caliendo et al., 2000; Caliendo et al., 2002; Flexman et al., 2001; Masaoka et
al., 2001, Piiparinen et al., 2001). Der Test ist derzeit nur fur die Forschung,
nicht jedoch fur die Routinediagnostik zugelassen.

4.1.5 Bedeutung der Viruslast

Die Quantifizierung der Viruslast bekommt im Rahmen der Therapiesteuerung,
insbesondere der Resistenzerkennung und der Verbesserung des positiven
pradiktiven Werts der PCR immer mehr Bedeutung. Sie erlaubt Rickschlisse
auf die Virusreplikation und damit die Aktivitat des Virus. Zahlreiche Unter-
suchungen beschaftigen sich mit der Bedeutung der Viruslast fir die
Entstehung HCMV- assoziierter Erkrankungen.

So besteht eine direkte Verbindung zwischen der Ho6he der Viruslast, dem
Risiko einer Erkrankung nach HSCT (Boeckh et al., 2003, Limaye et al., 2001)
und den mit der Erkrankung assoziierten Todesfallen (Boeckh et al., 2003).
Auch fur Patienten nach einer soliden Organtransplantation (Sanchez et al.,
2001; Michaelides et al., 2001., Nazzari et al., 2000) und fir HIV- Patienten
(Gourlain et al., 2003; Yoshida et al., 2001) konnte dieser Zusammenhang
nachgewiesen werden. Bei Lungentransplantierten zeigte sich zusatzlich eine
Korrelation zwischen dem Auftreten einer HCMV- Pneumonie und der Viruslast
in der BAL (Riise et al., 2000).
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Auch die Anfangsviruslast zeigt einen direkten Zusammenhang mit dem Risiko
des Auftretens einer Erkrankung bei HSCT- Patienten (Emery et al., 2000) und
SOT- Patienten (Emery et al., 2000; Rollag et al., 2002; Norris et al., 2002).
AulRerdem korreliert der Anstieg der Viruslast signifikant mit dem Auftreten einer
Erkrankung nach HSCT (Emery et al, 2000) und SOT (Emery et al, 2000; Norris
et al., 2002) und deren Symptomatik (Tong et al., 2000).

Humar et al. (2002) beobachteten die Viruslast von Patienten nach SOT unter
Ganciclovir- Therapie. Dabei stellten sie fest, dass sich bei Patienten ohne
spatere erneute Reaktivierung die Viruslast innerhalb von 3,17 Tagen halbierte,
bei Patienten mit erneuter Reaktivierung erst nach 8,8 Tagen.

Die Symptomatik der Erkrankung héngt ebenfalls von der Viruslast ab, das
konnte fur SOT- Patienten (Piiparinnen et al., 2002; Tong et al., 2000) und fur
die infantilie HCMV- assoziierte Hepatitis gezeigt werden, hier stellte sich eine
direkte Korrelation von GPT/GOT und Viruslast heraus (Funato et al., 2001).
Fur die Viruslasten im Urin (Halwachs- Baumann et al.,, 2002) und im
Fruchtwasser (Nedelec et al., 2002) bei congenitalen Infektionen konnte dieser
Zusammenhang aber nicht hergestellt werden.

Para et al. (2001) stellten bei HIV- Patienten eine Korrelation zwischen CD4+-
Zellzahl und HCMV- Viruslast fest. Auch eine HCMV- Erkrankung in der
Patientengeschichte korrelierte mit der Viruslast. Sie betrug im Median 1780
Kopien pro ml.

Quamruddin et al. (2001) schlagen als Cutoff fir SCT- Patienten 1000 G/ml vor.
Gor et al. (1998) stellten fest, dass das Risiko fur eine HCMV- Erkrankung nach
HSCT fur Patienten mit einer Viruslast von weniger als 3,5 log10 (3160) G/I
kleiner als 10% ist, bei Patienten mit einer Viruslast von 5 log10 (100000) G/I
aber bereits 80% betragt.

Bei Organtransplantierten wird der Cutoff wesentlich hoher angesetzt, da
HSCT- Patienten wesentlich geringere Viruslasten ausbilden (Aitken et al.,
1999; Caliendo et al., 2002; Tong et al., 2000; Flexman et al., 2001). Er reicht
von 2000- 5000 G/ml (Caliendo et al., 2002) bis zu 130000 G/ml (Aitken et al.,
1999). Fur die Bestimmung aus Leukocyten empfehlen Nazzari et al (2000)
einen Cutoff von 1000 Kopien pro 200000 Leukocyten, Camargo et al. (2001)
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zeigten bei Herztransplantierten, dass ein Cutoff von 50.000 bzw. 100.000
Kopien pro 100.000 Leukocyten positive und negative pradiktive Werte von 53,8
und 100% bzw. 60 und 94,1% fur eine HCMV- Erkrankung bedeuten.

Ein Cutoff bei 1000 Kopien pro ml Plasma fur HIV- Patienten zeigte einen
Anstieg des positiven pradiktiven Werts fur eine HCMV- Erkrankung von 33%
auf 44% (Wiselka et al., 1999)

Li et al. (2003) staffelten den Cutoff fur eine Therapie auf Stufen von 1000,
4000 oder 10000 Kopien pro ml Plasma, je nach Risikogruppe.

Nichtsdestotrotz ist aber auch bekannt, dass bereits geringe Viruslasten mit
einer HCMV- Erkrankung assoziiert sein konnen (Boeckh et al., 1992; Boivin et
al., 1998; Gor et al., 1998).

Schaefer et al. (2001) zeigten bei Nierentransplantierten dass die Area under
the Viraemia Curve hohere Sensitivitat, Spezifitdt und pradiktive Werte erlaubt,
als ein Cutoff.

Fur die Zukunft sollte fur die jeweilige Patientengruppe ein Cutoff ermittelt
werden, ab dem eine Therapie notwendig wird, um eine Erkrankung zu
verhindern, sowie ein Wert, ab dem die Therapie ohne das Risiko einer
Erkrankung beendet werden kann. Au3erdem koénnte sich die Therapie in ihrer
Art und der Dosis der Medikamente an der Viruslast orientieren. Hierzu liegen
bereits erste Versuche vor (Mori et al., 2002).

Fest steht, dass in der Diagnostik anderer Virusinfektionen die quantitative
Analyse der Viruslast groRe Bedeutung hat. Fur HIV- Patienten erméglicht sie
Ruckschlisse auf die Krankheitsprognose, eine Indikationsstellung zur
Therapie, sowie eine Moglichkeit der Therapie- Kontrolle. Fur HBV und HCV

kommt der Viruslast &hnliche Bedeutung zu (Berger und Preiser, 2002).

4.1.6 Resistenzen

Mittels eines quantitativen Monitorings der Viruslast kénnen Resistenzen
frihzeitig erkannt werden. Sie stellen bei der Behandlung von HCMV-
Infektionen und HCMV- Erkrankungen ein zunehmendes Problem dar.
Mutationen der UL97- Proteinkinase, aber auch der UL54- DNA- Polymerase

kénnen zu einer Ganciclovir- Resistenz fuhren, UL54- Mutationen spielen auch
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eine Rolle bei Resistenzen gegen Cidofovir und Foscarnet (Emery, 2001;
Limaye, 2002; Erice, 1999). Erste Resistenzen gegen Ganciclovir wurden
bereits 1989 beschrieben (Erice et al., 1989). Risikofaktoren sind eine hohe
Viruslast, eine lange Behandlungsdauer, orale Therapie im Vergleich zu intra-
vendser Therapie, Immunsuppression und der Serostatus D+/R- bei SOT-
Patienten (Limaye, 2002, Hebart et al., 1998; Emery und Griffiths, 2000).
Besonders gefahrdet scheinen Patienten nach Lungen-, Pankreas-, sowie
Knochenmarktransplantation (Drew et al., 2001).

Limaye et al. (2002) fanden retrospektiv in einer kleinen Studie bei
Lungentransplantierten Patienten in 10% der Falle Ganciclovir- resistente Viren
mit UL97- Mutation, die Inzidenz war unabhangig davon, ob der Patient prophy-
laktisch oder praemptiv behandelt wurde. Patienten mit dem Serostatus D+/R-
hatten ein erhthtes Risiko. Letzteres deckt sich mit den Ergebnissen von
Bhorade et al. (2002), die Inzidenz lag in dieser Studie bei etwa 6%.

Jabs et al. (2003) untersuchten HIV- Patienten unter HCMV- Therapie mit
Ganciclovir. 9% entwickelten eine Ganciclovir- Resistenz mit UL97- Mutation.
Boivin et al. (2001) zeigten nach 18 Monaten bei 15% der mit Valganciclovir

behandelten HIV- Patienten eine UL97- Mutation mit Ganciclovir- Resistenz.

4.1.7 Automatisierung

Hohere Probenzahlen erfordern in der molekularen Diagnostik die Entwicklung
automatisierter Systeme mit hohen Durchlaufzahlen (Holzl et al., 2003). Im
Bereich der Amplifizierung und Detektion bestehen bereits automatisierte
Systeme, die Isolation der Nukleinsauren wird aber immer noch Uberwiegend
von Hand durchgefiuhrt. Sie stellt den kritischen Schritt der PCR dar, stellt hohe
Anforderungen ans Laborpersonal und ist arbeitsintensiv und zeitaufwendig
(Fiebelkorn et al.,, 2002; Kessler et al., 2001). Mit jedem manuellen
Arbeitsschritt steigt das Risiko fur falsch positive Ergebnisse (Clewley, 1989;
Kwok und Higuchi, 1989). Die volle Automatisierung wirde dazu beitragen,
menschliche Fehler und Kontaminationen zu minimieren und die Arbeitskosten
zu reduzieren (Holzl et al., 2003). Aul3erdem wirden zuverlassigere und
standardisierte, vergleichbarere Ergebnisse mdglich (Jungkind, 2001).
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Allerdings bedeutet die Automatisierung auch hohere Materialkosten und eine

zunehmende Technisierung (Holzl et al., 2003).

4.2 Ergebnisse

4.2.1 Leistungsvergleich MagNA Pure versus manuelle Extraktion
4.2.1.1 Ubereinstimmung der ermittelten Viruslasten

Das Protokoll A zeigte nach Bland und Altman eine gute Ubereinstimmung, falls
beide Verfahren positive Werte lieferten. Im Mittel lag die Differenz bei 0,0806
log10, bei einer Standardabweichung von 0,2354 logl0. Die Grenzen der
Ubereinstimmung (Mittelwert +/- zwei Standardabweichungen) lagen bei 0,5514
log10 und -0,3902 logl10, das heil3t, 95% der Proben zeigten als maximale
Abweichung das Dreifache.

Mit Protokoll B konnte die Ubereinstimmung weiter verbessert werden. Nach
Bland und Altman zeigten die Viruslasten die mit Protokoll B und parallel mit der
manuellen Extraktion bestimmt wurden eine sehr gute Ubereinstimmung, falls
beide positive Werte lieferten. Im Mittel lag die Differenz bei 0,0061 logl0, bei
einer Standardabweichung von 0,1971 log10. Die Grenzen der Uberein-
stimmung (Mittelwert +/- zwei Standardabweichungen) lagen bei 0,4003 logl0
und -0,3881 logl0, das heiflt, 95% der Proben zeigten als maximale
Abweichung das Zweieinhalbfache.

Zu einem ahnlichen Ergebnis kamen Fiebelkorn et al. (2002). Bei der
Untersuchung von 45 HCMV- positiven Proben ermittelten sie nach Bland und
Altman eine durchschnittliche Differenz von 0,009 logl10, bei einer Standard-
abweichung von 0,153 log10. Die Grenzen der Ubereinstimmung (Mittelwert +/-
zwei Standardabweichungen) lagen hier bei 0,315 log10 und -0,297 log10. Das
heilt, 95% der Proben zeigten als maximale Abweichung das Zweifache.
Allerdings setzten sie in ihrem Protokoll eine héhere Konzentration an QS ein.
Eine erneute Untersuchung eingefrorener Proben mittels manueller Extraktion
zeigte ebenfalls eine sehr gute Ubereinstimmung zu den Ergebnissen der
bereits erfolgten manuellen Extraktion, falls beide positive Werte lieferten. Im
Mittel lag die Differenz bei 0,0187 logl0, bei einer Standardabweichung von
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0,2000 logl0. Die Grenzen der Ubereinstimmung (Mittelwert +/- zwei
Standardabweichungen) lagen bei 0,4187 log10 und -0,3813 log10, das heif3t,
95% der Proben zeigten als maximale Abweichung das Zweieinhalbfache. Das
deckt sich mit der Ubereinstimmung von Protokoll B und der manuellen
Extraktion, was vermuten lasst, dass die Differenzen im COBAS Amplicor

entstehen, nicht aber bei der Extraktion im MagNA Pure.

4.2.1.2 Vergleich der ermittelten Extinktionswerte des QS, der Proben und

der Kontrollen

Protokoll A zeigte fur die validen Extinktionen des QS als Median ein Minus von
86% im Vergleich zur manuellen Extraktion. Als mogliche Ursache fir diesen
Verlust kommt die direkte Zugabe des Standards zum Plasma in Frage,
denkbar wére eine Zerstorung des QS durch Plasmabestandteile. Die mediale
Abweichung der Extinktionswerte der Proben, verglichen mit der manuellen
Extraktion, lag bei minus 88%. Problematisch war hierbei, dass neu ermittelte
Werte gelagerter Proben mit alten Werten verglichen wurden. Mdglicherweise
fuhrte das Einfrieren und Wiederauftauen der Proben nach etwa einem Jahr
zum Verlust von Virus- DNA. Die dennoch gute Ubereinstimmung der
ermittelten Viruslasten lasst sich dadurch erklaren, dass die Viruslast durch das
Verhéltnis der beiden Extinktionen bestimmt wird.

Protokoll B lieferte, durch Ausschluss oben aufgefuhrter Storfaktoren beziglich
der Extinktionen wesentlich bessere Ergebnisse. Wiederum waren jedoch die
Extinktionen des Standards (QS) und der Proben erniedrigt. QS und Proben
zeigten in etwa einen medialen Verlust von -60% (-58% und -61%) zur
manuellen Extraktion. Ahnliche Abweichungen konnten fir die Kontrollen
ermittelt werden (-70% und -60%). Die bestimmten Viruslasten zeigten bei
medialen Abweichungen von -20% fiur die schwach positive Kontrolle und +12%
fur die stark positive Kontrolle kaum Differenzen.

Das zu Protokoll B nur durch Automatisierung weiterer Arbeitsschritte
veranderte Protokoll C zeigte @ahnliche Ergebnisse. Fir den Standard konnte als
Median ein Extinktionsminus von 53% ermittelt werden, fur die Kontrollen

Abweichungen von medial -62% (Ipos) und -54% (hpos). Die Viruslasten der
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Kontrollen zeigten mit medial -15% (Ipos) und +7% (hpos) ebenfalls eine gute
Ubereinstimmung mit der manuellen Extraktion.

Da das vollautomatisierte Protokoll nur um einen weiteren automatisierten
Pipettierschritt erganzt wurde, sind auch hier vergleichbare Ergebnisse zu
erwarten.

Die hochgradige Ubereinstimmung der ermittelten Viruslasten der Proben und
Kontrollen erklart sich erneut durch das unveranderte Verhaltnis der Extink-
tionen. Die Ursache des Verlusts muss an dieser Stelle unbeantwortet bleiben,
ist aber im Ablauf des MagNA Pure zu suchen. Mdglicherweise geht durch die
flissige Extraktion ohne Pelletgewinnung DNA verloren, weil nicht die gesamte
DNA an die Magnetic Glass Particles (MGPs) bindet. Denkbar ware auch, dass
wahrend der Elution nicht die gesamte DNA von den MGPs geldst und damit
verworfen wird.

Fiebelkorn et al. (2002) beschreiben ebenfalls einen initialen Verlust von etwa
50% bei ihren Versuchen. Die Ursache hierfir liegt aber in der falsch einge-
setzten Menge an QS. Da in ihrer Untersuchung die Ergebnisse erst am Ende
um einen entsprechenden Faktor umgerechnet wurden, ist fraglich, ob ver-
gleichbare Extinktionen ermittelt wurden.

Holzl et al. (2003) fihrten ahnliche Versuche zum Nachweis von HIV-1- RNA
mittels MagNA Pure und COBAS durch. Zum Verlustausgleich wurden hier
zehn Prozent mehr Plasma eingesetzt, die Menge an QS, die bendtigt wurde,
um zur manuellen Extraktion vergleichbare Werte zu liefern, wurde Uber eine
Verdinnungsreihe bestimmt. Beides waren Eingriffe in die Standardisierung
des Tests.

4.2.1.3 Sensitivitat

Mit Protokoll A waren 18 von 32 Proben, verglichen mit den alten Werten der
manuellen Extraktion, falsch negativ, in einem Bereich von 528 bis 8710
(Median: 1180, Durchschnitt: 1682) Kopien pro ml Plasma. Ein unbefriedigen-
des Ergebnis. Ursachlich kommen oben aufgeflhrte Stérfaktoren in Betracht.
Protokoll B fuhrte zu 6 falsch negativen Proben, bei einer positiven Gesamt-
probenzahl von 55, im Bereich von 442 bis 1680 Kopien pro ml Plasma
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(Median: 864). Im Vergleich zur manuellen Extraktion ein deutlicher Sensi-
tivitatsverlust auf nur noch 89% insgesamt. Berlicksichtigen muss man aber
den etwa 60%igen Verlust an Probe und Standard mit dementsprechender
verminderter Extinktion, sowie die technische Gegebenheit des COBAS
Amplicor, dass Viruslasten erst ab einer Probenextinktion von 0,200 berechnet
werden. Rein technisch bedingt folgt daraus eine héhere Sensitivitdtsgrenze.
Unter Einbeziehung der Proben, bei denen Extinktionen kleiner 0,200 bestimmt
wurden, die Ergebnisse wurden hier von Hand tber bereits aufgefiuhrte Formel
errechnet, waren die Sensitivitdten von Protokoll B und der manuellen
Extraktion vergleichbar gut. Sie lagen insgesamt bei 94% und 96%, sowie bei
98% mittels beider Verfahren, wenn Viruslasten grof3er 800 Kopien analysiert
wurden und jeweils 100% bei Viruslasten gré3er 1000 Kopien pro ml Plasma.
Mit Protokoll C sollte die genaue Sensitivitatsgrenze bestimmt werden. Hierzu
wurde eine Verdinnungsreihe erstellt. Allerdings zeigte sich bereits bei der
hdchsten Verdinnungsstufe von 700 Kopien pro ml Plasma nur eine Sensitivitat
von 60%. Das heif3t, die absolute Sensitivititsgrenze muss hoher liegen.
Rechnerisch ergab sich aus oben angefihrten technischen Grinden eine me-
diale, maximale Sensitivitatsgrenze von 593 Kopien pro ml Plasma, fir 95% der
Proben eine maximale Sensitivitatsgrenze von 983 Kopien. Unter Einbeziehung
aller Ergebnisse, die Probenextinktionen unter 0,200 ergaben, konnte eine mit
der manuellen Extraktion vergleichbare Sensitivitatsgrenze erreicht werden.
Fiebelkorn et al (2002) untersuchten nur Proben mit Viruslasten im Bereich von
1000 bis 100000 Kopien pro ml Plasma. Demnach ergeben sich keine Ruck-
schliisse auf die untere Sensitivitatsgrenze. Fur HCV konnten sie aber eine
verbesserte Sensitivitdt unter Verwendung von MagNA Pure und COBAS
Amplicor im Vergleich zur manuellen Extraktion feststellen.

Auch Holzl et al. (2003) zeigten fur HIV eine mit der manuellen Extraktion
vergleichbare Sensitivitatsgrenze.

4.2.1.4 Spezifitat

Keine der von Hand negativ getesteten Proben war mittels Extraktion im
MagNA Pure falsch positiv. Ausgehend von einer Spezifitat des COBAS
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Amplicor und der manuellen Extraktion von 100% (Caliendo et al., 2000;
Pellegrin et al., 1999; Tong et al., 1998), ergibt sich damit auch fur die
Kombination MagNA Pure und COBAS Amplicor eine Spezifitat von 100%.

4.2.1.5 Reproduzierbarkeit

Ein kleiner Test der Reproduzierbarkeit des Protokoll B zeigte eine maximale
Abweichung innerhalb eines Laufs von 0,19 log10, die maximale Abweichung
zwischen zwei Laufen lag bei 0,27 log10.

Protokoll C zeigte unter Verwendung groRRerer Probenzahlen vergleichbare
Ergebnisse. Insgesamt lag die Intraassay- Abweichung im bestimmbaren
Bereich im Mittel bei 0,0672 log1l0, Standardabweichung 0,0568 logl0. Die
maximale Abweichung vom Mittelwert betrug hierbei 0,2436 log10, das heif3t,
die maximale Abweichung fuhrte zu einem 1,75fachen Ergebnis. Es zeigte sich
eine grol3ere Streuung im unteren Viruslastenbereich. Dabei lag die Interassay-
Abweichung im Mittel bei 0,0634 logl10, bei einer Standardabweichung von
0,0352 log10. Die maximale Abweichung vom Mittelwert betrug hierbei 0,1332
log10, das heif3t die maximale Abweichung betrug das 1,4fache des Mittelwerts.
Betrachtet man allerdings die groRtmdgliche Differenz aller Einzelproben, so lag
die maximale Abweichung bei 0,6 log10, unter Ausschluss zweier Ausreil3er bei
0,28 logl0. Das deckt sich in etwa mit den Streuungswerten der oben
ermittelten Ubereinstimmungen.

Der Variabilitatskoeffizient (CV) betrug im Schnitt 25% (19% bis 35%), mit
steigenden Werten umgekehrt proportional zur Viruslast, wie auch bei der
getrennten Betrachtung der CVs im Intraassay- und Interassay- Bereich, beide
lagen im Schnitt bei 21% (15% bis 32%).

Fiebelkorn et al. (2002), ermittelten im selben Bereich der Viruslasten bei 10
Wiederholungen CVs von 12% bis 23%. Interessanterweise fuhrte die parallel
durchgefiuihrte manuelle Extraktion zu gleichen Werten (12% bis 24%), was
wiederum den Verdacht nahe legt, dass die Streuung durch den COBAS
Amplicor bedingt sein kdnnte.

Holzl et al. (2003) ermittelten fur HIV- Kontrollproben Interassay- CVs von
28,0% und 35,9%, sowie Intraassay- CVs von 28% und 35,9%. Da die
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Kontrollen ein Zielintervall besitzen und keine genaue Konzentration angegeben
ist, sind die hoheren Werte erklarbar.

Unter Verwendung der manuellen Extraktion zeigten Noborg et al. (1999) fur
HBV, dass der mittlere CV nach PCR im COBAS Amplicor 29,6% betrug,
Konnick et al. (2002) stellten im laufinternen Vergleich fur HCV Standardab-
weichungen bis 0,388 log10, im Vergleich verschiedener Laufe Standardabwei-
chungen bis 0,259 log10 fest.

Versuche mit einer PCR im LightCycler nach MagNA Pure Extraktion zeigten
eine bessere Reproduzierbarkeit (Epsy et al.,, 2001; Kessler et al., 2001),
Loeffler et al. (2000) zeigten, dass diese unter Verwendung des LightCyclers in
erster Linie von der Extraktionsweise abhangt. Insgesamt unterstitzt das die
Theorie, dass die schlechtere Reproduzierbarkeit unter Verwendung von

MagNA Pure und COBAS Amplicor von letzterem gepragt ist.

4.2.1.6 Linearitat

Im gesamten vom Hersteller als linear angegebenen Ergebnis- Bereich von 400
bis 100000 Kopien konnte die Linearitat des COBAS Amplicor auch fur die
Ergebnisse der Viruslast in Kombination mit dem MagNA Pure durch zwei

Verdinnungsreihen bestatigt werden.

4.2.1.7 Zuverlassigkeit

Im Rahmen der Versuche traten beim MagNA Pure Uber 12 Monate drei
Storungen auf. Zwei davon konnten auf Bedienungsfehler zurtickgefuhrt
werden, eine technische Stdérung wurde seitens des Herstellers behoben.
Fehler der Internen Kontrolle traten bei zwei von 412 (0,5%) der mit Protokoll C
analysierten Proben auf. Es handelte sich dabei um eine Patientenprobe, die
auch im Wiederholungsversuch nicht analysierbar war. Demnach ist davon
auszugehen, dass die Probe beispielsweise mit Heparin verunreinigt war.

Nolte et al. (2001) beschreiben bei Versuchen mit manueller Extraktion und
COBAS Amplicor zum Nachweis von HCV bei 1,1% der Proben fehlerhafte

interne Kontrollen.

99



Diskussion

4.2.1.8 Zeitaufwand und Kosten

Far 24 Proben wurden fur die manuelle Extraktion etwa 120 min, fur das
vollautomatisierte Protokoll etwa 160 min bendtigt. Eine Zunahme um 40 min.
Andererseits konnte aber die Handarbeitszeit von 100 min auf 30 min gesenkt
werden. AulRerdem ist die verbleibende Handarbeitszeit praktischer verteilt. So
sind zum Starten des Gerats etwa 25 min Zeit notwendig, nach 90 min
Geratelaufzeit nur noch weitere 5 min zum Starten der Post- Elution. Im
Vergleich dazu wurde die Handarbeitszeit bei der konventionellen Extraktion
nur durch zwei Abschnitte von 5 min und 15 min unterbrochen.

Fur 24 Proben entstehen durch Verbrauchsgiter und Reagenzien des MagNA
Pure zuséatzliche Kosten von etwa 4 Euro. Bei einem Kostenpunkt der Analyse
im COBAS Amplicor von 100 Euro eine geringe Preissteigerung, die durch die
gesparte Handarbeitszeit mehr als ausgeglichen wird.

Fiebelkorn et al. (2002) beschreiben fir ihre Versuche eine Handarbeitszeit von
15 min bei 90 min Laufzeit des MagNA Pure, auch Williams et al. (2002)
kommen zu einem Ergebnis von 20 min Handarbeitszeit, Holzl et al. (2003)

ermittelten 25min Handarbeitszeit.

4.2.1.9 Eignung fur den Klinikalltag

Das vollautomatisierte Protokoll zeichnet sich durch leichte Bedienbarkeit aus.
Bis auf die Bereitstellung der Reagenzien, der Proben und der Kontrollen, der
Verbrauchsguter, sowie die Erfassung im Computersystem, erfolgt alles weitere
vollautomatisiert.

Ebenfalls von Vorteil sind das geringe Probenvolumen von 200 pl und die ein-
fache Probengewinnung. Die Tatsache, dass Plasma als Ausgangsmaterial
eingesetzt wird, ermdéglicht auch eine Untersuchung in Neutropenie (Masaoka
et al., 2001).

Die begrenzte mdgliche Kapazitat von 24 Proben innerhalb von 160 min, stellt
aber eine Begrenzung fir Labore mit grol3eren Probenzahlen dar. Die
Automatisierung und die Standardisierung bieten den Vorteil vom Personal

unabhangige, verlasslichere Ergebnisse zu liefern, bei groRerer Vergleichbar-
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keit. Das konnte die Erarbeitung neuer antiviraler Strategien und die Erprobung

von Medikamenten im Rahmen von Multicenter- Studien vereinfachen.

4.2.1.10 Zukunft

Die Vernetzung der Computersoftware des COBAS Amplicor und des MagNA
Pure konnte eine weitere Vereinfachung erzielen. Demnach missten Proben
nicht doppelt erfasst werden.

Da Viruslasten bei Proben unter einer Extinktion von 0,200 nicht errechnet
werden, musste diesbezuglich die Software des COBAS Amplicor umgestellt
werden. Eine andere Mdglichkeit ware das Einsetzen der doppelten Konzen-
tration, die durch eine Verdinnung des Eluats mit nur 100 pl statt 300 ul an
Dilution Buffer erreicht werden konnte. Dadurch wirde am Verhaltnis der
Konzentrationen an Standard und Ziel- DNA nichts verandert werden. Hierzu
waren aber weitere Versuche notwendig.

Ein Umstellen der Software des MagNA Pure fir die Post- Elution konnte
weitere Zeitersparnis bringen. Die Geschwindigkeit der Pipettierschritte ist auf
den LightCycler und seine kleinen Pipettiermengen im 5ul- Bereich abgestimmt.
Eine derartige Genauigkeit ist bei Mengen von zumindest 50 pl fur den COBAS
Amplicor nicht unbedingt erforderlich.

Durch eine Kombination des LightCyclers mit dem MagNA Pure kdnnte weiter

Zeit gespart werden.

4.3 Klinische Erprobung

Im Rahmen der Valganciclovir- Studie wurden mit Protokoll C 33 Patienten
wochentlich auf HCMV gescreent. Hierbei entstand ein Probenvolumen von 262
Stuck. Bei 13 Patienten erfolgte im Beobachtungszeitraum eine Reaktivierung.
Das fuhrte zu 54 positiven Proben im Bereich 559 bis 216000 Kopien pro ml
Plasma (Median: 3875), davon sieben unter 1000 Kopien pro ml Plasma.
Proben unter einer Extinktion von 0,200 wurden nicht bertcksichtigt, ansonsten
waren 5 von 207 negativen Patientenproben im Bereich von 416 bis 470 Kopien
pro ml Plasma zusatzlich positiv gewesen. Bei Patienten mit positivem Ergebnis
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wurde die Therapie nach Schema eingeleitet, nach altem Schema ware die
Therapie erst beim zweiten positiven Ergebnis in Folge gestartet worden.

Da die In- House PCR im Laufe der Studie zugunsten der PCR im COBAS nicht
mehr durchgefuhrt wurde, war ein Vergleich zwischen In- House- PCR und
Protokoll C nur bei 7 Patienten moglich.

Davon zeigten drei Patienten simultane erste positive Werte, hatte man die
Proben unter einer Extinktion von 0,200 gewertet, ware einer der Patienten eine
Woche friher positiv gewesen. Alle drei Patienten wurden demnach eine
Woche friher behandelt, als nach konventionellem Schema.

Ein Patient wurde mit Protokoll C und in der pp65- Antigenamie positiv, ohne,
nach Einleitung der Therapie, je ein positives Ergebnis in der In- House- PCR
zu zeigen, demnach wurde er zumindest zwei Wochen fraher therapiert.

Ebenso zeigte ein Patient in der In- House- PCR ein positives Ergebnis eine
Woche friher an. Unter Berucksichtigung der Ergebnisse unter einer Extinktion
von 0,200 hatte die Positivierung zeitgleich stattgefunden. Dieser Patient
verdient besondere Beachtung, da er nach fulminantem Anstieg der Viruslast
eine HCMV- Pneumonie entwickelte, die Therapie wurde aber zum selben
Zeitpunkt eingeleitet, wie nach konventionellem Schema.

Zwei Patienten lieferten inhomogene Ergebnisse, sie waren mit der
konventionellen PCR friher positiv, zeigten aber in der Folgewoche wieder
negative Ergebnisse, ohne dass eine Therapie eingeleitet worden ware. Gegen-
satzlich dazu lieferte Protokoll C aber positive Ergebnisse. Demnach wurde
auch bei diesen Patienten die Therapie mindestens zwei Wochen fruher
eingeleitet, als nach altem Behandlungsschema.

Bezlglich der Sensitivitat waren die In- House- PCR und die Kombination
MagNA Pure COBAS Amplicor vergleichbar bei leichtem Vorteil fur die In-
House- PCR, unter Berlcksichtigung der Proben unter einem Extinktionswert
von 0,200 hatten beide nahezu identische Ergebnisse geliefert. Der Vergleich
mit der Bestimmung von pp65 lieferte ebenfalls eine gute zeitliche
Ubereinstimmung, allerdings bei groReren Streubreiten. Im Schnitt waren beide

Methoden nach durchschnittlich 34 Tagen positiv.
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Zum einem vergleichbaren Ergebnis kommen von Miller et al. (2002), die in
einer Multicenter- Studie In- House- PCRs und den COBAS Amplicor
verglichen. Dabei zeigte sich, dass sensitivere In- House- Tests aktive HCMV-
Infektionen friher und haufiger detektierten, war die Sensitivitat der Methoden
aber vergleichbar, erfolgte der Nachweis simultan.

Caliendo et al. (2000) berichteten von einer guten zeitlichen Ubereinstimmung
von pp65- Antigenamie und COBAS Amplicor, auch Flexman et al (2001)
ermittelten eine hohe Korrelation zwischen beiden Verfahren.

Therapeutisch gesehen wurde ein Patient zeitgleich, alle anderen mindestens
eine Woche friher behandelt, als nach altem Schema. Unter Berticksichtigung
der Proben unter einer Extinktion von 0,200 hatte sich die frihere Therapie
weiter verstarkt.

Aufgrund der kleinen Patientenzahl ist hier keine abschlieBende Beurteilung fur
die Eignung zur Routinediagnostik und Therapiesteuerung maéglich, dafur sind
weitere Versuche notwendig. Prinzipiell eignet sich der COBAS Amplicor fur die
praemptive Therapie (Caliendo et al., 2000; Caliendo et al., 2002; Flexman et
al., 2001; Masaoka et al., 2001, Piiparinen et al., 2001). Um eine vergleichbare
Sensitivitat mit dem vollautomatisierten Protokoll zu erreichen mussten dazu
aber auch die Ergebnisse unter einer Extinktion von 0,200 bertcksichtigt
werden. Einer drohenden Ubertherapie kénnte durch Festlegen eines Cutoffs,

fur die Therapieeinleitung entgegengewirkt werden.

103



Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung und Evaluierung eines vollautomatisierten
Verfahrens zum Nachweis von HCMV. Hierzu sollten die bestehenden Systeme
MagNA Pure und COBAS Amplicor verknipft werden. Die Extraktion im MagNA
Pure sollte dabei bei allen Testkriterien vergleichbare Ergebnisse zur manuellen
Extraktion liefern.

Nach Vorversuchen konnte ein solches vollautomatisiertes Protokoll entwickelt
werden, lediglich Proben, Kontrollen, Reagenzien und Verbrauchsgegenstande
mussen von Hand bereitgestellt werden.

Im Vergleich zur manuellen Extraktion, die sich durch Pelletgewinnung auszei-
chnet, konnte durch das vollautomatisierte Protokoll im MagNA Pure, das auf
einer flissigen Gewinnung und Aufreinigung unter Zuhilfenahme von
magnetischen Glaspartikeln basiert, letztendlich nur etwa die Halfte der
extrahierten DNA- Menge als Ergebnis Uber die Extinktionsmessung ermittelt
werden. Dieser Verlust betraf die Proben, die Kontrollen und auch die Interne
Kontrolle, den Standard, gleichermalien.

Auf die ermittelten Viruslasten hatte dieses Problem aber keine Auswirkung, da
fur deren Berechnung das Verhaltnis der DNA- Konzentrationen von Standard
und Probe entscheidend ist. So zeigte sich eine exzellente Ubereinstimmung
der Viruslasten im Vergleich zur manuellen Extraktion, 95% der Proben zeigten
als maximale Abweichung das Zweieinhalbfache. Die Differenzen konnten weit-
gehend auf die Entstehung im Ablauf des COBAS Amplicor zurtickgefihrt
werden.

Technisch bedingt zeigte sich zunachst eine schlechtere Sensitivitat im unteren
Viruslastenbereich. Durch die Software des COBAS Amplicor werden Virus-
lasten erst ab einer bestimmten Probenextinktion berechnet, die durch den
Verlust an DNA nicht erreicht werden konnte. Wurden die Proben manuell
berechnet, so zeigte sich eine absolut vergleichbare Sensitivitat von 94% und
96% (manuelle Extraktion) bei allen Proben, sowie 98% flr beide Verfahren bei

Viruslasten gréf3er 800 Kopien pro ml Plasma und 100% bei Viruslasten grof3er
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1000 Kopien pro ml Plasma. Die Spezifitat betrug fur beide Verfahren unver-
andert 100%.

Reproduzierbarkeit, Variabilitdtskoeffizienten, Intraassay- und Interassay-
Abweichungen, sowie die Linearitat im analysierbaren Viruslastenbereich von
400 bis 100000 Kopien pro ml Plasma zeigten zur manuellen Extraktion
unveranderte Werte. Differenzen konnten wiederum auf die Entstehung im
Ablauf des COBAS Amplicor zurtickgefuhrt werden.

Die Kosten fur die Gesamtanalyse pro Probe stiegen in geringem Mal3e um 4%
(4 Euro), auch die Gesamtarbeitszeit fir 24 Proben verlangerte sich um 40 min.
Andererseits konnte aber die Handarbeit im Bereich der Extraktion deutlich von
100min auf 30min reduziert werden.

Das vollautomatisierte Verfahren zeichnete sich durch einfache Durchfihr-
barkeit aus, bei hochgradiger Zuverlassigkeit der Gerate und einer einzigen
fehlerhaften Probe, die vermutlich durch Verunreinigung bei der Abnahme
zustande kam.

Die klinische Erprobung im Rahmen der Valganciclovir- Studie wurde an einer
begrenzten Patientenzahl durchgefuhrt, erste Daten sprechen aber fur die
Eignung zur Diagnostik und Steuerung der praemptiven Therapie. Weitere
Ergebnisse missen abgewartet werden, vor allem im Vergleich zu home- made
PCR- Techniken und dem pp65- Antigendmie- Assay, um dieses neue
Verfahren bezlglich seiner Eignung fur ein klinisches Screeningprogramm

abschliessend beurteilen zu kbnnen.
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