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1 EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

Die Fallotsche Tetralogie (Tetralogy of Fallot, TOF) stellt einen der hiufigsten
angeborenen Herzfehler dar. Ein weitergehendes Verstindnis der molekularen
Mechanismen sowohl der gestorten Morphogenese des Herzens als auch der
myokardialen Anpassungsreaktionen auf die unphysiologische rechtsventrikulire
Druckbelastung ist deshalb anzustreben (Apitz 2002, Schumacher 2001). Fir die
natriuretischen Peptide ANP und BNP (Atriales natriuretisches Peptid und Brain-
type natriuretisches Peptid) sowie die angiogenetischen Wachstumsfaktoren HIF1A
(Hypoxia-inducible factor 1 o) und VEGF (Vascular endothelial growth factor)
wurde zum einen bei verschiedenen kardialen Erkrankungen eine Rolle bei der
Anpassungsreaktion auf Druckbelastung im Sinne einer fetalen Reexpression
beschrieben, zum anderen wurden bei Patienten mit Fallotscher Tetralogie erhéhte
Plasmaspiegel dieser Faktoren nachgewiesen (sieche Abschnitte 2.1.1, 2.1.2 und 2.1.3,
Tulevski 2001, Norozi 2005). Da die langfristige Regulation der Genexpression bei
chronischer Belastung auch im Myokard auf Ebene der mRNA stattfindet, soll diese

quantifiziert werden.

Die Real-Time Polymerasekettenreaktion (Real-Time PCR, siehe Abschnitte 2.2.3
und 2.3.2) ist eine etablierte, prdazise und sensitive Methode zur
Genexpressionsanalyse (Heid 1996, Lockey1998). Methodische Fehler treten weniger
wihrend der Real-Time PCR selbst auf, sondern vor allem wihrend der
Probenaufarbeitung von der Gewinnung der Biopsie bis zur Synthese der
komplementdren DNA (zusammenfassend als Pra-PCR bezeichnet, sieche Abbildung
1, Bustin 2000).
Um diese methodischen Fehler zu analysieren und so weit wie moglich zu
kompensieren oder zu minimieren, sollen sie in dieser Arbeit unterschieden werden
in
1) globale methodische Fehler, welche die Messung der Expression aller Gene in
einer Biopsie in gleichem Mafe verfilschen, und
2) genspezifische methodische Fehler, welche die Expression einzelner Gene in
einer Biopsie in unterschiedlichem Mafle verfilschen.
Globale methodische Fehler kénnen grundsitzlich durch die Verwendung eines so
genannten Housekeeping-Genes ausgeglichen werden. Dabei handelt es sich um ein
moglichst konstant exprimiertes Gen, dessen Menge in jeder Probe als Bezugspunkt
fir die des eigentlich zu untersuchenden Zielgenes dient. Die konstante Expression

der Housekeeping-Gene muss fiir jedes neue Studienprotokoll neu evaluiert werden.



Hierbei miissen jedoch genau diejenigen globalen methodischen Fehler beachtet
werden, die spéter durch die Verwendung des Housekeeping-Gens ausgeglichen
werden sollen (siehe Abschnitt 2.3.3, Bustin 2000).
Genspezifische methodische Fehler lassen sich nicht durch die Verwendung eines
Housekeeping-Gens beherrschen. Daher miissen die einzelnen Schritte der Pra-PCR
auf mogliche Fehlerquellen hin untersucht und optimiert werden (siehe Abschnitt
2.3.4).

erschiedenem Maf3ée'

betr
in gleichem MaBe

Abbildung 1: Schritte der Genexpressionsanalyse

Dargestellt sind die einzelnen Schritte der Probenaufarbeitung: RNA-Isolation, Reverse
Transkription (RT) zur komplementaren DNA (cDNA) und die Real-Time PCR. Methodische
Fehler kénnen vor allem wéahrend der ersten beiden Schritte auftreten, die als Pra-PCR

zusammengefasst werden.



2 HINTERGRUND 3

2 HINTERGRUND

2.1 FALLOTSCHE TETRALOGIE

2.1.1 Klinischer Hintergrund

Angeborene Herzfehler stellen mit einer Inzidenz von 5-8 pro 1000 Lebendgeborenen
die grofite Gruppe angeborener Fehlbildungen dar. Hiervon entfallen wiederum 8%
auf die Fallotsche Tetralogie (Apitz 2002, Schumacher 2001). Es handelt sich um
einen kombinierten Herzfehler mit einer subvalvuliren und valvuldren
Pulmonalstenose (PS), einem Ventrikelseptumdefekt (VSD) im Auslaflseptum, einer
iiberreitenden (d.h. tiber dem Ventrikelseptumdefekt positionierten und aus beiden
Ventrikeln gespeisten) Aorta und einer rechtsventrikuliren (RV) Hypertrophie (s.
Abbildung 2). Das Ausmaf der PS bestimmt die Himodynamik, mit zunehmender
PS nimmt der Rechts-Links-Shunt iiber den VSD zu. Der rechte Ventrikel ist
druckbelastet, es kommt zur RV Hypertrophie (Apitz 2002, Schumacher 2001).

Abbildung 2: Fallotsche Tetralogie
Aus: http://www.mayoclinic.org



Klinisch imponiert eine in den ersten Lebenswochen bis -monaten auftretende

Zyanose. Die chirurgische Korrektur kann meist im Sduglingsalter durch
Patchverschluss des VSD und Beseitigung der PS mit Resektion der hiufig
vorhandenen infundibuldr stenosierenden hypertrophierten Muskelbiindel erfolgen.
Bei hypoplastischen Pulmonalarterien muss zundchst deren Wachstum durch
Verbesserung der Lungenperfusion mittels Anlage einer aortopulmonalen
Anastomose (Blalock-Taussig-Anastomose) oder Ballondillation der Pulmonalklappe
angeregt werden (Apitz 2002, Schumacher 2001). Bei im spateren Leben auftretenden
Restdefekten (PS oder VSD) sind gelegentlich Reoperationen notwendig (Murphy
1993, Nollert 1997, Oechslin 1999).

Die Prognose ist durch die Frithkorrektur gut. Die 36-Jahre-Uberlebensrate betrigt
85%, die Lebensqualitit wird von 82% der Patienten als ,exzellent“ oder ,gut®
beschrieben (Daliento 2002). Bekannt sind jedoch Spitkomplikationen als Folge der
praoperativen Druckbelastung, intraoperativ erworbener Myokardldsionen oder der
postoperativ gestorten Hdmodynamik auf dem Boden einer Rest-Stenose oder
Pulmonalklappeninsuffizienz. Ventrikuldre Arrhythmien und rechtsventrikulire
Dysfunktion stellen die hidufigsten Spatkomplikationen dar (Nollert 1997, Murphy
1993, Oechslin 1999).

Vor diesem Hintergrund ist das Verstindnis der molekularen Mechanismen dieser
Anpassungsreaktionen von grofler Bedeutung, nicht nur fiir sich eventuell neu
ergebende Therapieoptionen, sondern auch fiir die Anwendung und Evaluation
bereits bestehender Behandlungsprinzipien. Hierbei steht die Fallotsche Tetralogie
nicht alleine. Erkenntnisse tiber die Regulation bestimmter Gene und Genkaskaden
im Rahmen anderer kardialer Erkrankungen konnen beim Verstindnis der
Fallotschen Tetralogie helfen und umgekehrt kann die Fallotsche Tetralogie als
Modell fiir andere Erkrankungen dienen (Kaynak 2003).

Es bietet sich daher an, das im Rahmen der Korrekturoperation resezierten RV
Myokard auf die Expression solcher Gene hin zu untersuchen, die bei der Anpassung
an die chronische RV Druckbelastung eine Rolle spielen konnten. Da die mittel- und
langfristige Regulation zahlreicher Gene im Myokard auf der Ebene der
Transkription stattfindet, muss bei einer solchen Genexpressionsanalyse die

messenger RNA (mRNA) moglichst exakt quantifiziert werden (Taegtmeyer 2000).
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Eine Genexpressionsanalyse bei angeborenen Herzfehlern bildet jedoch immer ein
Nebeneinander von sekundidren Anpassungsreaktionen auf den Herzfehler und
primdren Verdnderungen, die mit der Entwicklung des Herzfehlers in
Zusammenhang stehen, ab. Dies mag die Interpretation der Ergebnisse erschweren,
bietet gleichzeitig aber die Chance, Hinweise auf Elemente der Atiologie und der

Pathogenese zu erhalten (Kaynak 2003).



2.1.2 Natriuretische Peptide

Neben seiner mechanischen Pumpfunktion hat das Herz auch Eigenschaften eines
endokrinen Organs. Als Reaktion auf Druck- und Volumenbelastung werden das
atriale natriuretische Peptid (ANP, atrialer natriuretischer Faktor, ANF) und das
Brain-type natriuretische Peptid (BNP) synthetisiert und sezerniert. ANP entstammt
grofdtenteils den Vorhofen, zum kleineren Teil auch den Ventrikeln. Der
Plasmaspiegel wird tiberwiegend durch die Sekretion aus gespeicherten Granula
bestimmt. BNP, dessen Konzentration im Blut unter physiologischen Bedingungen
deutlich unter der des ANPs liegt, entstammt ebenfalls tiberwiegend den Vorhofen.
Der Plasmaspiegel von BNP ist im Vergleich zu dem von ANP stirker auf der Ebene
der Proteinsynthese reguliert. Bei verstirkter myokardialer Belastung wird BNP
zunehmend und tiberwiegend von ventrikuldren Kardiomyozyten synthetisiert. BNP
wird deshalb in Abgrenzung zu ANP oft als ventrikelspezifisch bezeichnet (de Bold
2001, Mair 2001, Goetze 2004).

Als Gegenspieler des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) und des
Sympathikus wirken vor allem ANP aber auch BNP natriuretisch und diuretisch,
vasodilatativ und hemmend auf das RAAS durch Inhibierung der Aldosteronsynthese
sowohl in der Nebenniere als auch direkt im Myokard (de Bold 2001, Yoshimura
2001). Sowohl ANP als auch BNP wirken protektiv gegen myokardiale Hypertrophie
und Fibrose (Tamura 2000, Wang 2003).

Der wichtigste Trigger fiir die vermehrte Expression von ANP und BNP ist die
myokardiale Dehnung (de Bold 2001). Es gibt jedoch auch Hinweise auf eine
zumindest teilweise humoral gesteuerte ANP- und BNP-Sekretion (Iso 1997). Neuere
Studien konnten nachweisen, dass ANP und BNP auch durch Hypoxie getriggert
werden (Goetze 2004, Riick 2004). Verschiedene Transkriptionsfaktoren konnten mit
der Steuerung der Expression der natriuretischen Peptide in Zusammenhang
gebracht werden: GATA4, Nkx2-5, Tbx5 und Irx4 (Bruneau 2002, Charron 1999,
Bruneau 2001).

Die unmittelbar postnatal stark ansteigenden Plasmaspiegel von ANP und BNP fallen
ab dem 3. Tag nach der Geburt ab, um im Alter von 3 Monaten die adulten Werte zu
erreichen. Im hoheren Lebensalter steigen die Plasmaspiegel wieder an (Mir 2002,
Mir 2003, Yoshibayashi 1995, Mair 2001, Kato 2002).
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Die Reexpression fetaler Gene ist eine allgemeine Anpassungsreaktion des Myokards
auf Druck- und Volumenbelastung. Auch in diesem Zusammenhang ist die im
Vergleich zum physiologischen postnatalen Niveau erhohte Expression von ANP und
BNP im Rahmen von rechtsventrikuldrer Druckbelastung (Carroll 1995, Bauer 1998)
sowie von kardialer Hypertrophie und Herzversagen zu sehen (Hoshijima 2002, de
Bold 2001).

Die Plasmaspiegel von ANP und BNP konnen daher bei Herzinsuffizienz
diagnostisch zur Abschitzung der Behandlungseffizienz und der Prognose verwendet
werden, ANP vor allem beim akuten Herzversagen mit akuter Volumenbelastung,
BNP beim manifesten oder drohenden chronischen Herzversagen (Clerico 2004). Die
therapeutische Gabe von ANP oder BNP beim akuten Herzversagen zeigte positive
Resultate (Yoshimura 2001).

Zur Bedeutung von ANP und BNP bei der Fallotschen Tetralogie existieren
widerspriichliche Studien. Wihrend einige Autoren (Matsuoka 1988, Kikuchi 1987)
keinen Anstieg des ANP-Plasmaspiegels feststellen konnten, wiesen andere
(Oberhansli 1990, Hayabuchi 1999) einen Anstieg gegeniiber den Kontrollen nach
und konnten diesen durch Vergleich des Spiegels im rechten Vorhof und im
Pulmonalarterienstamm dem rechten Ventrikel zuordnen (Oberhansli 1990).

Eine Quantifizierung der mRNA von ANP und BNP bei Patienten mit Fallotscher
Tetralogie fand bisher lediglich in rechtsatrialen Biopsien statt. Hierbei wurde eine im
Vergleich zu anderen Herzfehlern (Ventrikelseptumdefekt und komplexen

Herzfehlern) signifikant erniedrigte Expression festgestellt (Iasone 1999).



2.1.3 Angiogenetische Wachstumsfaktoren

Der Hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1) ist ein Transkriptionsfaktor, der vor allem

fiir seine Rolle bei der Gefifineubildung und der metabolischen Adaptation unter
Hypoxie bekannt ist. HIF-1 ist ein Heterodimer aus einer o- und einer B-

Untereinheit. HIF-1ow (HIF1A) ist die Sauerstoff-regulierte Untereinheit (Semenza
1999). Vascular endothelial growth factor A (VEGF-A, im folgenden vereinfachend
als VEGF bezeichnet) ist ein wichtiger von HIF-1 gesteuerter Wachstumsfaktor, der
an der Gefifineubildung beteiligt ist. (Robinson 2001, Ferrara 2003). Fiir zahlreiche
Gene wurde eine Induktion durch HIF-1 nachgewiesen. Neben VEGF sind dies vor

allem metabolische Gene oder auch Erythropoetin (Semenza 1999, Robinson 2001).

Die Aktivitit von HIF1A wird vor allem auf Proteinebene durch Ubiquitinierung und
proteosomale Degradation unter nicht-hypoxischen Bedingungen reguliert (Jung
2002, Semenza 1999). Es gibt jedoch auch Hinweise auf eine Regulation auf mRNA-
Ebene (Catron 2001). Fiir den Mechanismus des Einflusses von O, auf HIF1A
existieren zahlreiche Hypothesen, letztendlich ist diese Frage jedoch noch ungeklart
(Semenza 1999, Semenza 2001). Es wurde mittlerweile nachgewiesen, dass die
Aktivitdt von HIF-1 A auch durch myokardiale Dehnung gesteigert wird (Kim 2002).
Die Induktion von VEGF im Myokard kann zum einen durch HIF-1 unter Hypoxie
oder bei myokardialer Dehnung stattfinden (Robinson 2001, Kim 2002, Carrol 1995),
zum anderen ist auch eine Steigerung der Expression von VEGF durch Transforming
growth factor B (TGFp) bei myokardialer Dehnung nachgewiesen worden (Li 1997).
Andere Wachstumsfaktoren wie epidermal growth factor (EGF), keratinocyte growth
factor, insulin-like growth factor (IGF), fibroblast growth factor (FGF) und platelet-
derived growth factor (PDGF) und inflammatorische Zytokine wie Interleukin (IL)-
1 und IL-6 konnen ebenfalls die VEGF-Expression steigern (Ferrara 2003).

Durch alternatives Splicing konnen sechs verschiedene Isoformen von VEGF gebildet
werden. Die wichtigsten und im Myokard am stiarksten exprimierten sind VEGF-121,
VEGF-165 und VEGF-189. VEGF-121 und VEGEF-165 werden mehr der Angiogenese
(also der Gefifineubildung ausgehend von bestehenden Gefifen), VEGF-189 wird
mehr der Vaskulogenese (also der de novo Genese) zugeordnet (Robinson 2001,
Carmeliet 1999, Ng 2001, Ferrara 2003). Die Mechanismen der Steuerung des
alternativen Splicings von VEGF ist ungeklart (Robinson 2001, Bacic 1995).
Es existieren verschiedene Rezeptoren fiir VEGF, allen voran VEGF-Rezeptor 1
(VEGF-R1, auch flt1) und VEGF-Rezeptor 2 (VEGF-R2, auch flkl oder KDR). Alle
8
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VEGEF-Isoformen konnen an beide Rezeptoren binden, VEGF-189 allerdings nur
nach Prozessierung (Robinson 2001). VEGF-R2 ist der wesentliche Mediator der
mitogenen, angiogenetischen und Permeabilititssteigendern Effekte von VEGF
(Ferrara 2003). In ruhenden, nicht proliferierenden Gefifien ist VEGF-R2 wenig
exprimiert (Quinn 1993, Eichman 1997). Die Funktion von VEGF-R1 ist unklar.
Zum einen gibt es Hinweise fiir eine Funktion bei der Erhaltung von Gefifien, zum
anderen existiert die Hypothese, VEGF-RI sei ein ,Koder“-Rezeptor (negativer
Regulator), der die Konzentration von frei verfiigbarem VEGF reguliert (Robinson
2001, Ferrara 2003).

Die Expression von VEGF-R1 wird von HIF-1 stimuliert und ist somit abhéngig von
der lokalen Sauerstoffverfiigbarkeit. Die Expression von VEGF-R2 wird von VEGF
selbst gesteuert (Gerber 1997, Shen 1998).

Bei der Maus steigen die mRNA-Konzentrationen von VEGF im Herz intrauterin an
und fallen postnatal auf niedrigere adulte Werte ab, die Relation der einzelnen
Isoformen dndert sich postnatal wenig (Ng 2001). Beim Menschen fillt der
Plasmaspiegel von VEGF innerhalb der ersten drei Lebensmonate auf adulte Werte ab
(Himeno 2003).

Eine vermehrte Expression von HIFIA und VEGF wurde im ischaimichen Myokard
beschrieben (Lee 2000). Wihrend einige Studien kein HIF1A oder VEGF in nicht-
ischamischem Myokard nachweisen konnten (Lee 2000), zeigten andere eine erhohte

Expression von VEGF im hypertrophen Myokard (Li 1996).

Bei Patienten mit zyanotischen Herzfehlern wurden erhohte Plasmaspiegel von VEGF
beschrieben, wobei das Ursprungsorgan unklar ist und eine Korrelation mit der
arteriellen Sauerstoffsittigung nur in einem Teil der Studien hergestellt werden
konnte (Ootaki 2003, Himeno 2003, Starnes 2000).

Studien zur Untersuchung von HIFIA und VEGF mit seinen Isoformen und
Rezeptoren im Myokard von Patienten mit Fallotscher Tetralogie liegen bislang nicht

Vvor.
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2.2 METHODEN DER GENEXPRESSIONSANALYSE

Zur Untersuchung der Genexpression wird RNA entweder direkt nachgewiesen, oder
es wird durch eine Reverse Transkription (RT) zunichst eine komplementire DNA
(cDNA) hergestellt. Bei der Quantifizierung von Nukleinsduren kommen
verschiedene Funktionsprinzipien zur Anwendung. Zahlreiche Methoden basieren
auf dem direkten Nachweis von Nukleinsduren mittels Hybridisierung. Andere
Ansitze ~ kombinieren  eine  spezifische = Amplifikation  durch  die
Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR; bei Untersuchung von
RNA mit vorausgehender Reverser Transkription als RT-PCR bezeichnet) mit einer
anschliefenden Messung des PCR-Produkts, wodurch eine sehr grofie Sensitivitdt
erreicht werden kann. Einige dieser Methoden und ihre Anwendungsgebiete sollen
im Folgenden kurz beschrieben werden, um die Bedeutung der Real-Time PCR im

diesem Kontext herauszustellen.

2.2.1 Hybridisierungsassays: Northern Blot und DNA Microarrays

Hybridisierungsassays wie der Northern Blot oder DNA Microarrays basieren auf der
Hybridisierung einer Nukleinsdure bekannter Sequenz mit der komplementiren
Zielsequenz innerhalb eines heterogenen Pools verschiedener Nukleinsduren. Einer
der beiden Reaktionspartner ist markiert, z.B. radioaktiv oder mittels eines
Fluoreszenzfarbstoffes, so dass die Hybride nach einem Reinigungsschritt

quantifiziert werden konnen.

Beim Northern Blot handelt es sich um ein etabliertes und bewihrtes Verfahren, das
den groflen Vorteil bietet, dass gleichzeitig Menge und Grof3e eines Transkriptes
bestimmet werden konnen. So konnen auch Isoformen unterschiedlicher Grofie
identifiziert werden (Strachan 1999). Allerdings ist die Sensitivitit um mehrere
Zehnerpotenzen geringer als bei PCR-basierten Methoden (Sambrook 2001). Wie
auch bei anderen Verfahren zur Genexpressionsanalyse bezieht sich die quantitative
Aussage beim Northern Blot hdufig auf ein Housekeeping-Gen. Dies ist besonders
interessant fiir die vorliegende Arbeit, weil die Verwendung zahlreicher Gene als
Housekeeping-Gen am Northern Blot etabliert und validiert wurde, bevor neuere
Methoden wie die Real-Time PCR zur Verfiigung standen. Erkenntnisse tber
stirkere Schwankungen in der Expression von vermeintlichen Housekeeping-Genen

sind vor diesem Hintergrund zu sehen.

10
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In den letzten Jahren fithrten Fortentwicklungen in der Miniaturisierung und die
Fortschritte bei der Sequenzierung des Genoms zahlreicher Organismen zur
Entwicklung von DNA Microarrays (Schena 1995). Hierbei werden tausende von
kurzen DNA-Sequenzen auf einer Glasplatte oder einer Membran fixiert und mit
markierter cDNA hybridisiert. Im Gegensatz zum Northern Blot oder den PCR-
basierten Methoden liegt der Schwerpunkt bei DNA Microarrays weniger auf der
Messung der Expression einzelner Gene in einzelnen Proben als auf grofl angelegten
Expressionsscreenings. Hierbei werden in der Regel Expressionsunterschiede
zwischen verschiedenen Gruppen von Proben herausgearbeitet. Bei der Verwendung
von Microarrays mit Zehntausenden Spots kann so prinzipiell das Screening der
Expression eines vollstindigen Genoms erfolgen (Strachan 1999). Allerdings muss
einschriankend gesagt werden, dass zahlreiche Storfaktoren die quantitative Aussage
verfilschen konnen. Und obwohl einige dieser Fehlerquellen durch Normierungen
ausgeglichen werden konnen, ist sich eine Uberpriifung der Ergebnisse mittels

praziserer Methoden wie der Real-Time PCR unerldsslich (Kaynak 2003).

2.2.2 Quantitative PCR (qPCR)

Der grofle Vorteil der Methoden der quantitativen PCR (qPCR), zu denen auch die
Real-Time PCR zidhlt, liegt in der groflen Sensitivitit, die durch die exponentielle
Amplifikation der Zielsequenz vor der Quantifizierung erreicht werden kann.
Gleichzeitig ist diese Amplifikation jedoch grundsitzlich sehr anfillig fir
Storfaktoren. Erst durch zahlreiche Schritte zur Optimierung und Normierung der
PCR konnten Methoden entwickelt werden, die nicht nur eine sehr sensitive, sondern

auch sehr prizise Quantifizierungen erlaubten (Reischl 1999).
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Abbildung 3: Funktionsprinzip der PCR

Aus: www.pharmaceutical-technology.com

Das Prinzip der PCR zur in vitro Amplifikation von Nukleinsduren wurde 1985 von
Mullis entwickelt (Saiki 1985). Wie Abbildung 3 zu entnehmen ist, handelt es sich bei
der PCR um ein zyklisches Verfahren, bei dem eine bestimmte DNA-Sequenz
(Amplikon) innerhalb eines heterogenen Pools verschiedener Nukleinsduren selektiv
exponentiell vervielfiltigt wird. Die Spezifitit wird vermittelt durch zwei
Oligonukleotide (Primer), die komplementir sind zu den Enden des Amplikons auf
jeweils einem Strang der DNA-Matrize (Template, Target Sequence). Ein Zyklus
besteht aus drei durch die Reaktionstemperatur bestimmten Schritten: 1)
Denaturierung (Denaturation): Bei 93-95°C werden DNA-Doppelstringe
aufgetrennt. 2) Anlagerung (Annealing): Bei 50-70°C hybridisieren die Primer an das
Template. 3) Verlingerung (Extension): Eine thermostabile DNA-Polymerase (i.d.R.
Taq-Polymerase oder deren Fortentwicklungen) synthetisiert bei 70-75°C ausgehend
von den Primern einen neuen DNA-Strang, der komplementir zum Template ist.
Hierzu werden in der Regel die vier Triphosphat-Nukleotide dATP, dGTP, dCTP
und dTTP verwendet (allgemein werden diese auch als dNTPs bezeichnet). Dieser
neue Strang steht im nédchsten Zyklus wieder als Template zur Verfiigung.

Die so synthetisierte DNA ist definiert durch die von den Primern vorgegebenen
Enden und weist somit eine bestimmte Linge auf, was eine Unterscheidung von
anderen Nukleinsiuren nach Grofle, z.B. mittels Gelelektrophorese, ermdglicht. Da
durch die starke Amplifikation des Templates andere, nicht amplifizierte Sequenzen
bei der Quantifizierung der Nukleinsiuremenge an Bedeutung verlieren, ist eine

Messung des PCR-Produktes grundsitzlich auch durch nicht sequenzspezifische
12
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Verfahren wie zum Beispiel Ethidiumbromid (EtBr)-Farbung moglich (Reischl
1999).

Theoretisch kann es bei jedem Zyklus zu einer Verdopplung des PCR-Produktes
kommen, entsprechend einer Effizienz der PCR von 100%. Diese optimale Kinetik
entspricht jedoch nicht der Realitit. Zum einen schlief$t sich der Phase der
exponentiellen Amplifikation eine Plateauphase an, in der sich die Reaktion durch
kompetitive Effekte zwischen Primer und Template oder durch absolute oder relative
Verarmung an einem der notigen Reaktionspartner (z.B. begrenzte oder gar im
Verlauf ~der  Reaktion  abnehmende  Enzymaktivitit bei  steigender
Templatekonzentration oder Verbrauch der Primer) verlangsamt und schlieSlich
zum Erliegen kommt (sieche auch Abbildung 11, Abschnitt 2.3.2). Zum anderen
beeinflussen zahlreiche systematische und zufillige Faktoren die PCR-Effizienz auch
wihrend der exponentiellen Phase: Die Sequenzen von Template und Primer, die
Auswahl und Konzentrationen der Reaktionspartner und der Pufferverhiltnisse (z.B.
Mg*), die Anwesenheit von PCR-Inhibitoren (z.B. Heparin oder Himoglobin),
sowie Pipettierfehler und selbst die Position der Reaktion im Thermocycler (Reischl
1999, Newton 1997). Es ist daher nicht zuldssig, ohne weiteres von der Menge des
PCR-Produktes am Ende der Reaktion auf die Menge des PCR-Eduktes zu Beginn
der Reaktion zu schliefen. Es muss eine sehr sorgfiltige Optimierung und
Normierung der PCR und stattfinden.

Es existieren verschiedene Ansitze zur Entwicklung einer solchen quantitativen PCR.

Mit der Methode der Koamplifikation ist eine quantitative Aussage moglich auf Basis
lediglich einer Messung in der exponentiellen Phase oder sogar in der Plateauphase
der PCR. Werden in der selben Reaktion zwei verschiedene Sequenzen
koamplifiziert, so kann unter der Annahme, dass die PCR-Effizienzen fiir beide
Sequenzen iiber den gesamten Verlauf der Reaktion gleich sind, davon aufgegangen
werden, dass das Mengenverhiltnis der beiden Amplikons zueinander wiahrend der
gesamten Reaktion konstant bleibt. Ist nun die Ausgangsmenge eines der beiden
Partner (Standard) bekannt, so kann aus dem Messwert der Relation beider Partner
die Ausgangsmenge des anderen Partners (Zielgen) berechnet werden (Nedelman
1992).

Sind Standard und Zielgen nicht homolog und benétigen sie somit verschiedene
Primerpaare, so spricht man von nichtkompetitiver quantitativer PCR. Haufig wird
hierbei ein Housekeeping-Gen als endogener Standard verwendet (Reaymaekers
1999). Neben den grundsitzlichen Fragen zur Validitidt eines Housekeeping-Genes

besteht bei dieser nichtkompetitiven qPCR das Problem darin, dass es sich duflerst
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schwierig gestaltet, die PCR-Effizienzen von Standard und Ziel gleich zu halten,

insbesondere beim Eintritt in die Plateauphase. Zu selten wird dieses Problem
zufrieden stellend gelost. Um dennoch eine Aussage machen zu konnen, wird die
Messung meist vor Ende der exponentiellen Phase vorgenommen (Mallet 1999).
Die Bedingung gleicher PCR-Effizienzen ist wesentlich leichter zu erfiillen, wenn
Standard und Ziel nahezu identisch sind. Dies ist der Fall bei der kompetitiven qPCR,
bei der zwei hochhomologe Sequenzen um die selben Primer konkurrieren. Der
Standard wird in vitro synthetisiert, beispielsweise durch Einftigen einer kurzen
Deletion (Raeymaekers 1999, Mallet 1999).
Zusammenfassend muss in Hinblick auf konventionelle qPCR, wie sie vor allem mit
Hilfe der Koamplifikation durchgefithrt wird, gesagt werden, dass sie zwar einen
grolen Fortschritt bei der Quantifizierung von Nukleinsduren in Hinblick auf die
Sensitivitdt darstellt, dass jedoch zahlreiche Fehlerquellen existieren, die die Prazision
und die Richtigkeit der Methode limitieren konnen. Diese Fehlerquellen in den Griff
zu bekommen hat sich als eine schwierige Aufgabe erwiesen (Reischl 1999). Hierauf
ist besonderes Augenmaf? zu lenken bei der Beurteilung von Arbeiten, die mit diesen

Methoden Housekeeping-Gene verwendet oder evaluiert haben.

Einen anderen Weg beschreitet der Kinetische Ansatz. Unterbricht man gleichartige
PCR-Reaktionen zu verschiedenen Zeitpunkten wihrend der exponentiellen Phase,
so kann man im Prinzip von der Menge des PCR-Produktes zu verschiedenen
Zeitpunkten auf die Menge zu Beginn der Reaktion schlieen (Reaymaekers 1999).
Dieses in der Praxis recht aufwindige Vorgehen kann als Vorldufer der Real-Time
PCR gesehen werden.

1992 fithrte Higushi (Higushi 1992) mit der Real-Time PCR ein Verfahren auf
Grundlage des kinetischen Ansatzes ein, das den Verlauf der Reaktion kontinuierlich,
zundchst tiber Firbung mit EtBr, spiter auch mit dem Fluoreszenzfarbstoff SYBR-
Green, messen kann. Erweitert wurde diese Methode um die Verwendung eines
fluoreszenzmarkierten dritten Oligonukleotids als Sonde, die sich zwischen den
beiden Primern anlagert und wihrend des Extension Steps durch die 5°-3°
Exonuklease-Aktivitit der Tag-Polymerase gespalten wird (Holland 1991, Heid
1996). Mit diesem so genannten 5 Nuclease Assay (nach dem Handelsnamen oft
auch Tagman-PCR genannt) konnen die Sensitivitit der PCR mit der spezifischen
Detektion eines Hybridisierungsverfahren vereint werden. Es steht nun eine Methode
zur Verfugung, die eine sehr prizise und robuste kinetische Quantifizierung erlaubt
(Strachan 1999).

14
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2.2.3 Funktionsprinzip der Real-Time PCR

Mit Hilfe der Real-Time PCR ist es moglich, wihrend des Verlaufs der PCR
kontinuierlich das entstehende PCR-Produkt zu messen. Dies geschieht entweder
durch die Messung eines Fluoreszenz-Farbstoffes, der auf die Interkalierung in
Nukleinsdauren mit Verstirkung der Fluoreszenz reagiert (SYBR-Green), oder aber es
wird ein drittes Oligonukleotid als Sonde verwendet. Diese Tagman-Sonde lagert sich
wiahrend des kombinierten Annealing/Extension Steps zwischen den beiden Primern
an. Sie ist an beiden Enden mit jeweils einem Fluoreszenzfarbstoff markiert und kann
am 3° Ende nicht verlingert werden. Wihrend der Verlingerung der Primer wird
diese Sonde durch die 5°-3° Exonuklease-Aktivitit der Taq-Polymerase hydrolysiert
(Abbildung 4).
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Abbildung 4: Funktionsprinzip der Tagman-Sonden

Aus: www.appliedbiosystems.com

Wenn sich zwei Fluoreszenzfarbstoffe in enger raumlicher Nihe befinden, so kann
zwischen ihnen ein Fluoreszenz-Energietransfer (FET) stattfinden (Forster 1948). Im
Falle der Tagman-Sonde findet bei intakter Sonde und somit rdumlicher Nihe ein
FET vom Farbstoff am 5° Ende (Reporter, R) zu dem am 3 Ende (Quencher, Q) statt.
Hierdurch ist das Fluoreszenzsignal des Reporters gegentiber dem freien Farbstoff
erniedrigt, das des Quenchers erh6ht. Wird die Sonde nun gespalten, so wird die
Nihe von Reporter und Quencher aufgehoben, ein FET kann nicht mehr stattfinden,
das Reporter-Signal wird stirker und das Quencher-Signal schwicher. Somit stellt
das Reporter-Signal ein Maf$ fir den Fortschritt der PCR dar (Holland 1991, Heid
1996).
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Die praktische Durchfithrung der Real-Time PCR findet in speziellen Gerdten
statt, wie dem in dieser Studie verwendeten ABI Prism Sequence Detection System
7700 (SDS 7700) von Applied Biosystems. Das Gerdt besteht aus einem
Thermocycler, in dem zeitgleich 96 Reaktionen auf so genannten 96-Well-Plates
stattfinden konnen, sowie einer optischen Einrichtung mit einem Argon-Laser und
einer Charge-Coupled Device (CCD) Kamera (Abbildung 5). Der Laserstrahl wird
durch einen dichroiden Spiegel und ein Linsensystem zu einem Multiplexer geleitet,
der ihn tber Glasfasern nacheinander in die einzelnen Reaktiongefifie lenkt. Durch
den geschlossenen Deckel hindurch werden die Fluoreszenzfarbstoffe angeregt. Das
Fluoreszenzsignal gelangt auf demselben Weg zuriick zum dichroiden Spiegel, wird
von diesem reflektiert, durch ein weiteres Linsensystem geleitet und von einem
Spektrograph in sein Spektrum zerlegt. Dieses wird von einer CCD Kamera

aufgezeichnet.

Dichroic mirror Multiplexer
Laser source v
Lens
Fiber optic 96-well plate
Lens cables

Iﬁ Spectrograph

N CCD Camera

Abbildung 5: Funktionsprinzip des ABI Prism Sequence Detection System 7700
Aus dem Handbuch des SDS 7700

Sowohl der Detektion der PCR mittels SYBR-Green als auch der Verwendung der
Tagman-Sonden ist gemeinsam, dass die Messung kontinuierlich und durch den
Deckel des geschlossenen Reaktionsgefifles hindurch geschehen kann. Fehler oder
Cross-Kontaminationen durch die Handhabung nach der PCR sind also
ausgeschlossen.

Die Verwendung der Tagman-Sonde als drittes Oligonukleotid bietet im Vergleich
zur unspezifischen Detektion mit SYBR-Green den Vorteil einer grofleren Spezifitit.
Wihrend einer PCR werden namlich hidufig neben der zu untersuchenden Sequenz
andere, unerwiinschte Sequenzen amplifiziert. Diese werden mit Tagman-Sonden

nicht detektiert.

16
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Weisen die beiden verwendeten Primer intra- oder intermolekulare Homologien auf,
die zu einer Hybridisierung zweier Primer-Molekiile (Primer-Dimer) fithren konnen,
bei denen ein 5’ Ende eines Primers tibersteht, so kann die DNA-Polymerase dieses
tiberstehende Ende als Template verwenden und ausgehend vom 3’ Ende des anderen
Primers einen neuen Strang synthetisieren. Dieser steht in folgenden PCR-Zyklen
natiirlich wieder als Template fir die Anlagerung des entsprechenden Primers zur
Verfugung. Diese Amplifikation von Primer-Dimeren ist kompetitiv zu der
Zielsequenz, daher findet sie verstarkt statt, wenn wenig Ziel-Template im
Reaktionsgefdfy vorhanden ist. Bei der Verwendung von SYBR-Green kann durch
eine solche Primer-Dimer-Amplifikation das Fluoreszenzsignal also falsch hoch
ausfallen, insbesondere beim Versuch, eine niedrig konzentrierte Sequenz
nachzuweisen. Und obwohl die Moglichkeit besteht, mit Hilfe der so genannten
Schmelzkurvenanalyse eine qualitativen Aussage tiber das Vorhandensein und die
Groflenordnung einer solchen Amplifikation zu machen, kann die Verfilschung der
quantitativen Aussage hiermit nicht vollstindig ausgeglichen werden. Die Tagman-
Sonde bietet hingegen den Vorteil, dass sie an ein Primer-Dimer nicht hybridisieren
kann und somit auch kein falsches Signal liefert.

Ein weiteres Problem bei der Untersuchung von Genexpressionen, vor allem bei
Betrachtung niedrigexprimierter Gene, stellt die potentielle Verunreinigung der zu
untersuchenden RNA (beziehungsweise der durch RT erhaltenen komplementiren
c¢DNA) mit genomischer DNA (gDNA) dar. Eine Unterscheidung ist in der Regel
dadurch moglich, dass sich die Sequenz einer mRNA von der entsprechenden
Sequenz der gDNA durch das Fehlen der Introns unterscheidet, die wihrend des
Splicings entfernt worden sind. Die mRNA enthdlt also meist mehrere
zusammengefiigte Exons. Bei Verwendung des Tagman-Assays wird die Sonde daher
so platziert, dass sie zentral tiber einer solchen Exon-Exon-Grenze (Intron-spanning)
liegt. Eine stabile Anlagerung der Sonde, wie sie fiir die korrekte Spaltung durch die
DNA-Polymerase notig wire, an eine der beiden Exon-Enden auf der genomischen
Sequenz ist nicht moglich. Verunreinigende gDNA produziert kein falsch positives
Signal. Im SYBR-Green-Assay besteht dahingegen nur die Moglichkeit, einen Primer
auf einer Exon-Exon-Grenze zu platzieren. Dies kann eine Detektion von gDNA
jedoch nicht vollstindig ausschliefen, da selbst eine Ubereinstimmung von wenigen
Basen am 3’ Ende eines Primers ausreicht, um eine - wenn auch schwache -

Amplifikation zu starten (Strachan 1999).

Mit dem Tagman-Assay in der Real-Time PCR steht somit eine Methode zur

Verfiigung, die sich durch hohe Sensitivitit, Spezifitit und Prézision auszeichnet
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(Heid 1996). So kann prinzipiell selbst der Nachweis eines einzigen Molekiils
erfolgen (Lockey 1998, siche auch Abschnitt 5.3 und Rawer 2003). Diese
Qualitétskriterien gaben den Ausschlag bei der Wahl dieses Verfahrens fir die
vorliegende Arbeit. Im Folgenden wird vereinfachend oft lediglich der Begriff ,,Real-
Time PCR® verwendet. Dies bezieht sich - soweit nicht anders angegeben - auf die

Anwendung des Tagman-Assays in der Real-Time PCR.

18
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2.3 QUANTIFIZIERUNGSSTRATEGIEN UND DER UMGANG MIT
METHODISCHEN FEHLERN IN DER REAL-TIME PCR

Bevor in Abschnitt 2.3.2 die mathematischen Details der Quantifizierungsstrategien
bei der Real-Time PCR erldutert werden, soll zunidchst die Systematik der
methodischen Fehler nidher beleuchtet und in Abschnitt 2.3.1 die Verwendung eines
Housekeeping-Gens erldutert werden. In den Abschnitten 2.3.3 und 2.3.4 werden

dann die Strategien fiir den Umgang mit den methodischen Fehlerquellen hergeleitet.

Die Real-Time PCR ist eine gut etablierte, prizise und sensitive Methode (Heid 1996,
Lockey 1998). Der iiberwiegende Teil moglicher methodischer Fehler resultiert daher
nicht aus der Messung durch die Real-Time PCR selbst, sondern durch die
Probenaufbereitung wihrend der Pra-PCR (Bustin 2000).
Wie bereits in der Einleitung erwdhnt wurde, sollen die methodischen Fehler in der
Pra-PCR unterschieden werden in
1) globale methodische Fehler, welche die Messung der Expression aller Gene in
einer Biopsie in gleichem Mafe verfilschen, und
2) genspezifische methodische Fehler, welche die Expression einzelner Gene in
einer Biopsie in unterschiedlichem Maf3e verfilschen.
Globale methodische Fehler kénnen grundsitzlich durch die Verwendung eines so
genannten Housekeeping-Genes ausgeglichen werden. Genspezifische methodische
Fehler lassen sich nicht durch die Verwendung eines Housekeeping-Gens
beherrschen. Daher miissen die einzelnen Schritte der Pria-PCR auf mogliche

Fehlerquellen hin untersucht und optimiert werden.
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2.3.1 Globale methodische Fehler: Ausgleich durch die Verwendung eines

Housekeeping-Gens

Die Quantifizierung einer Zielsequenz (bei Genexpressionsanalysen ist dies das
Zielgen) im Rahmen der Real-Time PCR kann absolut oder relativ erfolgen. Bei der
absoluten Quantifizierung wird die Anzahl der Startkopien des Zielgens in der cDNA
einer bestimmten Probe bestimmt. In vielen Fillen ist jedoch eine solche
Quantifizierung nicht zielfithrend, da viele Faktoren bei der Probenaufarbeitung bis
hin zur cDNA die Aussage verfialschen konnen. Beispielsweise hingt die Anzahl der
Startkopien in einer Probe cDNA von der Grof3e der Gewebeprobe ab, aus der die
cDNA synthetisiert wurde. Auflerdem beeinflussen andere Faktoren die Menge an
cDNA, die letztendlich in die PCR eingesetzt wird: verschiedene Biopsien werden
verschieden gelagert, die RNA Isolierung und die RT gelingen bei verschiedenen
Proben nie mit exakt derselben Effizienz. (Holodniy 1999). Diese Fehlerquellen sind
Beispiele fiir globale methodische Fehler.

Aufgrund dieser Fehlerquellen steht daher meist eine andere Fragestellung im
Vordergrund, namlich die, wie viele RNA-Kopien eines Zielgenes pro Zelle in einer
Gewebeprobe vorhanden waren. Grundsitzlich konnte dieser Frage begegnet werden,
indem beispielsweise die absolute Kopienzahl bezogen wird auf die Anzahl der Zellen,
aus denen die untersuchte RNA stammt, oder das Gewicht der urspriinglichen
Gewebeprobe. In diesen Fillen wiirden jedoch methodische Fehler in der weiteren
Probenaufbereitung bis hin zur cDNA nicht berticksichtigt werden.

Um dennoch ein Maf fiir die Kopienzahl pro Zelle zu erhalten, findet der Bezug auf
das Housekeeping-Gen als endogene Kontrolle statt (Abbildung 6). Hierbei wird
zunichst lediglich die Existenz eines solchen Housekeeping-Genes postuliert, das in
allen betrachteten Proben konstant exprimiert ist, dessen RNA somit also in jeder
Zelle in einer konstanten Kopienzahl vorliegt. Unter der zusitzlichen Annahme, dass
die Einflussfaktoren der Probenaufarbeitung in gleicher Weise auf Zielgen und
Housekeeping-Gen wirken (also globale methodische Fehler vorliegen), stellt der
Quotient aus beiden das gewiinschte Maf3 fiir die Kopienzahl der Zielgenes pro Zelle
dar (Schild 1999). Die relative Quantifizierung iiber ein Housekeeping-Gen fiihrt
somit nicht nur zu einer biologisch sinnvollen quantitativen Aussage, sondern sie
kann auch globale methodische Fehler in der Pra-PCR ausgleichen. Dieser Ausgleich
ist auch dann moglich, wenn der globale methodische Fehler von Biopsie zu Biopsie

unterschiedlich ist. Er muss nur innerhalb einer Probe konstant fiir alle Gene sein.

20
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Abbildung 6: Globale methodische Fehler in der Pra-PCR: Ausgleich durch Verwendung eines Housekeeping-Gens

Globale methodische Fehler beeinflussen alle Gene einer Probe in gleichem MaBe. Im dargestellten Beispiel reduziert sich die Anzahl der Molekille des Zielgens
und des Housekeeping (HK)-Gens durch RNA-Isolation und Reverse Transkription (RT), beispielsweise durch nicht optimale Effizienz beider Schritte (dargestellt
als kleiner werdende DNA-Symbole). Beide Gene werden durch die Real-Time PCR quantifiziert. Durch Bildung eines Quotienten aus Ziel- und Housekeeping-
Gen kénnen die globalen methodischen Fehler ausgeglichen werden (dargestellt als DNA-Symbole in der urspriinglichen GréBe). Dieser Ausgleich ist auch dann
maoglich, wenn der globale methodische Fehler von Biopsie zu Biopsie unterschiedlich ist. Er muss nur innerhalb einer Probe konstant fiir alle Gene sein. Die
Validitat der relativen Quantifizierung mit Hilfe eines Housekeeping-Gens steht und fallt jedoch mit der konstanten Expression des Housekeeping-Gens in allen

Proben und unter allen Bedingungen.



22

Validitit eines Housekeeping-Gens

Die Validitdt der relativen Quantifizierung mit Hilfe eines Housekeeping-Gens
steht und féllt mit der tatsichlichen Invariabilitit der Expression des Housekeeping-
Gens in allen Proben und unter allen Bedingungen. Treten hier Schwankungen auf,
so kann das Ergebnis verfilscht werden. Es ist moglich, dass tatsiachlich vorhandene
Zusammenhinge der Expression des Zielgenes mit klinischen Daten unerkannt
bleiben, mit geringerer Sicherheit bestitigt werden konnen oder dass vermeintliche
Zusammenhinge erkennbar werden, obwohl tatsichlich keine vorhanden sind
(Bustin 2000).
Beispielhaft sei auf die Phosphoglycerinaldehyddehydrogenase (Glyceraldehyde-3-
Phosphate Dehydrogenase, GAPDH) hingewiesen. Dies ist eines der am hiufigsten
verwendeten Housekeeping-Gene. Es wurde fiir die Verwendung im Northern Blot
etabliert und hat sich dort auch bewidhrt. Es wurde und wird auch als Housekeeping-
Gen in der Real-Time PCR verwendet, in den letzten Jahren haben sich jedoch die
Berichte tiber starke Expressionsschwankungen gehduft (Bustin 2000). Insbesondere
hat sich auch gezeigt, dass die Expression von GAPDH im Myokard vielfiltig
reguliert ist (Taegtmeyer 2000). Vergleichbares gilt fiir zahlreiche andere Gene.
Bei der Anwendung eines Housekeeping-Genes ist also grofler Wert auf eine
sorgfiltige Evaluation zu legen, bei der die Konstanz der Expression unter allen
untersuchten Bedingungen tberpriift wird. Die kritiklose Verwendung vermeintlich
bewidhrter Housekeeping-Gene ist zu vermeiden. Es ist festzustellen, dass in
zahlreichen Studien eine solche Evaluation des Housekeeping-Genes unzureichend
beachtet worden ist oder teilweise sogar ganz ausgeblieben ist (Bustin 2000). Einer
der Griinde fur diesen Umstand liegt sicher darin, dass die Durchfithrung einer
solchen Evaluation neue Fragestellungen und Probleme aufwirft. Diese werden im

Abschnitt 2.3.3 erldutert.

Ein Uberblick iiber die im Rahmen dieser Studie evaluierten potentiellen
Housekeeping-Gene sowie ausgewihlte Quellen zu deren Evaluation findet sich in
Tabelle 4, Abschnitt 4.2.1.

22
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2.3.2 Quantifizierungsstrategien in der Real-Time PCR

Im Folgenden sollen die Details der Quantifizierungsstrategien der Real-Time PCR
ausgehend von ihren mathematischen Grundlagen erldutert werden, um ihre

Voraussetzungen sowie ihre Moglichkeiten und Grenzen aufzuzeigen.

Analyse der Reaktionskinetik: Von der Fluoreszenz zum Ct

Die Aufbereitung der gemessenen Fluoreszenzwerte bei der Real-Time PCR umfasst
eine Reihe von Normierungsschritten, die dazu dienen, Schwankungen zwischen
einzelnen Versuchsplatten, einzelnen VersuchsgefifSen einer Platte, sowie innerhalb
eines Versuchsgefifles wiahrend eines Versuches auszugleichen. Dies ist die Grundlage
fir spatere prazise Quantifizierungen. Am Ende dieser meist vom Gerdt automatisch
durchgefithrten Datenaufbereitung steht der so genannt Threshold Cycle (Ct) (Heid
1996).

Wihrend der PCR zeichnet das Gerit kontinuierlich die Fluoreszenz iiber ein
Spektrum von 500 bis 660 nm auf (Abbildung 7). Die anschlieBende automatische
Analyse der Rohdaten mit Hilfe der Sequence Detection System Software 1.6.3

umfasst eine Reihe von Schritten.
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Abbildung 7: Beispiel eines vom SDS aufgezeichneten Rohspektrums

Screenshot eines Versuchs.
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Auf der Basis gespeicherter Daten tiber die Fluoreszenzspektren verschiedener

Farbstoffe und des Hintergrundsignals (Abbildung 8) wird das Rohspektrum
tiber einen komplexen Algorithmus fiir jeden Zeitpunkt in einzelne
Fluoreszenzkomponenten zerlegt: Den Reporter-Farbstoff, meist FAM (6-carboxy-
fluorescein) oder VIC (die chemische Formel wird vom Hersteller Applied
Biosystems nicht bekanntgegeben); den Quencher-Farbstoff, TAMRA (6-carboxy-
tetramethyl-rhodamine); die so genannte Passive Referenz ROX (ein komplexes
Farbstoffgemisch mit dem Hauptbestandteil 6-carboxy-X-rhodamine) sowie das
durch Streulicht oder die Eigenfluoreszenz sonstiger Reaktionspartner bedingte

Hintergrundsignal (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Beispiel einer Multikomponenten-Darstellung

Screenshot eines Versuchs.
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Die passive Referenz ROX ist jeder Reaktion in konstanter Konzentration beigefiigt.
Fir jeden Zeitpunkt wird ein Quotient aus dem Signal des verwendeten Reporter-
Farbstoffes (R) und dem Signal von ROX gebildet. Dieser Quotient wird als
normiertes Reporter-Signal (Rn) bezeichnet. Der Verlauf von Rn tiber die Zeit wird
als Amplifikation Plot bezeichnet. Diese Normierung gleicht nicht nur
Fluoreszenzschwankungen von einem Reaktionsgefifl zum anderen aus (Well-to-
Well Schwankungen, bedingt beispielsweise durch Unterschiede in der Optik fiir der
einzelnen Wells oder Pipettierfehler), sondern auch Fluoreszenzschwankungen von
einer 96-Well-Plate zur anderen (Plate-to-Plate Schwankungen, zum Beispiel durch
zeitliche Unterschiede der Laser-Intensitit).

Wie Abbildung 10 zu entnehmen ist, schwankt Rn im ersten Teil der PCR um einen
konstanten Wert. Dieser entspricht dem Fluoreszenzsignal der intakten Sonde. Erst
ab einer bestimmten Anzahl gespaltener Sondenmolekiile wird ein Anstieg von Rn
tiber diesen Basissignal hinaus sichtbar. Im weiteren Verlauf sind die exponentielle

Phase und der Ubergang in die Plateauphase zu erkennen.
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Abbildung 10: Beispiel eines Amplification Plots, lineare Darstellung von Rn
Screenshot eines Versuchs. Dargestellt ist eine Standard-Kurve mit 7 1:2-

Verdlnnungsschritten.

Im Folgenden wird die so genannte Baseline berechnet. Durch Subtraktion der
Baseline vom normierten Reporter-Signal (Rn) erhdlt man ARn. Bei der Baseline

handelt es sich um einen komplexen Algorithmus auf Basis eines gleitenden

Mittelwertes, der die Aufgabe hat, die normierten Reporter-Signale aller Wells bis
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zum ersten sichtbaren Anstieg tiber das Basissignal hinaus auf Werte nahe Null

zu verschieben. Fiir jedes einzelne Well flief3en hierfiir die Rn-Werte bestimmter
PCR-Zyklen ein, die vom Benutzer festgelegt werden. Ausgewihlt werden
vereinbarungsgemifd die Werte ab dem dritten Zyklus (Baseline Start) bis zu
demjenigen Zyklus, in dem der erste Anstieg tiber das Basissignal hinaus sichtbar
wird (Baseline Stop) (Abbildung 11). Durch diesen weiteren Normierungsschritt
werden zum einen wiederum Well-to-Well Schwankungen der Fluoreszenz
kompensiert, zum anderen kann ein so genannter Drift ausgeglichen werden, also ein
langsames Ab- oder Zunehmen des normierten Reportersignals, das meist durch eine

gewisse Instabilitit der passiven Referenz ROX bedingt ist.
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Abbildung 11: Beispiel eines Amplification Plots, lineare Darstellung von ARn
Screenshot eines Versuchs. Dargestellt ist eine Standard-Kurve mit 7 1:2-

Verdiinnungsschritten.

Vom Benutzer wird nun (meist in der logarithmischen Darstellung) ein bestimmter
Wert fiir ARn als so genannter Threshold festgelegt. Der Zeitpunkt, ausgedriickt in
Zyklen, zu dem der Amplifikation Plot den Threshold tberschreitet, wird als
Threshold Cycle (Ct) bezeichnet. Der Ct ist die zentrale Grofle in der Real-Time
PCR. Er ist ein relatives Maf fiir die Anzahl der Startkopien in der entsprechenden
Reaktion. Uberschreitet beispielsweise der Amplifikation Plot in einem Well den
Threshold einen Zyklus spiter als in einem anderen, ist also der Ct um 1 gréf3er, so

war die Startkopienzahl (unter Annahme einer PCR-Effizienz von 100%) in diesem
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Well um die Hilfte niedriger (Abbildung 12). Ist der Ct um 2 grofler, war die

Startkopienzahl um den Faktor vier niedriger usw.
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Abbildung 12: Beispiel eines Amplification Plots, log. Darstellung von ARn
Screenshot eines Versuchs. Dargestellt ist eine Standard-Kurve mit 7 1:2-

Verdlnnungsschritten.

Wie die Festlegung von Baseline Start und Stop ist auch die Auswahl des Threshold
grundsatzlich willkiirlich, es gelten jedoch bestimmte Vorschriften. Der Threshold
muss so gewdhlt werden, dass sich die Amplifikation Plots aller Wells, fiir die er
Guiltigkeit haben soll, in der exponentiellen Phase befinden. Dies wird am
deutlichsten sichtbar bei Verwendung einer logarithmisch skalierten Abszisse,
wodurch sich eine exponentielle Kurve als Gerade darstellt. Eine Verschiebung des
Thresholds innerhalb der exponentiellen Phase, wie sie die Vorschrift zulésst,
verdndert zwar die absoluten Ct-Werte, hat aber — sofern die o0.g. Bedingungen erfiillt

sind - keinen Einfluss auf die Differenzen zwischen verschiedenen Cts.

Der willkiirliche Charakter der Festlegung von Baseline und Threshold hat zur Folge,
dass Ct-Werte nur dann Aussagekraft besitzen, wenn sie sich auf eine bestimmte
Baseline und einen bestimmten Threshold beziehen. Die Parameter Baseline Start
und Stop sowie der Threshold sind fiir alle Wells einer 96-Well-Plate, in denen die
PCR mit demselben Set aus Primern und Sonde durchgefiihrt wird, gleich.
Dementsprechend ist ein direkter Vergleich von Ct-Werten nur innerhalb dieser

gleichartigen Reaktionen auf derselben 96-Well-Plate erlaubt.
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Um die quantitative Aussage verschiedener Versuche miteinander vergleichen

zu konnen, muss daher ein externer Standard verwendet werden. Im Rahmen
der absoluten Quantifizierung (siche unten) ist dies in der Regel ein synthetisch
hergestellter Standard mit gleicher Sequenz wie das zu untersuchende Gen in
bekannter Konzentration (Standardkurve). Bei der direkten relativen Quantifizierung
(AACt-Methode, siehe unten) ist dies eine so genannte Kalibrator-Probe. Die
Kalibrator-Probe stellt meist eine cDNA dar, die Ziel- und Housekeeping-Gen in
konstanter, jedoch nicht notwendigerweise bekannter Konzentration enthilt.
Nicht zu verwechseln mit diesem externen Standard, der eine konstante Menge
cDNA bzw. DNA darstellt, und mit dem verschiedene Versuche miteinander
vergleichbar gemacht werden, ist das Housekeeping-Gen als endogener Standard, das
ein in der jeweiligen Probe zu quantifizierendes Gen darstellt, das dem Ausgleich
globaler Fehlerquellen in der Pra-PCR dient (siehe Abschnitt 2.3).
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Allgemeine mathematische Beschreibung der PCR

Der Fortschritt einer PCR in der exponentiellen Phase kann allgemein beschrieben
werden mit Formel (1) (Reichl 1999).

(1) N@©=N©) (+E)
N(c) ist die Anzahl der Kopien eines Amplikons am Ende des c-ten Zyklus.

N(0) ist die Anzahl der Kopien eines Amplikons zu Beginn der PCR.
E ist die PCR-Effizienz des Amplikons.

Wird das entstehende Reporter-Signal betrachtet, ergibt sich:

(2) R(c)=K -N(0)-(1+E)

R ist das Reporter-Signal (genauer: Rn, bzw. ARn, siehe oben) eines Amplikons am Ende des n-ten
Zyklus.

K ist eine Konstante.

Die Konstante K ist ein Mafl fiir die Hohe des Reporter-Signals, das durch die
Neusynthese einer bestimmten Anzahl von Kopien entsteht. Sie wird von zahlreichen
Faktoren beeinflusst. Die verschiedenen Reporter-Farbstoffe (z.B. FAM oder VIC)
weisen nicht dieselbe Fluoreszenzintensitit auf. Auch sind die Farbstoffe sehr
lichtempfindlich, sodass sich zwei unterschiedlich gelagerte Aliquots der gleichen
Sonde durch verschieden starke Degeneration der Farbstoffe unterscheiden konnen.
K ist also lediglich fiir diejenigen Reaktionen konstant, die zeitgleich und mit
demselben Gemisch der verschiedenen Reaktionsbestandteile auler dem Template

(Mastermix) durchgefiihrt wurden.

Durch die Festlegung eines Thresholds erhdlt man:

(3) T=K-N©)-(1+E)"
T ist der Threshold.
Ct ist der Zyklus, an dem T erreicht wird.
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Wie oben beschrieben sind neben K auch der Threshold und die ARn zugrunde
liegende Parameter Baseline Start und Stop fiir alle Reaktionen konstant, die auf
derselben 96-Well-Plate mit demselben Mastermix durchgefithrt werden. Dieses
System gleichartiger Reaktionen ist also zum einen bestimmt durch grundsitzlich
willkiirliche Festlegungen, die aber fiir das gesamte System gleich sind, zum anderen
durch chemische Eigenschaften der Reaktion, fiir die eine Konstanz nur innerhalb
des Systems angenommen werden kann. Dies ist die mathematische Entsprechung
der am Ende des letzten Abschnittes erwihnten Notwendigkeit eines externen
Standards, der verschiedene Versuche vergleichbar macht. Zwei Ansitze hierfiir

werden im Folgenden beschrieben.
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Absolute Quantifizierung mittels Standard-Kurve und optional nachfolgender

relativer Quantifizierung

Ziel der absoluten Quantifizierung ist es, dem Ct-Wert eines Wells eine
Startkopienzahl zuzuordnen.

Hierzu wird ein Standard verwendet, der die Sequenz des Amplikons enthilt und
dessen Startkopienzahl bekannt ist. Verschiedene Verdiinnungsstufen des Standards
werden in getrennte Reaktionen amplifiziert und die resultierenden Ct-Werte gegen
den dekadischen Logarithmus Startkopienzahl aufgetragen (Abbildung 13). Man
erhdlt so eine Standard-Kurve, die sich in der halblogarithmischen Darstellung als

Gerade mit Hilfe der Formel (4), die sich aus Formel (3) ergibt, beschreiben ldsst.

O=—————————Standard lunve=—~————————H

Standard Curve — TH-Kurs-Abs-Quanti
55.00

S0.00

Unknowns -
1‘3 45.00
S
& 4000 - Standards -
5
= Z5.00 o
2 Slope : -3.282
£ =000 - : '
¢ T-Intercept: 40023
£ 25.00

Correlation 0,995

2000 4 Coeff:
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Abbildung 13: Beispiel einer Standard-Kurve im Rahmen der absoluten
Quantifizierung

Screenshot eines Versuchs. Dargestellt ist eine Standard-Kurve mit 7 1:2-

og(N0)+ﬂ

log(1+E)

Verdiinnungsschritten.

W T i)

Mittels linearer Regression konnen aus den empirisch gewonnen Werten die Steigung
m und der Achsenabschnitt b bestimmt werden, wodurch man die vereinfachte
Formel (5) erhilt.

(5) C, =m-log(N,)+b
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Anhand dieser Formel konnen nun die unbekannten Startkopienzahlen

errechnet werden.

Der Standard dient also als Bezugspunkt im System gleichartiger Reaktionen.

Die Anforderungen an die PCR-Effizienz sind im Gegensatz zur unten beschriebenen
AACt-Methode gering: E muss lediglich fiir alle betrachteten Reaktionen konstant
sein. Der Wert von E kann im Ubrigen aus der Steigung der Standard-Kurve

berechnet werden:

1

O i)

ergibt

Wird eine absolute Quantifizierung sowohl eines Ziel- als auch eines Housekeeping-
Genes durchgefiihrt, so kann anschlieBend sehr einfach durch Bildung des

Quotienten der beiden Startkopienzahlen eine relative Quantifizierung erfolgen.
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Relative Quantifizierung mittels AACt-Methode

Ziel der Relativen Quantifizierung mittels AACt-Methode ist es, ohne Umweg iiber
eine absolute Quantifizierung eine Aussage tiber das Verhiltnis von Zielgen zu
Housekeeping-Gen zu treffen. Wie oben bereits erwihnt wird dabei als externer
Standard lediglich eine Kalibrator-Probe verwendet, also eine cDNA, die Ziel- und
Housekeeping-Gen in konstanter, jedoch nicht notwendigerweise bekannter

Konzentration enthilt.

Formel (3) kann umgestellt werden zu:

1

T
8 NO)=— ———
(®) © K (1+E)”

Wird ausgehend von der gleichen ¢cDNA sowohl ein Zielgen als auch eine

Housekeeping-Gen amplifiziert, kann man folgenden Quotienten bilden:

ELT
©) N, _ K, (1+E,)™
N, T, 1

K, (1+E,)"

Index Z steht fir Zielgen, Index H fiir Housekeeping-Gen

Gilt E,= E,; = E, so kann der Term vereinfacht werden zu:

NZ(O) _ TZ 'KH '(1+E)_AC’

U0 New®=3 "0) "k, 1,

mit ACt = Ct, - Cty,

Zielgen und Housekeeping-Gen werden natiirlich mit verschiedenen Primern und
Sonden amplifiziert, daher ist K, # K;; und T, # T,;. Als Bezugspunkt wird daher ein

der Kalibrator eingefithrt. Dabei handelt es sich wie erwihnt um eine beliebige
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Losung mit konstanter Startkopienzahl von Ziel- und Housekeeping-Gen. Oft
wird ein grofler Pool einer cDNA des entsprechenden Gewebes verwendet. Der
Kalibrator muss in jedem System gleichartiger Reaktionen mitamplifiziert werden.
Dies bedeutet, dass der Kalibrator neben zahlreichen zu untersuchenden Proben auf
jeder 96-Well-Plate in getrennter Reaktion in die PCR fiir jedes auf dieser 96-Well-

Plate untersuchte Gen eingebracht wird.

Es ergibt sich somit der Quotient

T, K,
N;uw, 0 K,-T,
Nz,HK (0) %

Z'TH

1+ E)
(11)

(14 B

Index P steht fiir die untersuchte Probe, Index K fiir den Kalibrator.

Dieser kann vereinfacht werden zu

Ny, (0)

_ (1+ E)—AACr
Ny (0)

(12) N, ,0)=

mit AACt = ACt, - ACt = (Ct,p - Ctyyp) — (Ctyy - Clygy)

Mit Formel (12) kann also unter der Voraussetzung gleicher PCR-Effizienzen von
Ziel- und Housekeeping-Gen das Verhiltnis der Startkopienzahlen von Ziel- und
Housekeeping-Gen berechnet werden, wobei das Verhiltnis der beiden im Kalibrator
gleich 1 gesetzt wurde. Die Ergebnisse verschiedener Versuche werden durch diese
Verwendung des Kalibrators als Bezugspunkt miteinander vergleichbar.

Anders als bei einer relativen Quantifizierung auf Basis einer absoluten
Quantifizierung kann mit Hilfe der AACt-Methode keine Aussage tiber die absolute
Grofde des Verhiltnisses von Ziel- und Housekeeping-Gen gemacht werden, denn es
wird ja auf das Verhidltnis innerhalb des Kalibrators normiert. Moglich ist im
Vergleich verschiedener Proben lediglich eine quantitative Angabe {iber Unterschiede
der Verhiltnisse zwischen den einzelnen Proben. Eine solche Angabe konnte lauten:

»Das Verhiltnis von Ziel- zu Housekeeping-Gen betréigt in Probe A das 2,6 fache des
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Verhiltnisses in Probe B. Die Expression des Zielgenes ist in Probe A ist also 2,6 mal
so hoch wie in Probe B.“ Oft ist eine solche Aussage vollig ausreichend.

Die Validitit der Aussage hingt jedoch von der tatsichlichen Ubereinstimmung der
PCR-Effizienzen der beiden Gene ab. Je grofler die Unterschiede sind, umso grofer
ist der Fehler der AACt-Methode.

Die PCR-Effizienzen miissen also in Vorversuchen bestimmt werden. In der Regel
geschieht dies mit Hilfe einer Standardkurve und Formel (7). Da in diesem Falle
nicht absolut quantifiziert werden soll, kann ein beliebiger Standard mit unbekannter
Startkopienzahl verwendet werden. Hiufig wird eine cDNA gewihlt, die aus dem zu
untersuchenden Gewebe gewonnen wurde. Hierdurch kénnen auch eventuell in den

Proben vorhandene PCR-Hemmstoffe erfasst werden.

Der Vorteil der AACt-Methode liegt zusammengefasst jedoch darin, dass auf das

Mitfithren von Standardkurven in jedem Versuch verzichtet werden kann.
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2.3.3 Globale methodische Fehler: Strategien zur Evaluation von Housekeeping-

Genen

Um potentielle Housekeeping-Gene zu evaluieren, muss die Expression dieser Gene
auf ihre moglichst geringe Schwankungsbreite hin untersucht werden, und zwar
entweder in einer reprisentativen Gruppe von Proben oder im Idealfalle in allen
Proben der Studie.

Das zentrale Hindernis bei dieser Evaluation sind genau diejenigen globalen
methodischen Fehler in der Pra-PCR, die mit Hilfe des Housekeeping-Genes letzten
Endes erfasst und ausgeglichen werden sollen. Es muss daher ein Weg gefunden
werden, diese Storfaktoren auch im Rahmen der Evaluation der Housekeeping-Gene
zu erfassen und zu quantifizieren. Gesucht wird hier ein Maf} fur die urspriinglich in
der Biopsie vorhandene RNA, die nach Lagerung, Isolierung und RT schlieflich in
der PCR amplifiziert wird. Die potentiellen Housekeeping-Gene miissen dann
absolut quantifiziert werden und anschlieffend (analog zum spiteren Bezug des
Zielgens auf das Housekeeping-Gen) auf diesen Messwert bezogen werden
(Abbildung 14).

Verschiedene Ansitze fiir das gesuchte Maf$ wurden beschrieben:

Fur komplexere Gewebe haben Fink et al die Verwendung eines Lasers-assistierten
single-cell-picking beschrieben (Fink 1998). Dieses Vorgehen hat vor allem bei der
Studie von Genexpressionen auf zellulirer Ebene grofie Vorteile. Bei der Evaluation
von potentiellen Housekeeping-Genen werden diese in einer einzigen Zelle
quantifiziert. Eine Quotientenbildung ertibrigt sich hier also. So konnen globale
Fehler durch verschieden grofSe Gewebeproben ausgeglichen werden. Auch Fehler in
der RNA-Isolierung werden minimiert, da diese bei einzelnen Zellen stark vereinfacht
ist. Jedoch werden die methodischen Fehler der Isolierung nur teilweise, die der
Reversen Transkription gar nicht erfasst.

Es besteht auch die Moglichkeit, der gerade isolierten RNA einen externen RNA-
Standard hinzuzufiigen (Razeghi 2001). Grundsitzlich konnen hierdurch zwar in der
Isolierung keine Fehler erfasst werden, wohl aber in allen folgenden Schritten.
Problematisch ist allerdings, dass RNA durch die ubiquitir vorhandenen RNasen
sehr schnell degeneriert werden kann, was eine prazise quantitative Aussage tiber den

RNA-Standard zum Zeitpunkt des Einsatzes erschwert.
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cDNA .
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Abbildung 14: Evaluation von Housekeeping-Genen: Ausgleich der globalen methodischen Fehler durch Messung der Gesamt-RNA

Bei der Evaluation eines Housekeeping (HK)-Gens missen genau diejenigen globalen methodischen Fehler berlicksichtigt werden, die spater durch dessen
Verwendung ausgeglichen werden sollen. Dies geschieht durch den Bezug auf einen alternativen Bezugspunkt. In dieser Arbeit wurde hierfir die Menge an
Gesamt-RNA in jeder Probe verwendet, wie sie mit Hilfe des neuen Protokolls auf Basis von OliGreen gemessen wurde. Im dargestellten Beispiel reduziert sich
durch die globalen methodischen Fehler die Anzahl der Molekile des Housekeeping-Gens und die Menge an Gesamt-RNA (dargestellt als kleiner werdende
Symbole). Durch Bildung eines Quotienten kann dieser Fehler bei der Evaluation des Housekeeping-Gens ausgeglichen werden (dargestellt als Symbole in der
urspriinglichen GréBe), um letztendlich ein valides Housekeeping-Gen zu finden.
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Ein hdufig verwendeter Ansatz besteht darin, die Konzentration der RNA direkt

vor dem Einsatz in die RT im Spektralphotometer zu messen (Winer 1999,
Moniotte 2001). Der Bezug der Expression des untersuchten Gens auf die RNA-
Menge kann so Fehler vieler Schritte der Pra-PCR, nicht jedoch der Reversen
Transkription ausgleichen.
Applied Biosystems empfiehlt fiir die Evaluation ihrer vorgefertigten Housekeeping-
Gen-Reagenzien eine einfache Bestimmung der Expressionsschwankung, wobei
lediglich ein Rahmen vorgegeben wird fir die Menge an RNA, die in die RT
eingesetzt werden soll (10-100ng pro Reaktion in der Real-Time PCR). Dieses
unpréazise Vorgehen fithrt ohne Not neue Schwankungen in die Methode ein und ist
auch nicht in der Lage, Fehler durch die RT zu erfassen.
Als idealer Bezugspunkt ist die Messung der cDNA direkt vor dem Einsetzen in die
Real-Time PCR zu sehen. Eine solche Bestimmung ist jedoch beispielsweise im
Spektralphotometer nicht ohne weiteres moglich, da das RT-Produkt neben der
cDNA zahlreiche andere Bestandteile enthilt (RNA und ihre Zerfallsprodukte, RNA-
cDNA-Hybride, eventuell verunreinigende gDNA, Primer aus der RT, Nukleotide,
Enzyme, Salze, organische Losungsmittel). Auflerdem liegt die cDNA in der Regel in
einer Konzentration vor, die unterhalb des linearen Messbereiches der
handelstiblichen Spektralphotometer liegt (Sambrook 2001).
Shimkets et al beschrieben die Verwendung von PicoGreen, einem hochsensitiven
Fluoreszenzfarbstoft fiir Nukleinsduren, zur Messung doppelstringiger cDNA (ds
c¢DNA) (Shimkets 1999, Rye 1993). PicoGreen wurde parallel zur Arbeit an dieser
Studie bei der Evaluation von Housekeeping-Genen zur Messung von cDNA
eingesetzt (Lossos 2003). Es wurde sogar vorgeschlagen, vollig auf den Einsatz von
Housekeeping-Genen zu verzichten, und lediglich die cDNA-Menge einer Probe als
Bezugspunkt bei der relativen Quantifizierung zu verwenden (Whelan 2003). Bei
kritischer Hinterfragung dieser beiden Studien muss allerdings festgehalten werden,
dass in beiden Fillen ungereinigte einzelstrangige cDNA (ss cDNA), die potentiell
verschiedene doppelstringige Nukleinsduren enthielt, mit einem Farbstoff gemessen
wurde, der um den Faktor 10 stirker auf doppelstringige als auf einzelstringige
Nukleinsduren reagiert (Rye 1993). Entsprechend konnten Lossos et al auch keinen
Vorteil, sondern nur vermehrte methodische Fehler bei der Normierung der

Genexpression auf cDNA gegentiber der auf RNA nachweisen.

Fur die vorliegende Arbeit soll eine Synthese von einzelstrangiger cDNA (ss cDNA)

durchgefithrt werden, unter anderem vor dem Hintergrund, dass ein weiterer
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Syntheseschritt zur ds cDNA weitere Fehlerquellen in das Verfahren einbringen
wiirde.

Daher soll eine Methode entwickelt werden, um mit Hilfe von OliGreen, einer
Variation von PicoGreen, die in Hinsicht auf ihren linearen Messbereich fiir
einzelstrangige Nukleinsduren optimiert ist, die ss cDNA direkt vor der Real-Time
PCR zu messen. Hierzu muss zunichst ein Protokoll erstellt werden, mit dem
moglichst reine ss ¢cDNA moglichst verlustfrei aus dem RT-Produkt gewonnen
werden kann. Durch die Bildung des Quotienten aus der Expression eines
Housekeeping-Gens und des mittels OliGreen ermittelten Gesamt-cDNA-Gehalt der
entsprechenden Probe sollen globale methodische Fehler der Pra-PCR bei der

Evaluation von potentiellen Housekeeping-Genen ausgeglichen werden.
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2.3.4 Genspezifische methodische Fehler: Aufdeckung in Vorversuchen und

Ableitung einer Strategie zu deren Minimierung

Wie in Abschnitt 2.3 bereits erwdahnt wurde, stellen genspezifische methodische
Fehler in der Pra-PCR ein grofles Problem in der Genexpressionsanalyse mittels Real-
Time PCR dar. Im Gegensatz zu globalen methodischen Fehlern konnen sie nicht
kompensiert werden, indem sie erfasst und mathematisch ausgeglichen werden.

Zwar ist die Bedeutung der Pra-PCR als wichtigste nicht kompensierbare Fehlerquelle
der Real-Time PCR bekannt, jedoch existieren keine umfassenden Studien zum
Einfluss verschiedener Protokolle. Im Gegenteil, es findet ein weites Spektrum
verschiedenster Pra-PCR-Protokolle Anwendung. Viele dieser Protokolle wurden fiir
andere, weniger prazise Methoden als die Real-Time PCR entwickelt und werden

seitdem teilweise unkritisch verwendet (Bustin 2000, Strachan 1999).

Vorversuche

Der Einfluss globaler und insbesondere auch genspezifischer methodischer Fehler
zeigte sich in Vorversuchen zu dieser Studie. Zu Beginn dieser Arbeit waren fir die
Isolierung der RNA und die Reverse Transkription (RT) etablierte Protokolle
ausgewdhlt worden, die sich in verschiedenen publizierten Arbeiten bewidhrt hatten.
Es zeigten sich jedoch verbliiffende Zwischenergebnisse, so dass eine tief greifende
Reevaluation der verwendeten Methoden notig wurde.

Im Folgenden sollen kurz die zunichst verwendeten Methoden begriindet und
skizziert werden. Anschlieffend werden die Zwischenergebnisse dargestellt, die sich
nur durch grobe methodische Unzuldnglichkeiten erkldren liefen. Darauf auftbauend
sollen die Uberlegungen erliutert werden, die in einer umfangreichen Uberpriifung

verschiedener alternativer Protokolle miindeten.

Fur die RNA-Isolierung wurde ein Protokoll auf Basis des RNeasy kits (Qiagen,
Hilden, Deutschland) gewihlt. Hierbei wird die Biopsie in einem Puffer zerkleinert
und homogenisiert, der die stark denaturierenden Reagenzien Guanidin-
Isothiocyanat und B-Mercaptoethanol enthilt. Diese deaktivieren die in aus dem
Gewebe freigesetzten RNasen. In einer stark salzhaltigen Losung kann anschliefend
die RNA an eine Kieselerdegel-Membran binden, die in vorgefertigten Siulchen
integriert ist. Die so fixierte RNA kann gewaschen und anschliefend eluiert werden

(Bonham 1996). Dieses Verfahren erschien uns aufgrund der hohen Standardisierung
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besonders fiir eine reproduzierbare Isolierung der RNA geeignet. Die Freisetzung der
RNA aus Myokard ist aufgrund des festen und elastischen Gewebes anspruchsvoll.
Daher erfolgte vor der RNA-Isolierung aufgrund von Empfehlungen des Herstellers
und personlicher Erfahrungen in kollaborierenden Laboren eine Aufspaltung der
Biopsien mit Hilfe eines Rotor-Stator-Dispergierwerkzeugs (Ultra-Turrax T 25, Carl
Roth, Karlsruhe, Deutschland) und eines Proteinase-K-Verdaus.

Die RT wurde nach einem Protokoll durchgefiihrt, dass sich in Arbeiten mit

quantitativer kompetitiver PCR bewihrt hatte (Borkhardt 1994, Repp 1995).

Nach diesen Protokollen wurde aus Aliquots der ersten 18 zur Verfiigung stehenden
Myokardproben von Patienten mit Fallotscher Tetralogie cDNA gewonnen und
mittels Real-Time PCR auf einen Teil der potentiellen Housekeeping-Gene hin
untersucht. Bezliglich Details der untersuchten Gene sei auf Abschnitt 4.2.1
verwiesen. Wie

Tabelle 1 zu entnehmen ist, ergaben sich zum Teil erhebliche Schwankungen der
Expression zwischen den einzelnen Proben. Auf die Prisentation der detaillierten
statistischen Auswertung soll an dieser Stelle verzichtet werden. Trotzdem fallen

einige Aspekte besonders ins Auge:

PBGD HPRT GUSB B2M ABL RPLPO CASQ GAPDH 18S
Pat Kopien/pl Kopien/ul Kopien/ul Kopien/pul Kopien/pul Kopien/pl Kopien/pl Kopien/pl Kopien/pl
Patient 1 3.150 16.438 27.368  3.447.822 23515 1.116.876 8.710.409 4.384.116 3.187.091.513
Patient 2 3.032 18.168 32.638 4.185.753 25.416  1.250.724 6.332.217 4.708.230 2.958.218.785
Patient 3 2.185 12.034 22.781 2.706.022  20.692 1.167.493 6.589.535 1.860.492 2.564.958.041
Patient 4 2.114 10.293 23.317  2.327.037 14.334 847.657 5.075.194 1.655.779 2.560.181.240
Patient 5 1.043 3.959 9.835 2.262.271 4.214 151.351  1.013.838 385.559 19.357.445
Patient 6 0 0 0 15 0 104.114 22.516 0 12.987.201
Patient 7 0 0 0 12 0 100.062 308 0 12.114.272
Patient 8 17 20 389 3.547 122 150.195 4.248 553 6.642.200
Patient 9 7 30 578 10.686 86 109.040 11.510 431 2.430.282
Patient 10 311 1.018 4.276 747.094 1.720 120.317 165.150 123.704 1.944.791
Patient 11 0 0 81 23 8 97.839 9 8 1.475.071
Patient 12 380 1.342 4.238 683.738 1.110 49.640 87.056 69.872 1.356.443
Patient 13 128 555 3.198 32.401 573 86.660 65.948 32.540 1.308.266
Patient 14 57 133 1.035 15.666 201 89.553 83.652 1.397 1.272.602
Patient 15 258 500 3.475 559.442 1.157 76.882 50.516 10.835 1.041.222
Patient 16 167 449 2.198 265.075 531 66.743 26.011 23.317 823.636
Patient 17 482 1.064 3.670 649.326 1.222 58.617 111.858 82.116 598.220
Patient 18 0 1 302 46 0 3.133 1.833 0 32.454

Tabelle 1: Ergebnisse der Vorversuche zur Pra-PCR

Dargestellt ist die Expression ausgesuchter Housekeeping-Gene in Aliquots von 18 der in
diese Arbeit eingeschlossenen Myokardproben. Es erfolgte eine absolute Quantifizierung,
die Ergebnisse liegen als Angabe ,cDNA-Kopien des untersuchten Gens pro pl cDNA® vor.
Die Proben sind absteigend nach gemessener 18S-Expression sortiert, die

Probenbezeichnung ist willkurlich gewahilt.
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Die Schwankungsbreite liegt fiir 18S bei einem Faktor von bis zu 10°. Bei
anderen Genen kommen neben stark schwankenden Werten auch negativen Proben
vor.

Die gemessene Expression der verschiedenen Gene korreliert innerhalb einzelner
Proben. Bei hohen Werten fiir ein Gen findet sich meist auch bei anderen Genen eine
starke Expression, dhnlich verhilt es sich bei negativen Proben oder solchen mit
niedriger Expression.

Eine Ausnahme dieser Regel scheint RPLPO zu sein. Hier findet sich keine starke
Korrelation mit anderen Genen. Lediglich 18S und RPLPO weisen Gemeinsamkeiten

auf.

Aufgrund dieser Beobachtungen wurde nun nach einer Erklirung fir diese
Phinomene gesucht. Eine Begriindung durch biologische Vorginge erscheint
unplausibel. So miisste entweder ein Faktor vorliegen, der funktionell sehr
verschiedene Gene in verbliffender Gleichformigkeit reguliert, oder die Gene
miissten sich untereinander in ihrer Expression gegenseitig dergestalt regulieren, dass
eine Korrelation wie die beobachtete entstehen kann. Einfachere und plausiblere
Erkldrungsansitze konnten sich aus methodischen Uberlegungen ergeben:

Eine variable Kontamination mit genomischer DNA (gDNA) konnte einen grofien
Teil der Werte erkliren. Alle Proben wurden spektralphotometrisch auf ihren
(vermeintlichen) RNA-Gehalt hin untersucht. Daraus folgend wurde die RNA-
Konzentration im RT-Ansatz konstant eingestellt. Unter der Annahme einer stark
schwankenden Kontamination der RNA mit gDNA wiren diese Messwerte nicht
korrekt, im RT-Ansatz kann teilweise fast reine gDNA gewesen sein. Da die Real-
Time PCR im Regelfall Intron-iiberspannende Sonden verwendet und damit
spezifisch auf mRNA reagiert (sieche Abschnitt 2.2.3), wiirde die kontaminierende
gDNA sich nicht in erhohten Messwerten niederschlagen. Neben der
Schwankungsbreite wire hiermit auch die Korrelation der einzelnen Gene erklérbar,
da eine verminderte RNA-Konzentration bei starker Kontamination mit gDNA sich
natiirlich auf die RNA aller Gene auswirkt.

RPLPO und in schwicherem Mafle 18S zeigen weniger Korrelation mit den anderen
Genen. Beiden Genen gemeinsam ist der Umstand, dass sie keine Introns besitzen,
die gDNA-Sequenz also der RNA-Sequenz komplementir ist. Kontaminierende
gDNA wiirde bei diesen Genen also mit gemessen werden. Bei RPLP0O konnte dies zu
den relativ konstanten Ergebnissen fithren. Im Falle von 18S ist zu bedenken, dass es

sich um eine rRNA handelt, die als funktionelles Molekiil in ungleich grolerer
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Kopienzahl transkribiert wird als die mRNA anderer Gene. Proportional gesehen
wiirde der Effekt der fehlenden Introns also weniger ins Gewicht fallen als bei RPLPO.
Desweiteren konnte der Umstand, dass vor allem bei 18S Schwankungen um einen
Faktor von bis zu 100.000 zu beobachten waren, auch darin begriindet sein, dass 18S
als rRNA starke Sekundirstrukturen aufweist. Wenn aufgrund einer unzureichenden
Denaturierung der RNA vor der RT eine Aufspaltung dieser Sekundirstrukturen

nicht gewidhrleistet wire, konnte nicht proportional cDNA synthetisiert werden.

Strategie zur Optimierung des Protokolls fiir die Pra-PCR

Die beobachteten Effekte und die Hypothesen zu deren Entstehung hatten

entscheidende Konsequenzen fiir diese Studie:

1) Eine moglicherweise starke Kontamination der isolierten RNA mit gDNA koénnte
fiir die meisten Gene zwar durch die Verwendung von Intron-iiberspannenden
Sonden kompensiert werden, nicht jedoch im Falle von Intron-losen Genen wie
18S und RPLPO.

2) Eine Kontamination mit doppelstrangiger gDNA wiirde die in Abschnitt 2.3.3
beschriebene Strategie zur Quantifizierung der einzelstringigen cDNA nahezu
unmoglich machen, da der verwendete Fluoreszenzfarbstoff OliGreen
tiberproportional auf doppelstrangige Nukleinsauren reagiert.

3) Die postulierte Beeintrachtigung der RT durch Sekundirstrukturen stellt einen
genspezifischen methodischen Fehler dar, denn natiirlich hingt die
Sekundirstruktur von der spezifischen Sequenz einer RNA ab. Der Effekt wurde
anhand der Daten aus den Vorversuchen vor allem fiir 18S postuliert, es stellt sich
jedoch die Frage, ob und wie sehr dieser Effekt auch die Messung anderer Gene
beeinflusst. In der Literatur ist der Einfluss der Sekundirstrukturen grundsitzlich
beschrieben (O’Driscoll 1993). Es fehlen jedoch systematische Arbeiten und
allgemeingiiltige Empfehlungen zu den praktischen Konsequenzen beziiglich der
Protokoll-Auswahl.

Diese Beobachten waren genau genommen tiberhaupt erst der Anlass gewesen, die
Trennung in globale und genspezifische methodische Fehler vorzunehmen. Lediglich
aus didaktischen Griinden ist sie bei der Niederschrift dieser Arbeit gleich zu Beginn
eingefithrt worden.

Abbildung 15 beschreibt die Konsequenzen von genspezifischen methodischen

Fehlern. Sie betreffen die verschiedenen Gene in unterschiedlichem Mafie. Auch die
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Messung der Gesamt-RNA wird unabhingig von der einzelner Gene beeinflusst.

Diese Fehler konnen also nicht getrennt erfasst und fiir jedes gemessene Gen
mathematisch ausgeglichen werden, wie dies bei den globalen methodischen Fehlern
der Fall ist. Aber auch der Ausgleich der globalen Fehler durch die Bildung von
Quotienten (aus Ziel- und Housekeeping-Gen oder aus potentiellem Housekeeping-
Gen und Gesamt-RNA) ist bei Vorliegen von relevanten genspezifischen Fehlern
nicht moglich, denn der Fehler des einen Messwertes ist dann nicht mehr

représentativ fir den des anderen.

Aufgrund dieser Uberlegungen wurde eine Strategie entwickelt, um zum einen die
Kontamination mit gDNA weitestgehend auszuschlieen und zum anderen die
Quellen genspezifischer Fehler aufzudecken und diese Fehler zu minimieren.

Hierzu wurden einige Elemente des Protokolls komplett umgestellt, andere wurden
in zahlreichen Modifikationen getestet, um die optimale Variation zu ermitteln. Eine
umfangreiche Qualititskontrolle wurde implementiert, um den Erfolg der
Mafinahmen zu tberprifen. Details der Optimierung und Evaluation der Pra-PCR
sind in Abschnitt 4.4.1 beschrieben.
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Abbildung 15: Genspezifische methodische Fehler in der Préa-PCR miissen minimiert werden
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Genspezifische methodische Fehler beeinflussen verschiedene Gene einer Probe in verschiedenem MaBe. Dadurch &ndert sich die Anzahl der Molekile eines

jeden Gens sowie die Anzahl der Moleklle aller Gene zusammen in einer Weise, die nicht vorhersehbar oder nachtraglich quantifizierbar ist. Dargestellt wird dies

im abgebildeten Beispiel durch eine inhomogene Anderung der SymbolgréBe fir Zielgen, Housekeeping-Gen und die Gesamt-RNA. Die Bildung eines

Quotienten aus Zielgen und Housekeeping-Gen oder aus Housekeeping-Gen und Gesamt-RNA kann daher nicht dazu dienen, um diese genspezifischen Fehler

nachtraglich zu eliminieren. Genspezifische Fehler kdnnen daher nur durch Optimierung der Protokolle minimiert werden.
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3 FRAGESTELLUNG

In der vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung der natriuretischen Peptide und
angiogenetischen Wachstumsfaktoren bei der Anpassung des Myokards auf die
pathophysiologischen Umstdnde der Fallotschen Tetralogie untersucht. Im Einzelnen

sollten die folgenden Fragen geklirt werden:

1) Ist die Expression von ANP und BNP im Myokard von Patienten mit Fallotscher
Tetralogie im Sinne einer fetalen Reexpression erhoht? Besteht ein
Zusammenhang mit dem rechtsventrikuliren Druck oder der arteriellen

Sauerstoffsittigung?

2) Lasst sich eine Expression von HIF1A, Gesamt-VEGF, VEGF-121, VEGF-165,
VEGF-189, VEGF-R1 und VEGF-R2 im nicht ischamischen Myokard von
Patienten mit Fallotscher Tetralogie nachweisen? Ist die Expression im Sinne einer
fetalen Reexpression erhoht? Besteht ein Zusammenhang mit dem

rechtsventrikuldren Druck oder der arteriellen Sauerstoffsattigung?

Aufgrund der beschriebenen methodischen Anforderungen mussten zunichst die

folgenden Aufgaben erledigt werden:

1) Untersuchung verschiedener RT-Protokolle und der gesamten Pria-PCR auf
genspezifische methodische Fehlerquellen und Entwicklung eines validen

Protokolls

2) Etablierung eines Protokolls zur Quantifizierung einzelstringiger cDNA mit Hilfe

des Fluoreszenzfarbstoffes OliGreen zum Ausgleich globaler methodischer Fehler
3) Mit Hilfe dieses Protokolls: Evaluation von zehn potentiellen Housekeeping-

Genen fir die Anwendung im Rahmen der Genexpressionsanalyse an

Myokardbiopsien von Patienten mit Fallot-Tetralogie
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4 MATERIAL UND METHODEN

4.1 STUDIENKOLLEKTIV

4.1.1 Kollektiv der Patienten mit Fallot-Tetralogie und Fallot-artigen Herzfehlern
Finfundzwanzig Patienten wurden in die Studie eingeschlossen. Die zugrunde
liegende klinisch-morphologische Diagnose war in dreiundzwanzig Fillen eine
Fallotsche Tetralogie (TOF) sowie in jeweils einem Fall double-outlet right ventricle
(DORYV) vom Fallot-Typ und Pulmonalarterienatresie vom Fallot-Typ.
Rechtsventrikuldre Proben wurden im Rahmen der Korrekturoperationen aus dem
resezierten subvalvuliren Myokard entnommen und sofort in fliissigem Stickstoff
schockgefroren. Bei einundzwanzig Patienten wurde operativ eine primire Korrektur
des Vitiums durchgefiihrt, bei vier Patienten wurde im hoheren Alter aufgrund von
Restpulmonalstenosen und/ oder Pulmonalinsuffizienzen erneut operativ
interveniert. Die Myokardproben entstammten einer Studie zum Effekt der
perioperativen Carnitin-Supplementierung. Verwendet wurden nur Proben, die nach
Abschluss dieser Studie als Placebo-Proben identifiziert worden waren. Die Ethik-
Kommission der Justus-Liebig-Universitit Gieflen sowie die Patienten bzw. deren
Eltern hatten der Probenentnahme zugestimmt.

Die Gruppen werden im Folgenden als TOF, 1. OP und TOF, 2. OP bezeichnet.

Im Rahmen der pridoperativen Herzkatheterdiagnostik wurden die arterielle
Sauerstoffsittigung (Sa O,), der rechtsventrikuldre Spitzendruck (P RV peak), der
rechtsventrikulire enddiastolischer Druck (P RV ed), der rechtsatrielle Mitteldruck
(P RA mean) und der Quotient aus pulmonalem und systemischem Fluss (Q,/Q;)
bestimmt. Tabelle 2 gibt eine Zusammenfassung der klinischen Parameter wider (die

ausfiihrliche Darstellung findet sich im Anhang).
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Patienten mit primérer Patienten mit Reoperation
Korrekturoperation
(I’I=21) (n=4)
Median / Median /
Parameter Anzahl der Fille Spannweite Anzahl der Fille Spannweite
Alter 10 Monate 5 Monate — 16 Jahre 14 - 25 Jahre
8 Jahre

Geschlecht 13 ménnlich, 8 weiblich 3 mannlich, 1 weiblich
Préoperative
Betablocker- 6 0
Therapie
Sa O, 91% 76 - 99 % 97% 84 -99 %
P RV peak 87 mmHg 45 - 134 mmHg 61 mmHg 50 - 119 mmHg
P RV ed 9 mmHg 2-15 mmHg 9 mmHg 8 - 13 mmHg
P RA mean 4 mmHg 0-36 mmHg 6 mmHg 4 -10 mmHg
Q,/Qs 1 0.36 - 2.19 1 0.59 - 1

Tabelle 2: Ausgewahlte klinische Parameter der Patienten

Die arterielle Sauerstoffsattigung (Sa O,), der rechtsventrikulare Spitzendruck (P RV peak),
der rechtsventrikuldre enddiastolischer Druck (P RV ed), der rechtsatrielle Mitteldruck (P RA

mean) und der Quotient aus pulmonalem und systemischem Fluss (Qy/Qs) wurden im

Rahmen von Herzkatheteruntersuchungen bestimmt.
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4.1.2 Kontrollkollektiv

Zur Bildung der Kontrollgruppe wurden sechs rechtsventrikulire (RV) und vier
rechtsatriale (RA) Myokardproben aus zehn verschiedenen gesunden Spenderherzen
entnommen, die aufgrund organisatorischer Schwierigkeiten nicht transplantiert
werden konnten. Diese Proben wurden uns von Frau Dr. S. Sperling, Max-Planck-
Institut fiir Molekulargenetik, Berlin zur Verfiigung gestellt. Auch in diesem Falle
hatten die Ethikkommission und die Spender bzw. deren Angehorige der
Verwendung zugestimmt.

Im Folgenden werden die Gruppen als KO, RV und KO, RA bezeichnet.

Aufgrund des Alters der Spender (18 bis 59 Jahre) war eine Zuordnung von
Studienpatienten und Kontrollproben im Sinne einer Fall-Kontroll-Studie nicht
moglich. Allerdings stellten diese Spenderorgane die einzige Moglichkeit dar,
Myokardproben Herzgesunder in die Studie einzuschlieflen. Die Ergebnisse sind
jedoch vor diesem Hintergrund zu interpretieren.

Tabelle 3 gibt Alter und Geschlecht der Mitglieder des Kontrollkollektives wieder.
Details finden sich im Anhang.

Rechtsventrikuldre Kontrollen Rechtsatriale Kontrollen
(n=6) (n=4)
Median / Median /
Parameter Anzahl der Fille Spannweite Anzahl der Fille Spannweite
Alter 39 Jahre 18 - 57 Jahre 53 Jahre 37 - 59 Jahre
Geschlecht 3 mannlich, 3 weiblich 4 weiblich

Tabelle 3: Kontrollkollektiv
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4.2 UNTERSUCHTE GENE

4.2.1 Housekeeping-Gene
Tabelle 4 zeigt die in dieser Studie evaluierten potentiellen Housekeeping-Gene. Auch ausgewihlte Studien, die diese Gene als Housekeeping-Gene

evaluiert oder verwendet haben, sind angegeben. Kursiv sind hierbei Studien am Myokard hervorgehoben.

Bedeutung als Housekeeping-Gen in der Real-Time PCR

Gen Vollst. Bezeichnung, Synonyme Biologische Funktion Evaluiert Anwendung ohne Evaluation Bemerkungen
PBGD Porphobilinogen deaminase; Hamsynthese, alternative © humane Alveolarmakrophagen % Haufig, v.a. im onkologischen
Hydroxymethylbilane synthase, Splicing-Variante mit (Fink 1998) Bereich
HMBS Housekeeping-Eigenschaften

© humane leukémische Zellen
(Mensink 1998)

® Burkitt-Lymphom-Proben (Wilda
2004)

® maligne Leukozyten (Lupberger
2002)

HPRT Hypoxanthine Purinabbau ® humanes transplantiertes Myokard % Tumorgewebe (Specht 2001)
phosphoribosyltransferase und isolierte Cardiomyozyten
(Moniotte 2001)

® Burkitt-Lymphom-Proben (Wilda % Lungengewebe (von der Hardt
2004) 2002)

GUSB Beta-glucoronidase Lysosomales Enzym ® humane Adipozyten (Gorzelnik % Mamma-Ca (Egawa 2001)
2001)

% chronisch myeloischer Leuk&mie
(Stentoft 2001)
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Bedeutung als Housekeeping-Gen in der Real-Time PCR

Gen Vollst. Bezeichnung, Synonyme Biologische Funktion Evaluiert Anwendung Bemerkungen
B2M Beta-2-microglobulin Kleine Untereinheit des MHC © Minimal Residual Disease % chronisch myeloischer Leukamie
Klasse | Molekils (Pallisgaard 1999) (Stentoft 2001)
© Fibroblasten (Schmittgen 2000) % Haufig
© maligne Leukozyten (Lupberger
2002)
® humane Adipozyten (Gorzelnik
2001)
® Burkitt-Lymphom-Proben (Wilda
2004)
ABL V-abl Abelson murine leukemia Rezeptor-Tyrosine-Kinase, ® humanes transplantiertes Myokard % Haufig, v.a. im onkologischen
viral oncogne homolog 1 Proto-Onkogen und isolierte Cardiomyozyten Bereich
(Moniotte 2001)
© Burkitt-Lymphom-Proben (Wilda % Bei chronisch myeloischer
2004) Leukamie (Guo 2002)
TNNI3 Troponin |, cardiac; cTnl Bestandteil Troponin-Komplexes © humanes fetales und adultes % in adultem versagendem Myokard ~ Cardiomyozytenspezifisch
am diinnen Filament des versagendes Myokard (Razeghi 2001) (Razeghi 2002)
gestreiften Muskels
Konstante Expression
nachgewiesen im fehlgebildeten
Mauseherz (Franco 2001), bei
Hypertrophie und kardialer
Dekompensation (Cumming 1995)
RPLPO Ribosomal protein, large, PO Bestandteil der 60S Untereinheit ® humane Adipozyten (Gorzelnik % In fetalem und adultem Rattenherz ~ Gen enthalt keine Introns

2001)

(Depre 1998, Depre 2000)
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Bedeutung als Housekeeping-Gen in der Real-Time PCR

Gen Volist. Bezeichnung, Synonyme Biologische Funktion Evaluiert

Anwendung Bemerkungen

Calcium-bindendes Protein im
Sarkoplasmatischen Retikulum

CASQ2 Calsequestrin 2 (cardiac muscle)

GAPDH  Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

© humanes transplantiertes Myokard
und isolierte Cardiomyozyten
(Moniotte 2001)

Glycolyse

© mit Einschrdnkungen fir
Cardiomyozyten der Ratte (Winer
1999)

© humane Adipozyten (Gorzelnik
2001)

® Fibroblasten (Schmittgen 2000)

® wachsende KolalateralgefaBe
(Deindl 2002)

® viele Gewebe (Review: Bustin
2000)

% Bei der kompetitiven RT-PCR in
humanem Myokard nach
Herztransplantation (Hullin 1999)

Cardiomyozytenspezifisch

Konstante Expression
nachgewiesen fir Hypertrophie
(DiPaola 2001), hypertrophe
Cardiomyopathie (Somura 2001)
und kardiale Dekompensation
(Yoneda 2001)

Widerspruchliche Studien zur
Expression beim "stunned
myocardium": konstant (Luss
1998), erhoht (Frass 1993)

Glukosestoffwechsel ist im
Myokard vielfaltig reguliert
(Taegtmeyer 2000)

% In humanem Myokard von
Patienten mit Aortenstenose (Fielitz
2002)

% In humanem Myokard bei
Hypertropher Cardiomyopathie
(Somura 2001)

% In volumenbelastetem Rattenherz
(Kuwahara 2002)

% In neonatalem und adultem
Myokard an der Maus (Schoenfeld
1998)

% Haufig, in vielen Geweben
(Review: Bustin 2000)
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Bedeutung als Housekeeping-Gen in der Real-Time PCR

Gen Volist. Bezeichnung, Synonyme Biologische Funktion Evaluiert Anwendung Bemerkungen
18S 18S ribosomal protein Bestandteil der 40S Untereinheit © Fibroblasten (Schmittgen 2000) % humane Myokardbiospien bei Gen enthalt keine Introns
koronarer Herzkrankheit (Wang 2004)
© wachsende KolalateralgefaBe % Rattenherz unter Hypoxie (Razeghi  rRNA
(Deindl 2002) 2003)
© viele Gewebe (Review: Bustin % Aortenmyozyten der Ratte (Mamic  starke Sekundérstrukturen
2000) 2000)

% Haufig, in vielen Geweben
(Review: Bustin 2000)

Tabelle 4: Die untersuchten potentiellen Housekeeping-Gene
Dargestellt sind die Abkirzungen und vollstdndigen Bezeichnungen laut NCBI, eine kurze Beschreibung der biologischen Funktion sowie ausgewahlte
Quellenangaben zur Evaluation und Anwendung als Housekeeping-Gene in der Real-Time PCR. Die Bedeutung der Symbole: © Housekeeping-Gen evaluiert

und fir valide befunden, ® Housekeeping-Gen evaluiert und fiir nicht valide befunden, ¥ Anwendung eines Housekeeping-Gens ohne vorherige Evaluation,
kursiv: Evaluation/ Anwendung im Myokard.
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4.2.2 Zielgene

Die folgenden Zielgene wurden untersucht: ANP (atrial natriuretic peptide), BNP
(brain-type natriuretic peptide), HIF1A (hypoxia-inducible factor 1a), VEGF
(vascular endothelial growth factor A), VEGF-R1 (vascular endothelial growth factor
receptor 1) und VEGF-R2 (vascular endothelial growth factor receptor 2). Fiir VEGF
wurde zum einen mit einem unspezifischen Amplikon die Gesamtmenge
quantifiziert, zum anderen wurden die drei Isoformen VEGF-121, VEGF-165 und
VEGF-189 bestimmt.
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4.3 UBERSICHT DER METHODEN

Im  Folgenden sollen die einzelnen methodischen  Elemente  der
Genexpressionsanalyse dargestellt werden (siehe Abbildung 16).

Abschnitt 4.4 beschreibt die RNA-Isolierung und die Reverse Transkription
(zusammen als Pra-PCR bezeichnet). Hierbei wird auch die Optimierung des
Protokolls beschrieben, wie sie zur Minimierung der genspezifischen methodischen
Fehler notig war.

In Abschnitt 4.5 wird die Entwicklung eines neuen Protokolls zur Quantifizierung
einzelstrangiger cDNA erldutert, wie sie zum Ausgleich der globalen methodischen
Fehler im Rahmen der Evaluation von zehn potentiellen Housekeeping-Genen notig
war.

Abschnitt 4.6 schlieSlich beschreibt die Real-Time PCR selbst, mit der die

Housekeeping- und die Zielgene quantifiziert wurden.

Messwert
Zielgen

Real-Time PCR
Abschnitt 4.6
Optimierung: P 12-15

Durchfiihrung: P 11, 20-2
Evaluation: P 16-19

Messwert
HK-Gen

RNA-Isolation
Abschnitt 4.4

RT
Abschnitt 4.4

Optimierung: P 3, 4,5
Durchfiihrung: P 6
Evaluation: P 7

Biopsie cDNA

Durchfiihrung: P 1, 2, 6
Evaluation: P 7

OliGreen
Abschnitt 4.5

Optimierung: P 8
Durchfiihrung: P10
Evaluation: P9

Messwert
cDNA

Abbildung 16: Ubersicht der Methoden
Angegeben sind die Abschnitte, in denen die Methoden beschrieben werden, sowie die

Protokolle (P) nach denen die Optimierung, Durchfihrung und Evaluation stattfand.
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4.4 PRA-PCR

4.4.1 Optimierung und Evaluation der Pra-PCR

Aufgrund der in Abschnitt 2.3.4 dargestellten Vorversuche wurde eine Strategie
entwickelt, um die Quellen der genspezifischen Fehler in der pra-PCR aufzudecken
und diese Fehler zu minimieren. Auflerdem sollte die Kontamination der RNA und
der daraus synthetisierten cDNA mit gDNA weitestgehend ausgeschlossen werden.
Hierzu wurden die Protokolle fiir die RNA-Isolation komplett umgestellt (siehe
Tabelle 5, Protokoll 1 und Protokoll 2), fiir die RT wurden zahlreiche
Protokollmodifikationen getestet, um die optimale Variation zu ermitteln (siehe
Tabelle 6, Protokoll 3, Protokoll 4 und Protokoll 5).

Die so entwickelten Protokolle fiir die Pra-PCR (zusammengefasst in Protokoll 6)

wurden in verschiedenen Versuchen evaluiert (siehe Protokoll 7).

Isolierung der RNA: Auswahl neuer Protokolle

Im Folgenden soll die Auswahl der Protokolle fiir die RNA-Isolierung begriindet und
die Evaluation der einzelnen Schritte beschrieben werden. Tabelle 5 gibt die
wesentlichen Unterschiede der neuen Protokolle (Protokoll 1 und Protokoll 2)
gegentiber denen der Vorversuche wieder. Die so abgeleiteten Protokolle fiir RNA-
Isolierung, DNase-Verdau und Uberpriifung der gDNA-Freiheit wurden in

Vorversuchen an Fragmenten eines humanen explantierten Herzens getestet.

Protokolle der Vorversuche Neu ausgewahlte Protokolle

Aufspaltung und Rotor-Stator- Mérsern auf Stickstoff,
Homogenisierung der Dispergierwerkzeug Mixer Mill MM 300
Biopsie (in B-Mercaptoethanol) (in TRIzol)
RNA-Isolierung Qiagen RNeasy TRIzol

DNAse-Verdau - D

Kontrolle auf gDNA- -
Freiheit

Tabelle 5: Auswahl der neuen Protokolle fiir die RNA-Isolierung

Die Aufspaltung der Myokardbiopsien ist aufgrund der Gewebeeigenschaften
anspruchsvoll. Mit Hilfe des Rotor-Stator-Werkzeugs konnte die makroskopische
Zerkleinerung der Proben zwar befriedigend erreicht werden, jedoch zeigte sich im

Verlauf, dass eine Reinigung des Werkzeugs nach jeder Anwendung nicht nur
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zeitaufwendig war, sondern dass sie bei Nachweis positiver Negativ-Kontrollen auch
nicht effizient war. Nach weiteren Vorversuchen mit porkinen Myokardproben
erfolgte daher die Umstellung auf ein zweistufiges Verfahren, in dem die Proben
zundchst auf flussigem Stickstoff gemorsert und anschliefend mit Hilfe des
Oszillationswerkzeuges Mixer Mill MM 300 weiter homogenisiert wurden.

Auch die Anwendung der RNeasy-kits wurde neu tiberdacht. Die Riicksprache mit
dem Hersteller bestitigte den Verdacht, dass gDNA in hohem Mafle mitextrahiert
werden kann. Hinzu kommt die Eigenschaft von RNeasy, dass lediglich
Nukleinsduren grofier als 200 Basenpaare isoliert werden konnen. Ein grofier Vorteil
der Real-Time PCR besteht darin, dass auch Fragmente unter 200 Basenpaaren
erfasst werden konnen. Insbesondere bei klinischen Proben bedeutet dies, dass auch
potentiell degenerierte RNA der Expressionsanalyse zur Verfiigung steht. Daher kann
ein Herausfiltern kleinerer Fragmente durchaus eine Verfilschung der Ergebnisse
darstellen. Aus diesen beiden Griinden wurde daher die RNA-Isolierung im
Folgenden mit Hilfe der Guanidinium-Thiozyanat-Phenol-Chloroform-Methode
durchgefithrt. Die Vorteile der fehlenden Groflenselektion und der geringeren
Kontamination mit gDNA wurden jedoch mit einem hoheren Arbeitsaufwandes und
einer geringeren Standardisierung erkauft. Umso wichtiger wurde damit die
Kontrolle des methodischen Fehlers und der Cross-Kontamination.

Um eine vollstindige Entfernung der gDNA zu erreichen, fligten wir einen weiteren
Schritt zum Verdau der DNA ein. Hierbei wurde aufgrund der hohen Effizienz ein
Verfahren auf Basis der DNase I gewihlt (Eun 1996, Sutton 1997).

Um die Effizienz dieser DNase-Behandlung zu kontrollieren, entwickelten wir ein
Verfahren zur genauen quantitativen Kontrolle der gDNA-Konzentration, um alle
klinischen Proben nach der RNA-Isolierung zu iiberprifen. Grundlage dieses
Verfahrens ist die absolute Quantifizierung eines single-copy Gens, in diesem Fall
cMYC. Die Sequenz eines pseudogenfreien single-copy Gens ist in einem diploiden
Chromosomensatz genau zwei mal vorhanden, nidmlich in jeweils einer Kopie pro
homologem Chromosom. cMYC ist nach www.ncbi.nlm.nih.gov pseudogenfrei. Ein
humaner somatischer Zellkern enthilt etwa 7 pg genomische DNA (Strachan 1999).
Wird nun mittels Real-Time PCR eine intron-Sequenz von cMYC quantifiziert, so
wird ausschlieSlich genomische DNA erfasst, und es ist ein Riickschluss auf die
Menge der gDNA iiber die einfache Relation ,2 Kopien cMYC pro 7 pg gDNA®
moglich. Die Validitit dieser Methode wurde in Vorversuchen tberpriift, indem
aufgereinigte humane gDNA mittels des Fluoreszenzfarbstoffes PicoGreen
(Molecular Probes, Eugene, OR, USA) quantifiziert und gleichzeitig die Kopienzahl
von cMYC mittels Real-Time PCR quantifiziert wurde. Auf die Details der gDNA-
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Messung mittels PicoGreen soll an dieser Stelle aus Griinden der
Ubersichtlichkeit verzichtet werden. Das Protokoll stellt jedoch eine vereinfachte
Version der in Protokoll 10, Abschnitt 4.5.3 beschriebenen Methode auf Grundlage
von OliGreen dar. Die gemessene Relation von cMYC-Kopien und gDNA diente
hierbei zum experimentellen Ausschluss von Pseudogenen.
Zur Vervollstindigung der Methodenevaluation fand in Vorversuchen eine Kontrolle
des linearen Messbereiches des zur Quantifizierung der RNA verwendeten

Spektralphotometers statt.

Protokoll 1: Alilgemeine Richtlinien beim Umgang mit RNA

Abzug nur fir RNA-Isolierung

Bei der Handhabung von freier RNA stellen ubiquitdr vorkommende RNasen ein groBes
Problem dar. Arbeitsflachen und -gerdte werden schon durch einfaches Berlihren mit
RNasen kontaminiert. Es wurden daher strenge Richtlinien eingehalten, um einen Abbau der
RNA zu minimieren (Sambrook 2001). Die Isolierung der RNA fand unter einem nur flr
diesen Zweck reservierten Abzug statt. Arbeitsflachen und -gerate wurden regelmaBig mit
RNaseZap (Ambion, Austin, TX, USA) behandelt, einem starken Detergenz, dass RNasen
deaktivieren kann. Latexhandschuhe wurden getragen und jedes Mal dann gewechselt,
wenn ein Gegenstand auBerhalb des Abzuges beruhrt worden war. Mehrfach verwendetete
GlasgefaBe wurden bei 150°C fur vier Stunden ausgebacken, bei Einwegmaterial und
Reagenzien wurde auf zertifizierte RNase-Freiheit Wert gelegt.

Protokoll 2: Probengewinnung, RNA-Isolierung und —Aufreinigung, Qualitatskontrolle
Mérsern auf flissigem Stickstoff
Homogenisierung mit der Mixer Mill MM 300
RNA-Isolation mit TRIzol
DNase-Verdau mit DNAfree
Qualitatskontrollen:
Agarosegel
spektralphotometrische Messung
Kontrolle der gDNA-Freiheit duri

Im OP-Saal wurden die Myokardproben mit einem sterilen Skalpell in Fragmente von etwa
10 bis 20 mg zerteilt, einzeln in RNAse-freie Kryo-Rérchen verbracht und in flissigem
Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei —80°C. Die Myokardproben wurden
unter Verwendung autoklavierter StéBel in flissigem Stickstoff gemdrsert. Um
Kontaminationen vorzubeugen verblieben hierbei die Proben in denselben Kryo-Rérchen, in

denen sie gelagert worden waren.
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Eine weitere Aufspaltung des Myokardgewebes und die Isolierung der RNA erfolgte mit Hilfe
der Guanidinium-Thiozyanat-Phenol-Chloroform-Methode (Chomczynski 1987). Hierzu
wurde die gemorserte Myokardprobe in 1000 pl des TRIzol (Gibco BRL Life Technologies,
Merelbeke, Belgien) Guanidinium-Thiozyanat-Phenol-Gemisches verbracht, mit einer 3 mm
durchmessenden Edelstahlkugel bestiickt und in der Mixer Mill MM 300 (Qiagen, Hilden,
Deutschland) durch viermaliges Oszillieren mit 20 Hz fiir jeweils 3 Minuten homogenisiert.
Nach Entnahme der Lésung aus dem ReaktionsgefaB mit der Edelstahlkugel und einem
Zentrifugationsschritt (12.000 g, 10 min, 4°C) zum Entfernen des Zelldetritus wurde der
Uberstand in 200 ul Chloroform durch kraftiges Schiitteln fiir 15-30 sec geldst und 3 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Eine Phasenauftrennung erfolgte durch eine weitere
Zentrifugation (12.000 g, 15 min, 4°C). Die obere, RNA enthaltende Phase wurde
abpipettiert, mit 500 pl Isopropylalkohol versetzt und fir 10 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Eine Sedimentation der RNA als Pellet am Boden des GefédBes wurde durch eine
erneute Zentrifugation (12.000 g, 10 min, 4°C) erreicht. Der Uberstand wurde verworfen und
die RNA zum Waschen in 75%igem Ethanol resuspendiert und wiederum zentrifugiert (7.500
g, 5 min, 4°C). Nach Abnahme des Uberstandes wurde die RNA fiir 5 min bei
Raumtemperatur an der Luft getrocknet und anschlieBend in 50 ul hochreinem Wasser
(LiChroSolv, Merck Life Science & Analytics, Darmstadt, Deutschland) durch eine Inkubation
flir 10 min bei 55°C geldst.

Um die Freiheit der RNA von kontaminierender gDNA zu garantieren, wurde anschlieBend
ein DNase-Verdau mit Hilfe des DNAfree-Kits (Ambion, Austin, TX, USA) durchgefihrt. Die
Inkubation der RNA mit 1 ul DNase | und 5 pl DNase | Pufferkonzentrat erfolgte fiir 30 min
bei 37°C. Mit Hilfe von 5ul des DNase Inactivation Reagent wurde anschlieBend die DNase
inaktiviert und ausgeféllt (zweimaliges Vortexen und Inkubieren fir 1 min bei
Raumtemperatur und anschlieBendes Zentrifugieren mit 10.000 g fir 1 min bei
Raumtemperatur). Der Uberstand mit der gereinigten RNA wurde anschlieBend in ein neues
GefaB Uberfuhrt.

Zur Kontrolle der Qualitat der RNA und einer eventuellen Fragmentierung wurden 5 pl RNA
abgezweigt und eine Gelelektrophorese mit einem 1,5%igem Agarosegel (60V fir 1,5
Stunden) und anschlieBender EtBr-Farbung durchgefiihrt (Sambrook 2001).

Eine spektralphotometrische Bestimmung der Konzentration der RNA (5 pl, 1:2 verdinnt)
und die Abschétzung der Kontamination mit Proteinen anhand des Quotienten der optischen
Dichte bei 260 und 280 nm (Sambrook 2001) diente der Einstellung der RNA-Konzentration
fur die anschlieBende RT und damit auch als alternativer Bezugspunkt flr die Evaluation der
Housekeeping-Gene im Sinne von Abschnitt 2.3.3.

Zur Kontrolle der DNA-Freiheit wurden desweiteren 2 pl der RNA (1:2 verdinnt auf 4 pl)
verwendet, um eine Real-Time PCR fir eine Intron-Sequenz des Single-Copy Gens cMYC
durchzufihren (siehe Protokoll 11).

Nach Hinzufligen von 2 ul eines RNase-Inhibitors (RNaseOUT, Gibco) wurde die RNA bis

zur Reversen Transkription bei -80 °C gelagert.
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Reverse Transkription: Evaluierung zahlreicher Protokollvariationen

Da aufgrund der in Abschnitt 2.3.4 beschriebenen Vorversuche und der in der
Literatur beschriebenen Daten (O’Driscoll 1993) die Hypothese entwickelt worden
war, dass die RT eine wichtige Quelle fiir genspezifische methodische Fehler
darstellen kann, wurden eine Reihe von Protokollvariationen auf ihren Finfluss auf
die genspezifische RT-Effizienz hin untersucht. Wir wihlten zwei Basisprotokolle.
Von diesen ausgehend variierten wir einzelne Bestandteile. Tabelle 6 fasst die
wichtigsten Unterschiede der beiden Basisprotokolle (Protokoll 3 und Protokoll 4)

zusammen. Protokoll 5 beschreibt die FEvaluation verschiedener Protokoll-

Variationen.
RT | nach Borkhardt 1994 RT Il nach Matathias 1999
Denaturierung der RNA alleine RNA + Random Primer +
RNA dNTPs
Enzym, Inkubation Superscript I, 37°C, 60 min Superscript Il, 42°C, 50 min
Konzentrationen
RNA 5 ng/ul 5 ng/ul
In weiteren Versuchen 1,25;
2,5;5;10; 20 und 40 ng/ul
dNTPs 2 mM 0,5 mM

Tabelle 6: Unterschiede der beiden Basisprotokolle fiir die Reverse Transkription

Als Basisprotokoll I diente das in den Vorversuchen verwendete Protokoll (Borkhardt
1994, Protokoll 3). Als Basisprotokoll IT wihlten wir ein neueres Protokoll, das fiir die
Verwendung mit dem weiterentwickelten Enzym Superscript II (Gibco) empfohlen
wurde (Matathias 1999, Protokoll 4). Superscript II wurde entwickelt, um lingere
cDNA-Fragmente synthetisieren zu konnen als das Vorgianger-Enzym Superscript I,
wie es in Basisprotokoll I Verwendung findet. An der Verwendung von Random
Hexamer Primern wurde in beiden Protokollen festgehalten, da in der vorliegenden
Studie auch 18S, also eine rRNA, untersucht werden sollte. Auflerdem sollte im
Verlauf auch die Gesamt-RNA quantifiziert werden. Da mRNA lediglich 2% der
Gesamt-RNA einer Zelle ausmacht (Sambrook 2001), wire auch aus diesem Grund
eine Verwendung von Oligo(dT) Primern, die eine RT nur fir mRNA, beginnend am

Poly (A) Tail initiieren kénnen, nicht moglich.
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Protokoll 3: Reverse Transkription, Basisprotokoll | nach Borkhardt 1994 (RT I)
Denaturierung der RNA alleine
Superscript I, 37°C, 60 min
RNA-Konzentration 5 ng/ul
dNTPs 2 mM

Zunachst erfolgte eine Denaturierung der RNA durch Erwarmung auf 65°C fir 5 Minuten und
anschlieBende rasche Abkuhlung in Eiswasser. Die Reverse Transkription wurde in einem
Volumen von 100 pl bei 37°C fir 60 Minuten durchgefiihrt. Die hierbei verwendeten
Reagenzien in ihrer Endkonzentration waren: 5 ng/ul RNA, 10 ng/ul Random Hexamer
Primer (Boehringer, Mannheim, Deutschland), 10 U/ul Superscript |, 2 U/ul RNaseOUT, 2
mM aller vier Desoxyribonucleosid 5'-Triphosphate A, G, C und T (dNTPs) und 10mM DTT
(allesamt von Gibco). RNaseOUT diente als RNase-Inhibitor hierbei zur Protektion der RNA
wahrend der Inkubation, DTT ist ein essentieller Cofaktor der Reversen Transkriptase.
AnschlieBend wurde eine Deaktivierung der Reversen Transkriptase durch eine Inkubation
bei 95°C fur 5 Minuten durchgefihrt.

Protokoll 4: Reverse Transkription, Basisprotokoll Il nach Matathias 1999 (RTII)
Denaturierung der RNA mit Random-Primern und dNTPs
Superscript Il, 42°C, 50 min
RNA-Konzentration 5 ng/ul
dNTPs 0,5 mM

Im Gegensatz zu Protokoll 3 wurden der RNA gleich zu Beginn Random Hexamer Primer
und dNTPs hinzugefiigt, erst dann folgte die Denaturierung bei 65°C fir 5 Minuten und
rascher Abkuhlung auf Eiswasser. AnschlieBend wurde die Reverse Transkription aufgrund
der differierenden Herstellerempfehlungen bei 42°C fir 50 Minuten durchgefiihrt. Die
verwendeten Reagenzien in ihrer Endkonzentration waren: 5 ng/ul RNA, 10 ng/pl Random
Hexamer Primer, 0,5 mM aller vier dNTPs, 10 U/uL Superscript Il, 2 U/uL RNaseOUT und
10mM DTT. Eine Enzymdeaktivierung bei 70°C fir 15 Minuten schloss sich an.
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Protokoll 5: Evaluation verschiedener Variationen der RT-Protokolle
RNA eingesetzt in verschiedene Protokoll-Varianten (3fach-Ansatz)
Quantifizierung von PBGD, HPRT, GAPDH und 18S mittels Real-Time PCR

RT I
RT Il
RT 1l jedoch Denaturierung ohne Primer
jedoch Superscript | bei 37°C
jedoch dNTPs 2mM
RT Il mit RNA-Konzentrationen von 1,25; 2,5; 5; 10; 20 und 40 ng/ul

Aus Fragmenten eines explantierten humanen Herzens wurde nach Protokoll 2 RNA
gewonnen. Aus diesem Pool wurde RNA entnommen und in jeweils drei Ansatzen von
jeweils 20 ul nach den beiden Basisprotokollen revers transkribiert. AuBerdem wurden auf
Grundlage des Basisprotokolls Il verschiedene Elemente durch die entsprechenden
Vorschriften aus Basisprotokoll | ersetzt: Denaturierung der RNA alleine, d.h. ohne Random
Primer und dNTPs; Verwendung von Superscript | mit den empfohlenen Inkubationszeiten
und -temperaturen; dNTPs in einer Konzentration von 2 mM. Auch diese Protokollvariationen
wurden im dreifachen Ansatz durchgeflhrt.

Des weiteren wurde Basisprotokoll 1l dahingehend variiert, dass die RNA Konzentrationen
1,25; 2,5; 5; 10; 20 und 40 ng/pl verwendet wurden. Auch diese Versuche erfolgten im
dreifachen Ansatz.

AnschlieBend fand eine Quantifizierung von vier ausgewdhlten potentiellen Housekeeping-
Genen statt, die das Panel der untersuchten Gene reprasentieren sollten: PBGD, HPRT,
GAPDH und 188S. Die Real-Time PCR wurde nach Protokoll 11 durchgefihrt.

Als MaB fur den Einfluss der RT auf genspezifische methodische Fehler wurde die relative
RT-Effizienz berechnet als Quotient der resultierenden Kopienzahl eines Gens bei
Verwendung einer bestimmten Protokoll-Variation und der Kopienzahl auf Grundlage des

Basisprotokolls II, bzw. des Basisprotokolls Il mit einer RNA-Konzentration von 1,25 ng/ul.
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4.4.2 Endgiiltiges Protokoll fiir die Pra-PCR und dessen Evaluation

Aufgrund der in Abschnitt 5.1 dargestellten Daten zur Evaluation der Pra-PCR-Protokolle

erfolgte fUr die in diese Studie eingeschlossenen Myokardbiopsien die RNA-Isolierung nach
Protokoll 1 und Protokoll 2. Die RT wurde nach Basisprotokoll 1l mit einer RNA-
Konzentration von 5 ng/ul durchgefiihrt (Protokoll 4). Um die methodischen Fehler weiter zu
reduzieren, wurde die RT in einem Volumen von mindestens 100 ul durchgefthrt. Wurden
von einer Myokardbiopsie mehrere Ansatze a 100 pl revers transkribiert, wurden diese
gepoolt. SchlieBlich wurde die cDNA wurde in Aliquots von 20 pl bei -20°C gelagert.

Zur Kontrolle der Cross-Kontamination wurden Negativ-Proben bis zur Real-Time PCR
mitgefthrt. In allen Leerwerten wurden alle potentiellen Housekeeping-Gene quantifiziert.
Far jeweils 8 Proben wurden folgende Leerwerte mitgefiihrt: RNA-Isolierung ohne Biopsie
(ab dem Mérsern auf Stickstoff), RT ohne RNA und RT mit RNA, aber chne Reverse
Transkriptase.

Anhand der in Protokoll 5 beschriebenen Variationen der RT konnte der Einfluss der RT auf

mogliche genspezifische methodische Fehler untersucht werden. Um auch den Effekt der
RNA-Isolierung miterfassen zu kdnnen, wurde zur Evaluation des gesamten Pra-PCR-
Protokolls eine weitere Kontrolle durchgefihrt.

Hierzu wurde in sechsfachem Ansatz aus benachbarten Fragmenten eines explantierten
humanen Herzens nach Protokoll 2 RNA gewonnnen und nach Protokoll 4 in einem Ansatz
von 20 pl revers transkribiert. AnschlieBend fand eine Quantifizierung von zwei der
potentiellen Housekeeping-Genen statt, die das Panel der untersuchten Gene
reprasentieren sollten: PBGD als Gen mit dem niedrigsten Expressionsniveau und 18S als
Gen mit dem hdéchsten Expressionsniveau und als rRNA mit starken Sekundarstrukturen.
Die Real-Time PCR wurde nach Protokoll 11 durchgefihrt.
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4.5 cDNA-QUANTIFIZIERUNG

4.5.1 Konzept des neuen Protokolls zur Quantifizierung einzelstringiger cONA

Zum Ausgleich globaler methodischer Fehler bei der Evaluation potentieller
Housekpeeing-Gene wurde ein Verfahren zur Quantifizierung einzelstringiger cDNA
(single-stranded cDNA, ss ¢cDNA) auf Basis des Fluoreszenzfarbstoffes OliGreen
(Molecular Probes, Eugene, OR, USA) entwickelt. Im Folgenden soll zunichst das
Konzept des neuen Verfahrens erldutert werden. In Abschnitt 4.5.2 werden die
Versuche zur Optimierung und Evaluation des Protokolls dargestellt, in Abschnitt

4.5.3 das endgiiltige Protokoll.

Wie in Abschnitt 2.3.3 beschrieben war hierbei zu beachten, dass das RT-Produkt
neben der ss cDNA zahlreiche andere Bestandteile enthdlt: RNA und ihre
Zerfallsprodukte, RNA-cDNA-Hybride, eventuell verunreinigende gDNA, Primer aus
der RT, Nukleotide, Enzyme, Salze und organische Losungsmittel. Der
Fluoreszenzfarbstoft OliGreen ist zwar in Hinsicht auf den linearen Messbereich fiir
einzelstrangige Nukleinsduren optimiert, er reagiert jedoch auf doppelstringige
Nukleinsduren um den Faktor 10 bis 20 stirker als auf einzelstringige Nukleinsduren.
Desweiteren konnen vor allem Salze, organische Losungsmittel und Proteine die
Messergebnisse verfilschen (Rye 1993). Phenol und Chloroform sind Bestandteile des
in dieser Arbeit verwendeten RNA-Isolierungsprotokolls und auch mit verschiedenen
Salz- und Pufferlosungen sowie Enzymen wird im Rahmen der cDNA-Synthese
gearbeitet. Es musste daher zunichst ein Protokoll entwickelt werden, mit dem
moglichst reine ss cDNA moglichst verlustfrei und reproduzierbar aus dem RT-
Produkt gewonnen werden kann.

Eine Kontamination der c¢DNA mit doppelstraingiger gDNA wirde die
Quantifizierung der cDNA mit OliGreen nahezu unmoglich machen. Daher wurde
bei der Optimierung des Pri-PCR-Protokolls darauf geachtet, dass die gDNA-
Freiheit der cDNA erreicht und kontrolliert werden kann (siehe Abschnitt 4.4 und
5.1).

Zur Entfernung der aus der RT verbliebenen RNA und der RNA-cDNA-Hybride
mussten mehrere Schritte kombiniert werden. Hierbei ist zu beachten, dass RNA-
cDNA-Hybride stabiler sind als einzelstringige RNA, dass jedoch auch
einzelstrangige RNA intra- oder intermolekulare Sekundérstrukturen bilden kann. Es
erfolgte daher zunichst eine Denaturierung des RT-Produktes und anschlieflend ein

Verdau mit Ribonuclease A (RNase A). Dieses Enzym spaltet selektiv einzelstringige
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RNA. Durch den vorgeschalteten Denaturierungsschritt sollten so also alle
verbliebenen RNA-Molekiile abgebaut werden. Von einer Restaktivitit des in der RT
verwendeten RNase-Inhibitors RNaseOUT war hierbei nicht auszugehen, da am
Ende des RT-Protokolls eine Enzymdeaktivierung stattfand. Um nach dem RNase-
Verdau bis zur Aufreinigung der ss cDNA jedoch eine Kontamination des Labors mit
RNase zu vermeiden, wurde eine Deaktivierung der RNase mittels RNaseOUT
nachgeschaltet. Die Entfernung der nun in Oligonukleotide gespaltenen RNA erfolgte
durch eine Reinigung des RT-Produkts mit Hilfe des Qiagen PCR Purification Kits.
Dieses Kit basiert auf der selektiven Bindung von Nukleinsduren an eine
Kieselerdegel-Membran, die in vorgefertigten Sdulchen integriert ist. Nukleinsduren
kiirzer als 100 Basenpaare — und somit die abgebaute RNA des RT-Produkts —
werden wihrend eines Waschvorgangs verworfen, so dass die Nukleinsduren in
Wasser eluiert werden konnen. Bei diesem Vorgehen werden auflerdem Proteine,
organische Losungsmittel und Salze entfernt, so dass am Ende dieses Prozesses eine

aufgereinigte ss cDNA stehen konnte (Bonham 1996).

Mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes OliGreen konnen geringe Mengen Nukleinsiure
mit Hilfe eines Spektrofluorometers bestimmt werden. Da ein solches Gerit in
unserem Labor nicht vorhanden war, sollte als Alternative das ABI Prism Sequence
Detection System 7700 (SDS 7700) verwendet werden, also dasjenige Gerit, in dem
auch die Real-Time PCR durchgefiihrt wurde. Grundsitzlich stellt das SDS 7700 eine
Kombination aus Thermocycler und Spektrofluorometer dar, jedoch sind die
Volumina der Reaktionsgefifie um etwa den Faktor 10 kleiner als die handelstiblicher
Spektrofluorometer (siehe Abschnitt 2.2.3). Auflerdem ist die Streuung zwischen den
einzelnen  Reaktionsgefiflen  einer = 96-Well-Plate  auf  Ebene  der
Rohfluoreszenzspektren sehr hoch. Im Rahmen der Real-Time PCR findet daher eine
interne Kalibrierung auf die passive Referenz ROX statt. ROX ist ein Gemisch aus
verschiedenen  Fluoreszenzfarbstoffen ~und  Stabilisatoren, dessen  genaue
Zusammensetzung vom Hersteller nicht publiziert wird. Zur Anwendung von
OliGreen im SDS 7700 wurde daher der Hauptbestandteil von ROX, 6-Carboxy-X-
Rhodamin (RhoX6), als passive Referenz verwendet.

Als Bezugspunkt zur Erstellung einer Standardkurve diente ein kommerziell
erworbener einzelstringiger DNA-Plasmid mit einer Linge von 8.000 Basenpaaren
(M13mp19, Gibco). In dieser Groflenordnung liegen auch die Langen der meisten
mRNAs und das gewidhlte RT-Protokoll ist nach Herstellerangaben dazu geeignet,
cDNA dieser Linge zu synthetisieren.
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4.5.2 Optimierung und Evaluation des Protokolls

In Vorversuchen wurden die einzelnen Elemente des neuen Protokolls und das
Gesamtprotokoll optimiert (Protokoll 8) und evaluiert (Protokoll 9). Die Ergebnisse
dieser Evaluation sind in Abschnitt 5.2 dargestellt.

Protokoll 8: Optimierung des Protokolls zur Quantifizierung von ss cDNA
Uberpriifung der Effizienz der RNase und der Fragmententfernung
Uberpriifung der Recovery bei der Aufreinigung der ss cDNA

Wahl der Konzentrationen von OliGreen und RhoX6
Erstellung von Standardkurven mit dem 8kb-Standard M

Um die Effizienz der RNase und der Fragmententfernung zu Uberprifen sowie die nétige
Enzymkonzentration zu ermitteln, wurde humane RNA in einer Konzentration von 10 ng/ul
(also in einer um den Faktor 2 hdoheren Konzentration als in der RT nach Protokoll 4) mit
verschiedenen Konzentrationen RNase A (0,006 U/ul bis 0,8 U/ul) im dreifachen Ansatz
verdaut. Nach Messung der RNA mit Hilfe von OliGreen nach dem unten beschriebenen
Protokoll war ab einer RNase-Konzentration von 0,1 U/l kein Signal mehr nachweisbar.
Daher wurde fir die weiteren Versuche sicherheitshalber eine Konzentration von 0,4 U/ul
gewahlt. In Hinsicht auf die Inkubationszeit wurde auf eine Versuchsreihe zur Ermittlung der
kirzesten wirksamen Inkubationszeit verzichtet und konservativ eine Zeit von 2 Stunden
gewahlt. Die Konzentration des RNase-Inhibitors wurde gewahlt, indem die nach
Herstellerangaben empfohlene Konzentration fiir die verwendete Menge RNase verdoppelt
wurde. Auch hier erfolgte die Wahl der Inkubationszeit konservativ unter Verzicht auf eine
Optimierung.

Um zu Oberprifen, welcher Anteil der Nukleinsduren mit welcher Streuung bei der Reinigung
mit Hilfe des PCR Purification Kits wiedergewonnen werden konnte (Recovery), wurde der
verwendete 8kb-Standard M13mp19 in den Konzentrationen 2 ng/pl und 20 ng/pl im
achtfachen Ansatz nach dem unten stehenden Protokoll gereinigt und mittels OliGreen
quantifiziert.

Far OliGreen und RhoX6 wurden die Rohspektren in den SDS 7700 eingelesen. Die
Konzentration von OliGreen im Protokoll entspricht den Herstellerangaben, die
Konzentration von RhoX6 wurde so gewdhlt, dass die Fluoreszenz etwas Uber der von
OliGreen liegt. RhoX®6 ist instabil und verliert in einem Zeitraum von wenigen Stunden nach
Auftauen und Verdinnen seine fluoreszierenden Eigenschaften. Daher stellt die im Vergleich
zu OliGreen etwas zu hoch eingestellte Konzentration einen Sicherheitspuffer dar.

Anhand der mit dem 8kb-Standard M13mp19 erstellten Standardkurven konnte der lineare

Messbereich bestimmt werden.
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Protokoll 9: Evaluation des Protokolls zur Quantifizierung von ss cDNA
Intra-Assay-Variabilitdt der Messung am SDS 7700 im 3fach-Ansatz
Inter-Assay-Variabilitdt der Messung am SDS 7700 im 3fach-Ansatz

Variabilitat der gesamten Methode im 8fach-Ansatz

Die intra-Assay-Variabilitdt der Quantifizierung mit OliGreen und dem SDS 7700 ohne die
vorherige Aufreinigung der ss cDNA wurde sowohl in Vorversuchen als auch anhand der
spater gemessenen cDNAs als Variationskoeffizient von Dreifach-Messungen auf einer 96-
Well-Plate bestimmt.

Die inter-Assay-Variabilitat der Quantifizierung mit OliGreen ohne die vorherige Aufreinigung
der ss cDNA wurde in Vorversuchen als Variationskoeffizient von dreimaligen Messungen
derselben aufgereinigten cDNA auf drei verschiedenen 96-Well-Platen jeweils im dreifachen
Ansatz bestimmt.

Die Variabilitdt der gesamten Quantifizierung einer ss cDNA inklusive des RNase-Verdaus
und der Aufreinigung wurde als Variationskoeffizient einer cDNA bestimmt, die im
achtfachen Ansatz verdaut und gereinigt, sowie anschlieBend im jeweils dreifachen Ansatz
mit OliGreen quantifiziert wurde.
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4.5.3 Endgiiltiges Protokoll: Quantifizierung einzelstringiger cDNA

Aufgrund der in den Abschnitten 4.5.2 und 5.2 dargestellten Vorversuche erfolgte die
Quantifizierung der ss cDNA der in diese Arbeit eingeschlossenen Myokardbiopsien

anhand von Protokoll 10.

Protokoll 10: Quantifizierung einzelstrangiger cONA
DNase-Verdau der RNA noch vor der RT
RNase-Verdau der cDNA mit RNase A
Aufreinigung der ss cDNA mit dem PCR Purification Kit

Denaturierung zur Beseitigung eventueller Sekundarstrukturen

Messung nach Inkubation mit OliGreen am SDS 770

Durch einen DNase-Verdau der RNA vor der RT und die Kontrolle durch die Quantifizierung
von cMYC (siehe Abschnitt 4.4.1 und 4.4.2) konnte eine weitestgehende Freiheit der
synthetisierten ss cDNA von gDNA erreicht werden. 50 pl des RT-Produktes wurden fiir die
Quantifizierung der ss cDNA verwendet.

Zur Elimination verbleibender freier und in RNA-cDNA-Duplexen gebundener RNA erfolgte
zunachst eine Denaturierung des RT-Produktes durch Inkubation bei 95°C fir 5 Minuten und
rasche AbkUhlung auf Eiswasser fur weitere 5 Minuten. Es folgte der RNase-Verdau durch
Zugabe von RNase A (Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden) in einer Endkonzentration
von 0,4 U/ul und Inkubation bei 37°C fir 2 Stunden. Im Anschluss wurde die RNase durch
Zugabe von RNaseOUT (Gibco, Endkonzentration 2,3 U/ul) und DTT (Gibco, 1,4 uM) sowie
eine anschlieBende Inkubation bei 37 °C fir 30 Minuten deaktiviert.

Die Entfernung von gespaltener RNA sowie von Salzen, Proteinen, DTT und eventuell
verbliebenen organischen Ldsungsmitteln erfolgte mit Hilfe des PCR Purification Kits
(Qiagen). Hierzu wurden 250 pl des salzhaltigen Puffers PB hinzugegeben und das Gemisch
auf die vorgefertigten Saulen gegeben. Durch eine Zentrifugation (10.000g, 1 min, 20°C)
wurde die cDNA an die Kieselerde-Membranen gebunden. Eine Reinigung der gebundenen
cDNA erfolgte durch Hinzugabe von 750 pl des Ethanol-haltigen Puffers PE und eine
erneute Zentrifugation (10.000g, 1 min, 20°C). Zur verbesserten Aufreinigung wurde dieser
Schritt wiederholt. Eine weitere Zentrifugation (15.000g, 1 min, 20°C) entfernte
Uberschissigen Puffer PE. Mit 50 pl hochreinem Wasser (LiChroSolv) wurde durch
letztmaliges Zentrifugieren (10.000g, 1 min, 20°C) die ss cDNA eluiert.

Um eventuelle cDNA-Sekundarstrukturen zu denaturieren, erfolgte eine Inkubation bei 95°C
fur 5 Minuten und eine rasche Abklhlung auf Eiswasser.

In einem Gesamtvolumen von 100 pl fand nun im Dreifach-Ansatz die Quantifizierung der ss
cDNA mittels OliGreen und dem SDS 7700 statt. Die Endkonzentration von OliGreen
(Molecular Probes) wurde nach Herstellerempfehlungen eingestellt (eine absolute

Konzentrationsangabe ist dem Produkt nicht zu entnehmen), RhoX6 (Molecular Probes) lag
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in einer Endkonzentration von 2 ng/ul vor, die ss cDNA war 1:10 verdinnt und als Puffer
diente nach Herstellerempfehlungen TE-Puffer (Endkonzentrationen: 10 mM Tris-HCI, 1 mM
EDTA, pH 7.5, Molekular Probes). Eine Standard-Kurve wurde gebildet, indem der 8kb-
Standard M13mp19 (Gibco) im Zweifach-Ansatz in 7 Verdiinnungsstufen zwischen 0,03 und
2 ng/pl gemessen wurde. AuBerdem wurden pro 96-Well-Plate 2 Negativ-Kontrollen
mitgefihrt. Nach dem Pipettieren der Platte fand eine Inkubation im Dunklen fir 5 Minuten
bei Raumtemperatur statt.

Mit Hilfe der SDS Software wurden die Rohspektiren der einzelnen ReaktionsgefaBe
aufgezeichnet und rechnerisch in die Bestandteile OliGreen und RhoX6 zerlegt. Aus diesen
beiden Werten wurde zum Ausgleich der Well-to-Well Schwankungen ein Quotient gebildet.
Aus den Quotienten der einzelnen Verdinnungsstufen des Standards wurde eine
Standardkurve gebildet und die Rohwerte der zu messenden Proben wurden anhand dieser

Kurve quantifiziert.

Anhand dieses Protokolls war es bei der Evaluation der potentiellen Housekeeping-
Gene moglich, globale methodische Fehler auszugleichen, indem ein Quotient
gebildet wurde aus der mittels Real-Time PCR gemessenen Genexpression und der

mittels OliGreen ermittelten ss cDNA-Konzentration.
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4.6 REAL-TIME PCR

4.6.1 Allgemeines Protokoll: Real-Time PCR

Die Real-Time PCR fand in verschiedenen Phasen dieser Studie Verwendung zur
Quantifizierung von Nukleinsduren: bei der Quantifizierung der cDNA bestimmter
Gene im Rahmen der Optimierung der Pra-PCR (Abschnitt 4.4), zur Kontrolle auf
Verunreinigungen der cDNA durch gDNA, wie sie im Rahmen der Quantifizierung
der Gesamt-RNA mittels OliGreen (Abschnitt 4.5) notwendig war, und natiirlich bei
der Genexpressionsanalyse von potentiellen Housekeeping-Genen, natriuretischen
Peptiden und angiogenetischen Wachstumsfaktoren (Abschnitt 4.6.3).

Das zugrunde liegende Protokoll war hierbei in allen Fillen identisch und wird im
Folgenden als Protokoll 11 beschrieben. Bei den einzelnen Anwendungen
unterscheidet sich lediglich die Aufteilung der 96-Well-Plates, das heifdt, welche
Proben an welchen Positionen auf welches Gen hin untersucht wurden, und ob dies
in zwei-, drei-, oder achtfachem Ansatz geschah. Diese Angaben finden sich in den
entsprechenden Abschnitten.

Das Protokoll basiert auf der Arbeit von Heid et al (Heid 1996) und wurde seitdem in
meist unveranderter Form in zahlreichen Studien verwendet, die sich der Tagman-
Sonden bedienten. Ein beispielhafter Auszug dieser Arbeiten ist Tabelle 4 in
Abschnitt 4.2.1 zu entnehmen.

Protokoll 11: Real-Time PCR, allgemeines Protokoll
Richtlinien zur Verhinderung von Cross-Kontaminationen
Einheitliches Protokoll flr alle untersuchten Gene
Verwendung des Tagman Universal Mastermixes
Primer und Sonden in fir jedes Gen optimierten Konzentrationen
Vorlegen der cDNA auf die 96-Well-Plates, Hinzugabe des Mastermixes
Durchfiihrung und Auswertung der PCR am SDS 7700

Aufgrund der Sensitivitdt der Methode wurden strenge Richtlinien eingehalten, um Cross-
Kontaminationen auszuschlieBen. So wurden die verschiedenen Arbeitsschritte rdumlich
getrennt. Wie in Protokoll 1 beschrieben, fand die Isolierung der RNA und die RT in einem
getrennten Raum und dort in einem nur hierfir vorgesehenen Abzug statt. Fir alle PCR-
Reaktionen auf einer 96-Well-Plate, die dieselbe Nukleinséduresequenz quantifizieren sollten
und damit dasselbe Set aus Primern und Sonde benétigten, wurde ein gemeinsamer
Mastermix hergestellt, der alle Reagenzien fur die PCR auBer der cDNA enthielt. Dies fand

wiederum in einem getrennten Raum statt, der nur fir die Arbeit mit Primern und Sonden
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reserviert war, jedoch nicht fiir die Arbeit mit DNA oder RNA. Hierdurch sollten Cross-
Kontaminationen mit Template vermieden werden. Die Beschickung der 96-Well-Plates mit
cDNA und Mastermix fand schlieBlich in einem dritten Raum statt. Neben dieser rdumlichen
Trennung galten allgemeine Hygienerichtlinien. Die Gerate und Materialien eines Raumes
verblieben zu jeder Zeit im diesem Raum. Arbeitsflachen und Gerate wurden vor und nach
jeder Anwendung mit 70%iger Ethanollésung gereinigt. Neben dem mechanischen
Reinigungseffekt sollten hiermit auch eventuell vorhandene Fluoreszenzfarbstoffe entfernt
werden. So stellen beispielsweise die Filzmarker, mir denen im allgemeinen
ReaktionsgefaBe markiert werden, Fluoreszenzfarbstoffe dar. Daher wurden solche
Markierungen auf ein absolutes Minimum reduziert. Einweghandschuhe wurden getragen
und gewechselt, wenn der Raum verlassen oder betreten wurde, vor und nach dem
Reinigen der Arbeitsflachen, sowie jedes Mal, wenn nicht gereinigte Gegenstande berihrt
worden waren. Desweiteren wurden soweit méglich Einwegmaterialien verwendet.

Die Real-Time PCR selbst wurde fiir alle Gene nach dem gleichen, stark standardisierten
Protokoll und unter einheitlichen Thermocycler-Bedingungen durchgefihrt. Um diese
Standardisierung zu ermdglichen, musste das Design der Primer und Sonden bestimmten
Vorgaben folgen. Dies wird in Abschnitt 4.6.2 ebenso beschrieben wie die Optimierung der
Primer- und Sondenkonzentrationen sowie die Evaluationsschritte, die fiir jedes Set aus
Primern und Sonden durchgefiihrt wurden.

Zunachst erfolgte die Herstellung des Mastermixes, der alle Reagenzien fir die PCR auBer
der cDNA enthielt. Dieser wurde in einem groBen ReaktionsgefaB3 jeweils fir alle Reaktionen
einer Platte hergestellt, die dieselbe Sequenz nachweisen sollten. Hierdurch war davon
auszugehen, dass die Konzentrationen der einzelnen Oligonukleotide und Farbstoffe in allen
Reaktionen gleich war. Dies stellte eine wichtige Voraussetzung fir die exakte
Quantifizierung dar (siehe Abschnitt 2.3.2). In einem Volumen von 49 pul pro Reaktion waren
enthalten: 25 pl Tagman Universal Mastermix (UMM, Applied Biosystems. Dieser enthielt in
der endgultigen Verdinnung 300 pM dATP, dCTP, dGTP, 600 pM dUTP, ein
Farbstoffgemisch namens ROX mit dem Hauptbestandteil 6-Carboxy-X-Rhodamin (siehe
auch Abschnitt 4.5.1), 0,1 U/ul AmpliTag-Gold, 0,01 U/ul AmpErase Uracill-N-Glycosylase
(AmpErase UNG, siehe wunten) sowie einen optimierten Puffer und optimierte
Konzentrationen von Elektrolyten, die vom Hersteller nicht ndher angegeben werden),
Forward- und Reverse-Primer (Carl Roth) in Konzentrationen von jeweils 100, 300 oder 900
nM (sieche Tabelle 7), TAMRA-markierte Tagman-Sonde (Applied Biosystems) in
Konzentrationen von 100, 150 oder 200 nM (siehe Tabelle 7) sowie hochreines Wasser
(LiChroSolv) ad 49 pl. In einigen Fallen wurden Predeveloped Assays (PDARs, Applied
Biosystems) verwendet, also kommerziell erworbene vorgefertigte Lésungen, die von
Applied Biosystems ausgewahlte Primer und Sonden in optimierten Konzentrationen
enthalten. Die Sequenzen werden vom Hersteller nicht angegeben.

Auf leere 96-Well-Plates (Applied Biosystems) wurde nun pro Well 1 pyl Template, also
entweder cDNA, Standard oder als Leerwert hochreines Wasser (LiChroSolv, aus der

gleichen Charge wie dasjenige Wasser, das flir die RT verwendet wurde), vorgelegt. Fir
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einen Mehrfachansatz desselben Templates wurde dabei dieselbe Pipettenspitze flr

alle Wells verwendet, da Vorversuche gezeigt hatten, dass die Variabilitdt zwischen
verschiedenen Einwegpipettenspitzen grdBer war als die durch an der Pipettenspitze
verbleibende Reste von Template verursachte Variabilitdt. AnschlieBend wurde der
Mastermix hinzugegeben und die 96-Well-Plates mit den dazugehdrigen transparenten
Deckeln verschlossen. Template und Mastermix wurden durch Vortexen vermischt und
durch kurzes Zentrifugieren in den unteren Teil des jeweiligen Wells beférdert.
Die Real-Time PCR wurde am ABI Prism Sequence Detection System 7700 (SDS 7700) von
Applied Biosystems durchgefihrt.
Den PCR-Zyklen vorgeschaltet war ein so genannter UNG (Uracil-N-Glykosylase)-Verdau (2
min bei 50 °C) sowie ein weiterer Schritt zum Aktivieren und Deaktivieren bestimmter
Enzyme (10 min bei 95 °C). Der UNG-Verdau diente der Beseitigung eventueller PCR-
Produkte alter Versuche, die in die Reaktion hatten gelangt sein kdnnen. Wahrend der
Tagman-PCR wurde neben dATP, dCTP und dGTP dUTP statt dTTP verwendet. Die PCR
Produkte unterschieden sich dadurch von regelrechter DNA - und so auch von der
verwendeten cDNA - durch das Vorhandensein der Base Uracil an Stelle der Base Thymin.
Auf die PCR hatte dies keinen nennenswerten Einfluss. Es war nun aber dem Enzym
AmpErase UNG méglich, selektiv kontaminierende Uracil-haltige PCR-Produkte zu
verdauen. Die Thymin-haltige cDNA blieb davon unbeeinflusst. Im anschlieBenden Schritt
wurde durch Erhitzen die AmpErase UNG deaktiviert. Gleichzeitig wurde die DNA-
Polymerase AmpliTaq Gold aktiviert. Dies sorgte fir einen gleichzeitigen Start in allen
ReaktionsgefaBen.
Die PCR selbst bestand aus 45 Zyklen mit jeweils einem Denaturierungsschritt (15 sec bei
95°C) und einem kombinierten Anlagerungs- und Verlangerungsschritt (1 min bei 60°C).
Die Steuerung des SDS 7700 und die Speicherung der Daten erfolgte Uber einen
angeschlossenen Macintosh Computer mit Hilfe der Sequence Detection System Software
1.6.3, die auch den ersten Teil der Datenanalyse automatisch entsprechend der in Abschnitt
2.3.2 dargestellten Prinzipien durchfiihrte. Fir die weitere Auswertung wurde Microsoft Excel

verwendet.
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Gen Accession Sequenz Optimierte
Number Konzen-
tration
PBGD NM 00019 FP CCC ACG CGA ATC ACT CTC AT 300 nM
RP TGT CTG GTA ACG GCA ATG CG 300 nM
Sonde VIC - CTGTTT TCT TCC GCC GTT GCA GC - TAMRA 150 nM
HPRT NM_00019 FP AGG AAA GCAAAGTCTGCATTGTT 300 nM
RP GGT GGA GAT GATCTC TCAACTTTAA 300 nM
Sonde VIC - CCA GTG TCA ATT ATATCT TCC ACA ATC AAG AC - TAMRA 200 nM
GUSB NM_00018 PDAR: P/N 4310888E
B2M NM_00404 PDAR: P/N 4310886E
ABL NM_00515 FP CAA CAC TGC TTC TGA TGG CAA 300 nM
RP CGG CCA CCG TTG AAT GAT 300 nM
Sonde VIC - CAA CAC CCT GGC CGA GTT GGT TCA T - TAMRA 200 nM
TNNI3 NT_00036 FP AAC GGA GAT ACA GCA TAG AGA GAA GTA 300 nM
RP AAC TCC AGC GGC TGG CA 300 nM
Sonde VIC - CGG CAC AAG TCC TGC AGC TCC G - TAMRA 200 nM
RPLPO NM_00100 PDAR: P/N 4310879E
CASQ2 NM_00123 FP TCCAGT TTG CTG CTGATGATCT 900 nM
RP GCG AGT TTG CAG CTG ATG TCT 900 nM
Sonde VIC - ACT GGG TCT TCA ATT AGA TCC AAG AGG AAC TCC AC - TAMRA 200 nM
GAPDH NM_00204 PDAR: P/N 4310884E
18S M10098 PDAR: P/N 4310893E
c-MYC NT_00801 FP GGT TTC ATC GTG TTG GCC A 300 nM
RP CAC ATC TAA GCC TGG TGC CC 300 nM
Sonde VIC - TCT CTC CTG ACC TCA CGA TCC GCC - TAMRA 150 nM
ANP M30262 FP CGA CCT CAT CTT CTA AAG GCATCT 300 nM
RP CAT GTA CAATGC CGT GTC CAA 300 nM
Sonde FAM - ATG GTC CAG CAA ATT CTT GAA ATC CAT CAG - TAMRA 200 nM
BNP M31776 FP CAC CTGCAGCTCCGACAGT 300 nM
RP GTT CAG CCT CGG ACT TGG AA 300 nM
Sonde FAM - TTG CGC TGC TCC TGT AAC CCG G - TAMRA 200 nM
HIF1A NM_00153 FP CTA ACT AGC CGA GGA AGA ACT ATG AAC 300 nM
RP GGT TGG TTACTG TTG GTATCATATACG T 300 nM
Sonde FAM - CTG CAA CAT GGA AGG TAT TGC ACT GCA C - TAMRA 200 nM
total VEGF  NM_00337 FP ACG AGG GCC TGG AGT GTG T 300 nM
RP ACATTT GTT GTG CTG TAG GAA GCT 300 nM
Sonde FAM - AAC ATC ACC ATG CAG ATT ATG CGG ATC AA - TAMRA 200 nM
VEGF-121  NM_00337 FP AGA GAT CTG GTT CCC GAA ACC 300 nM
RP CAA CAA ATG TGA ATG CAG ACC AA 300 nM
Sonde FAM - CTC GGC TTG TCA CAT TTT TCT TGT CTT GCT - TAMRA 200 nM
VEGF-165 NM_00337 FP TGT GAA TGC AGA CCA AAG AAA GAT 300 nM
RP TTG CAACGC GAGTGT GTGTT 300 nM
Sonde FAM - AGC AAG ACA AGA AAATCC CTG TGG GCC T - TAMRA 200 nM
VEGF-189 NM_00337 FP GCG CAA GAA ATC CCG GTATA 300 nM
RP TGCAACGCGAGTGTGTGTT 300 nM
Sonde FAM - CCT GGA GCG TTC CCT GTG GGC - TAMRA 200 nM
VEGF-R1 NM_00201 FP GCA AAG CCA CCA ACC AGA AG 300 nM
RP AAG AGA GTC GCA GCC ACACA 300 nM
Sonde FAM - ACC TCA CTG TTC AAG GAA CCT CGG ACA AGT - TAMRA 200 nM
VEGF-R2 NM_00225 FP TCTCCAGGTTTCCTGTGATCGT 300 nM
RP GCT CAA GAC AGG AAG ACC AAG AA 300 nM
Sonde FAM - GTG CCA CAC GCT CTA GGA CTG TGA GCT - TAMRA 200 nM

Tabelle 7: Die verwendeten Primer und Sonden

Dargestellt sind die Zugriffsnummern zu den Datenbankeintragen (Accession Numbers) der
Genbank des National Center for Biotechnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov), die
Primer und Sonden mit den optimierten Konzentrationen bzw. die Bestellnummern der

verwendeten Predeveloped Assays.
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4.6.2 Optimierung und Evaluation der Real-Time PCR fiir die untersuchten

Gene

Um die Real-Time PCR nach dem oben beschriebenen stark standardisierten
Protokoll durchfithren zu konnen, mussten bei der Etablierung einer Real-Time PCR
fiir ein neues Amplikon bestimmte Vorgaben hinsichtlich das Designs der Primer
und Sonden sowie der Optimierung der Primer- und Sonden-Konzentrationen
erfiillt werden (Protokoll 12). Desweiteren wurden verschiedene Kontrollversuche
zur Evaluation der neu etablierten Real-Time PCRs angeschlossen (Protokoll 13,
Protokoll 14, Protokoll 15, Protokoll 16, Protokoll 17, Protokoll 18 und Protokoll
19). Fir GAPDH, 18S, RPLP0O, B2M und GUSB wurden Predeveloped Assays
verwendet. Die Etablierung fiel somit weg, nicht jedoch die Kontrollversuche zur

Evaluation.

Protokoll 12: Design der Primer und Sonden
Mit Hilfe des Programms Primer Express
Einheitliche Vorgaben, um ein einheitliches PCR-Protokoll zu erméglichen, u.a.:
Schmelztemperatur der Primer: 58-60°C
Schmelztemperatur der Sonden: 68-70°C

Das Design von Primern und Sonden erfolgte mit Hilfe des Programms Primer Express 1.6
von Applied Biosystems nach etablierten Richtlinien (Livak 1995, Oehlmann 1999).

Die wichtigste Richtlinie stellte die Vorgabe der Schmelztemperaturen fir die Primer (58-
60°C) und fir die Sonden (68-70°C) dar (unter Schmelztemperatur (Tm) wird diejenige
Temperatur verstanden, bei der 50% einer doppelstrangigen DNA als Einzelstrang vorliegen;
bei niedrigeren Temperaturen liegt ein GroBteil der DNA als Doppelstrang vor, bei héheren
als Einzelstrang; die Tm eines Primers oder einer Sonde stellt also ein MaB fiir die Stabilitat
der Hybridisierung an das Template dar). Im Unterschied zur konventionellen PCR wird bei
der Real-Time PCR ein kombinierter Anlagerungs- und Verlangerungsschritt bei 60°C
durchgefiihrt. Durch die Wahl der Tm von 58-60°C fiir die Primer ist die Stabilitat des Primer-
Template-Hybrides somit zwar relativ gering, die Spezifitat ist jedoch héher als dies bei einer
Anlagerungstemperatur unter der Tm der Primer der Fall ware (Newton 1997). Im Falle der
Sonde fuhrt die relativ hohe Tm zu einer sehr stabilen Hybridisierung der Sonde an das
Template. Diese ist fir die effiziente Hydrolyse der Sonde wichtig.

Mit Hilfe der Programms wurde zundchst die Sonde entworfen. Wie in Abschnitt 2.2.3
dargestellt, wurde eine Spezifitdt fir mRNA- bzw. cDNA-Sequenzen gegeniber gDNA-
Sequenzen dadurch erreicht, dass die Sonde symmetrisch Uber die Grenze zweier Exons,
also Intron-Uberspannend, platziert wurde. Das Programm errechnete die Tm-Werte

verschiedener mdglicher Sonden, aus denen dann eine geeignete ausgewdhlt werden
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konnte. Weitere Vorgaben waren: mdéglichst kurze Sequenz der Sonde (maximal 30 Basen),
kein Guanin am 5’ Ende (dies hatte zu einem Autoquenching des Reporters durch Guanin
fihren kénnen), Vermeidung von Guanin-Triplets oder vier oder mehr identische aufeinander
folgende Basen A, T oder C (diese hatten zu einer zu starken Stabilisierung unspezifischer
Hybridisierungen flohren kdénnen), Anteil der Basen Cytosin und Guanin an der
Sondensequenz zwischen 30% und 80%. Enthielt die potentielle Sonde mehr Guanin als
Cytosin, so wurde die Sequenz des Gegenstranges verwendet (Livak 1995, Oehlmann
1999).

Es folgte die Auswahl der Primer. Das Programm schlug eine Vielzahl mdéglicher
Primerpaare vor. Die Auswahl erfolgte nach folgenden Kriterien: Tm der Primer zwischen
58°C und 60°C, Lange der Primer mindestens 18 Basen, Entfernung des Upstream-Primers
von der Sonde maximal 50 Basen (um zu garantieren, dass dasselbe Moleklil DNA-
Polymerase, welches mit der Synthese des neuen Stranges beginnt, die Sonde erreicht und
diese sicher hydrolysiert; bei groBerem Abstand wirde die Wahrscheinlichkeit ansteigen,
dass die Polymerase die Synthese unterbricht; die weitere Synthese des Stranges durch ein
zweites Molekll der Polymerase ware zwar wahrscheinlich, die Effizienz der Hydrolyse der
Sonde wiirde durch diesen Wechsel jedoch eingeschrankt), héchstens 3 C oder G am 3'-
Ende des Primers (C-G Hybridisierungen sind aufgrund der drei Wasserstoffbriicken stabiler
als A-T Hybridisierungen, ein zu hoher C/G-Anteil am 3-Ende kénnte daher zu relativ
stabilen unspezifischen Hybridierungen auch an nur teilweise homologen Sequenzen
fihren), Vermeidung von Guanin-Triplets oder vier oder mehr identische aufeinander
folgende Basen A, T oder C, Anteil der Basen Cytosin und Guanin an der Sondensequenz
zwischen 30% und 80%. Insgesamt sollte das Amplikon méglichst kurz sein, um eine hohe
PCR-Effizienz zu gewahrleisten. Es konnten in allen Fallen Gesamtlangen unter 150 Basen
realisiert werden. Die so ausgewahlten Primer und Sonden wurden anschlieBend auf ihre
intra- und intermolekularen Sekundarstrukturen hin untersucht. Im Vergleich zu den bisher
beschriebenen Vorgaben waren hierbei jedoch gewisse Sekundarstrukturen durchaus
tolerabel (eine Amplifikation von Primer-Dimeren sorgt im Gegensatz zum SYBR-Green
Assay nicht fir einen Signalanstieg (siehe Abschnitt 2.2.3) und die Ausbildung einer
maBigen intramolekularen Sekundarstruktur der Sonde ist sogar vorteilhaft, da so der
Abstand zwischen Reporter- und Quencherfarbstoff geringer wird und der FET ansteigt).
Vermieden wurden, vor allem in Hinblick auf Primer-Dimere, komplementére Sequenzen von
mehr als vier aufeinander folgenden Basen Lange oder von mehreren komplementaren

Sequenzen von drei oder zwei aufeinander folgenden Basen Lange.
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Protokoll 13: Konventionelle PCR mit den Primern der Real-Time PCR
Konventionelle PCR mit Gelektrophorese nach allgemeinen Empfehlungen

Mit den so entworfenen Primern wurden zunachst konventionelle PCRs mit anschlieBender
Gelelektrophorese durchgefiihrt, um zu prifen, ob sich als Zeichen einer ungewollten
Amplifikation auBer der erwarteten noch weitere Banden zeigen wirden. Das Protokoll
basiert auf allgemeinen Empfehlungen (Strachan 1999, Newton 1997) und Erfahrungen in
unserem Labor. Auf eine darliber hinausgehende Optimierung der PCR-Bedingungen fir
jedes einzelne Amplikon wurde aufgrund der guten Ergebnisse dieser Kontrollversuche
(siehe Abschnitt 5.3) verzichtet.

Die Reaktionen wurden im Dreifachansatz durchgefiihrt und enthielten in 50 pl: Forward-
Primer 200 nM, Reverse Primer 200 nM, dNTPs 800 pM (Bdhringer, Mannheim,
Deutschland), AmpliTag-Gold 0,05 U/ul (Gibco), PCR-Puffer 1fach (Gibco), 2 ul der
Kalibrator-cDNA (siehe Abschnitt 4.6.3) sowie hochreines Wasser (LiChroSolv, Merck Life
Science & Analytics) ad 50 pl. Der PCR vorgeschaltet war eine Aktivierung der AmpliTag-
Gold (10 min bei 95°C), es folgten 35 Zyklen: 30 sec bei 95°C, 60 sec bei 55°C, 90 sec (+ 3
sec pro Zyklus) bei 72°C. AnschlieBend wurden 5 pl des PCR-Produktes in eine
Gelelektrophorese mit einem 1,5%igen Agarosegel (60V far 1,5 Stunden) und

anschlieBender EtBr-Farbung eingebracht (Sambrook 2001).

Zur Bestimmung der optimalen Konzentrationen von Primern und Sonde wurden
fir jedes Amplikon zwei Versuche durchgefithrt, in denen jeweils drei
Konzentrationen fiir jedes Oligonukleotid getestet wurden. Diese Versuche werden
als Primer- und Sondenmatrix bezeichnet (Schild 1999, siehe Protokoll 14 und
Protokoll 15).

Protokoll 14: Primermatrix

Forward- und Reverse-Primer in den Konzentrationen 100, 300 und 900 nM

GemaB Protokoll 11 wurden im Dreifachansatz Real-Time PCRs in neun verschiedenen
Ansatzen durchgefihrt, um so alle Kombinationen der drei mdglichen Konzentrationsstufen
der Forward- und Reverse-Primer (100, 300 oder 900 nM) zu testen. Die Sonde wurde in
einer Konzentration von 200 nM verwendet. Als Template diente hierbei 1 pl der Kalibrator-
cDNA (siehe Abschnitt 4.6.3). Aus den neun Kombinationen von Primerkonzentrationen
wurde diejenige ausgewahlt, deren Ct-Wert minimal war, deren PCR-Effizienz also méglichst
nahe am Optimum lag. In der Regel lieferten mehrere Konzentrationskombinationen
denselben minimalen Ct-Wert, hier wurde dann diejenige bevorzugt, bei der der

Materialaufwand am geringsten war.
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Protokoll 15: Sondenmatrix
Sonden in den Konzentrationen 100, 150 und 200 nM

Nach Ermittlung der optimalen Primerkonzentrationen wurden nun ebenfalls nach Protokoll
11 im Dreifachansatz Real-Time PCRs in drei verschiedenen Ansatzen durchgefihrt, um die
drei mdéglichen Konzentrationsstufen der Sonde (100, 150 oder 200 nM) zu testen. Die
Primer wurden dabei in den zuvor ermittelten optimalen Konzentrationen verwendet. Als
Template diente wiederum 1 pl der Kalibrator-cDNA. Ausgewahlt wurde diejenige
Konzentration, die den niedrigsten Ct-Wert bei héchstem Signal in der Plateauphase lieferte.

Traf dies bei mehreren Konzentrationen zu, wurde die geringste bevorzugt.

Mir der Bestimmung der optimalen Primer- und Sondenkonzentrationen war die
Etablierung der Primer und Sonden abgeschlossen. Es folgten zahlreiche Versuche
zur Evaluation der neuen Real-Time PCRs. Diese Versuche wurden auch fiir

diejenigen Amplikons durchgefiihrt, fiir die Predeveloped Assays verwendet wurden.

Protokoll 16: Bestimmung der PCR-Effizienz anhand einer cDNA-Verdiinnungsreihe
Kalibrator-cDNA als Template
7stufige 1:2 Verdiinnungsreihe im 2fach-Ansatz

Zunéchst wurde anhand einer Verdlnnungsreihe die PCR-Effizienz des Primer-Sonden-Sets
bestimmt. Auch hier diente als Template die Kalibrator-cDNA, die aus einer klinischen
Myokardprobe gewonnen worden war (siehe Abschnitt 4.6.3). Dadurch glichen die
Versuchsbedingungen denen der spéateren Versuche und es konnten so auch eventuelle
Hemmstoffe der PCR, die aus der Probe in die cDNA hatten gelangt sein kdnnten, erfasst
werden.

Es wurde eine siebenstufige Verdiinnungsreihe hergestellt, wobei die Kalibrator-cDNA von
einer Stufe zur n&chsten im Verhaltnis 1:2 verdliinnt wurde. Die einzelnen Stufen wurden im
Zweifachansatz in die Real-Time PCR eingebracht. AuBerdem wurden zwei Wells als Non
Template Control (NTC) mit hochreinem Wasser beschickt. Zur Herstellung des
Mastermixes nach dem allgemeinen Tagman-Protokoll (Protokoll 11) wurden die zuvor
ermittelten optimalen Primer- und Sondenkonzentrationen verwendet. Die Ct-Werte wurden
gegen den dekadischen Logarithmus der Verdinnungsstufen aufgetragen und eine lineare
Regressionsgerade bestimmt. Abbildung 13 (Abschnitt 2.3.2) zeigt beispielhaft eine solche
Darstellung. Aus der Steigung dieser Geraden wurde mit Hilfe der Formel 7 (Abschnitt 2.3.2)

die PCR-Effizienz errechnet.

Die Intra- und Inter-Assay-Variabilitit der Housekeeping-Gene konnte methodisch

genau geschitzt werden, da fiir diese Gene eine absolute Quantifizierung stattfand

(sieche Abschnitt 4.6.4). Da fiir die Zielgene direkt mittels der AACt-Methode relativ
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quantifiziert wurde, konnten die Intra- und Inter-Assay-Variabilitit hier nicht

in gleicher Weise ermittelt werden.

Protokoll 17: Bestimmung der Intra- und Inter-Assay-Variabilitdt der Real-Time PCR

Kalibrator-cDNA im 8fach-Ansatz auf den regularen 96-Well-Plates

Zur Bestimmung der Intra-Assay-Variabilitdt wurde die Kalibrator-cDNA auf 96-Well-Plates,
auf denen auch klinische Proben gemessen wurden, in achtfachen statt in dreifachem
Ansatz  bestimmt und UOber die Plasmid-Standardkurven quantifiziert.  Der
Variationskoeffizient dieser Achtfachmessung diente als Schatzwert fir die Intra-Assay-
Variabilitat.

Diese Achtfachmessung der Kalibrator-cDNA fand fiir jedes potentielle Housekeeping-Gen
auf drei verschiedenen Platten statt. Der Variationskoeffizienten der Mittelwerte dieser drei

Messungen diente als Schatzmap flr die Inter-Assay-Variabilitat.

Wie in Abschnitt 2.2.3 dargestellt resultiert die Verwendung von Intron-
iiberspannenden Tagman-Sonden in einer hohen Spezifitit fiir mRNA- bzw. cDNA-
Sequenzen gegeniiber gDNA-Sequenzen. Um diese theoretische Uberlegung zu
verifizieren, wurden fiir jede Real-Time PCR ein Versuch zur Kontrolle der Spezifitit
durchgefiihrt (Protokoll 18).

Protokoll 18: Uberpriifung der Spezifitit der Real-Time PCR auf cDNA-Sequenzen
Real-Time PCR fir jedes Gen mit cDNA, gDNA, RNA und Wasser

In Anlehnung an Protokoll 11 wurden im Dreifachansatz fir jedes Amplikon Real-Time PCRs
mit je vier verschiedenen Templates durchgeflihrt: mit Kalibrator-cDNA (5ng pro Reaktion,
als Positiv-Kontrolle), mit hochreinem Wasser (NTC, Negativ-Kontrolle), mit einer humanen
gDNA, die zuvor mit Hilfe des DNeasy-Kits (Qiagen) aus Leukozyten des Doktoranden
isoliert worden war (100 ng pro Reaktion) sowie mit einer myokardialen RNA-Probe, die vom
Herstellungs-Prozess der Kalibrator-cDNA abgezweigt worden war (100 ng pro Reaktion).
Fir das gDNA-Template wurde dabei (zumindest fir die Messung von nicht Intron-losen
Genen) natirlich kein Signal erwartet. Wenn das gDNA-Template ein Signal ungleich null
lieferte, sollte als SchatzmaB fir die Verfdlschung der Messergebnisse fiir cDNA durch
gDNA der Quotient

Signal(cDNA) _ 2Ct(gDNA) —Ct(cDNA)

Signal(gDNA)

dienen (siehe auch Abschnitt 2.3.2). Das RNA-Template stellte eine redundante Kontrolle
dar. Ein Signal war nur zu erwarten, wenn trotz der in Abschnitt 4.4.1 beschriebenen
Vorkehrungen eine relevante Menge gDNA in die cDNA héatte gelangen kdnnen, und wenn

gleichzeitig die Real-Time PCR ein Signal fiir diese gDNA hétte liefern kénnen.
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Die Sensitivitdt der Real-Time PCR wurde im Rahmen einer Kooperation unserer
Abteilung mit der padiatrischen Onkologie iiberpriift. Im Rahmen der Diagnostik der
Minimal Residual Disease ging es um die Frage, ob eine Real-Time PCR fir
Detektion eines Rearrangements des MLL-Gens besser geeignet wire als eine Nested
PCR (Rawer 2003).

Grundlegend muss beachtet werden, dass bei der Detektion einer sehr geringen
Anzahl Molekiile, egal mit welcher Methode, stochastische Effekte an Bedeutung
gewinnen. Da RNA-Molekiile diskrete Einheiten darstellen, wird die Streuung der
tatsdchlichen Werte einer Stichprobe durch eine spezielle binomische Verteilung, die
Poisson’sche Verteilung, beschrieben (Siméon Denis Poisson, 1781-1840). Wenn
beispielsweise fiir eine PCR-Reaktion in einem Reaktionsgefaf3 erwartet wird, dass 1
RNA-Molekiil vorhanden ist, so wird in diesem Gefify mit 36,8%iger
Wahrscheinlichkeit kein Molekiil vorhanden sein, mit 36,8%iger Wahrscheinlichkeit
1 Molekil, mit 18,4%iger Wahrscheinlichkeit 2 Molekiile und so weiter (siehe
Abbildung 17). Betont sei hierbei, dass diese Streuung nicht etwa den Messfehler
irgendeiner Methode wiederspiegelt, sondern die Verteilung von tatsichlich
vorhandenen Molekiilen in einer Stichprobe bei niedrigen erwarteten Werten.

Allgemein ist die Wahrscheinlichkeit P, dass eine Stichprobe von n=1 aus einer
Grundgesamtheit mit dem Erwartungswert A eine Anzahl von x=1, 2, 3 usw.

Molekiilen enthilt, gegeben durch:

40%

35%
30%
25%
20%
15%
10%

5%

0%

Abbildung 17: Beispiel einer Poisson schen Verteilung
Dargestellt ist die Wahrscheinlichkeitsverteilung der tatsachlich vorhandenen Molekile fir

einen erwarteten Wert (A) von 1.
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Aufgrund dieser Uberlegungen kamen wir zu dem Schluss, dass eine Methode,

die zum einen eine optimale Sensitivitit (mit dem Wert 1), zum anderen eine
optimale Prdzision aufweisen wiirde, genau die Poisson’sche Verteilung
nachvollziehen miisste. Wir stellten die Hypothese auf, dass die Real-Time PCR eine
extrem sensitive und gleichzeitig prizise Methode darstellt und diesem Ideal
hinreichend nahe kommt. Die Uberpriifung dieser Hypothese erfolgte anhand von
Protokoll 19 (Rawer 2003).

Protokoll 19: Uberpriifung der Sensitivitat und Prazision der Real-Time PCR
Die Poisson’sche Verteilung gibt vor, mit welchen Wahrscheinlichkeiten 0, 1, 2, 3,
usw. Molekdile in einer Stichprobe mit einem sehr niedrigen Erwartungswert

tatsdchlich vorhanden sind

Hypothese: Die Real-Time PCR ist so sensitiv (und préazise), dass sie fir niedrige
Konzentrationen Werte messen kann, die die Vorgaben der Poisson’schen Verteilung

nachvollziehen

Anders ausgedrickt: Eine optimal sensitive Methode misst, was nach Poisson
vorhanden ist. Die Hypothese lautet, dass die Real-Time PCR dieses Ziel erreicht

Als Template diente ein Plasmid, das analog Protokoll 20, Abschnitt 4.6.2, synthetisiert
wurde, jedoch ein 2000 Basenpaare langes Insert einer genomischen DNA mit einem
Rearrangement des MLL-Genes enthielt. Die Primer und Sonden fiir die Real-Time PCR
wurden durch unsere onkologischen Kollegen etabliert. Die Sequenzen waren:
atgaattgaacaactaggtgagcct (Forward Primer), attctccctgggecacctt (Reverse Primer) und
tagtccgtgtctgggcaggacctgg (Sonde). Der Plasmid-Standard wurde nun in einem groB3en
Volumen von 1 ml in 50 mg/ml E. coli t-RNA (Roche, Mannheim, Deutschland, siehe hierzu
auch Abschnitt 4.6.3) verdinnt, um Konzentrationen vom 1, 2, 4, usw. bis 256 Kopien/ul zu
erhalten. Jeweils 1 pl dieser neun Verdinnungsstufen sowie von hochreinem Wasser als
Leerwert wurden jeweils im achtfachen Ansatz mittels Real-Time PCR in Anlehnung an
Protokoll 11 gemessen. Die héchsten finf Verdinnungsstufen wurden als Standardkurve
verwendet, die Stufen 1, 2, 4 und 8 Kopien/ul (entsprechend Kopien/Reaktion) wurden

anhand dieser Standardkurve absolut quantifiziert und auf ihre Verteilung hin untersucht.
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4.6.3 Synthese der Plasmid-Standards und des Kalibrators

Wie in Abschnitt 2.3.3 beschrieben, war es im Rahmen der Evaluation der
potentiellen Housekeeping-Gene notig, deren Expression zunidchst absolut zu
quantifizieren, und sie dann im zweiten Schritt auf die Menge der Gesamt-RNA zu
beziehen, um so globale methodische Fehler in der Pra-PCR auszugleichen. Fiir eine
solche Quantifizierung wurde ein externer Standard benoétigt, der die Zielsequenz
enthalten und eine bekannte Kopienzahl aufweisen musste.

Die Herstellung dieses Standards fiir die potentiellen Housekeeping-Gene erfolgte
durch Einbringen der Amplikon-Sequenz in ein Plasmid und in vivo Amplifikation
in E. coli (Protokoll 20). Alternativ hitte beispielsweise auch ein einfaches PCR-
Produkt verwendet werden konnen, das mit den Primern der Real-Time PCR hitte
hergestellt werden konnen. Gegeniiber diesem Vorgehen bietet die in vivo
Amplifikation jedoch zwei Vorteile. Zum einen sind Plasmide auch bei langerer
Lagerung stabiler. Zum anderen werden die komplexen Proofreading-Fihigkeiten
einer lebenden Zelle genutzt, d.h. die Fahigkeit zur Korrektur von Fehlern, die bei der
Amplifikation entstehen. In der PCR fehlt diese Kontrolle, deswegen weist ein hoher
Anteil der PCR-Produkte von der Ursprungssequenz abweichende einzelne Basen
auf. Da die Real-Time PCR bereits auf solche geringen Abweichungen reagiert,
konnen fehlerhafte Kopien eines Standards das Ergebnis verfilschen (Strachan 1999,
Smith 2002).

Protokoll 20: Synthese der Plasmid-Standards
In vitro-Amplifikation durch PCR
In vivo-Amplifikation durch T-A-Cloning in E. coli
Sequenzierung mehrerer synthetisierter Plasmide pro Gen, Auswahl eines
fehlerfreien Plasmids

Verdinnung und Konzentrationskontrolle mittels PicoGreen (analog OliGreen)

Fir jedes Amplikon wurde zunachst eine konventionelle PCR mit anschlieBender Kontrolle
durch eine Gelelektrophorese durchgefiihrt (siehe Protokoll 13). Hierbei wurden dieselben
Primer verwendet wie in der Real-Time PCR. Als Template diente Kalibrator-cDNA (siehe
Protokoll 21).

Mit Hilfe des so genannten T-A-Clonings konnte nun das PCR-Produkt in ein Plasmid
eingefuigt werden. Dieses Vorgehen macht sich zu Nutze, dass PCR-Produkte an ihren 3’
Enden haufig ein Gberhdngendes Adenosin aufweisen, wodurch es mdéglich wird, sie in ein
Plasmid einzufiigen, dessen zirkuldre Struktur aufgebrochen ist, und dessen 3 Enden
jeweils einen Thymidin-Uberhang aufweisen (Strachan 1999). Es wurden das TOPO TA
Cloning Kit und TOP 10F E. coli (beide Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) entsprechend den
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Empfehlungen des Herstellers verwendet. Nach Transformation des Plasmids in die E.

coli und Anzucht auf einer Agar-Platte wurden jeweils finf IPTG/X-Gal-markierte
Kolonien pro Klonierungs-Ansatz selektiert und fiir einen Tag weiter geziichtet. Die
Aufreinigung der Plasmide erfolgte mit Hilfe des PegLab Miniprep Kits | (PeqlLab, Erlangen).
Die Plasmide wurden mit dem Enzym Not | (Gibco) linearisiert (Inkubation fiir 3h bei 37°C,
Konzentrationen und Puffer nach Herstellerangaben) und mittels der alkalischen
Phosphatase CIP (ebenfalls Gibco) dephosphoryliert (1h bei 37°C). Es folgte eine erneute
Aufreinigung mit Hilfe des PCR Purification Kits (Qiagen) und die anschlieBende
spektralphotometrische Quantifizierung. Pro Amplikon wurden so filinf verschiedene
Klonierungen durchgefihrt. Diese wurden anschlieBend mit Hilfe des BigDye Terminator
Cycle Sequencing Kits am ABI Prism 310 Genetic Analyzer (beide Applied Biosystems) nach
Herstellerangaben sequenziert. Das Ergebnis wurde mit den Referenzsequenzen der
Genbank verglichen. Pro Amplikon wurde ein Klon ausgewahlt, der keine Fehler in der
Basensequenz enthielt, wie sie durch den oben beschriebenen Effekt bei der priméaren
Amplifikation mittels PCR hétten entstehen kdnnen. Die so ausgewdahlten Plasmide wurden
in einer Real-Time PCR getestet. AnschlieBend wurden die Plasmide bis in eine
GréBenordnung von 0,1 bis 1 ng/pl verdiinnt und mit Hilfe von PicoGreen (Molekular Probes)
anhand eines Protokoll 10 (Abschnitt 4.5.3) analogen Protokolls erneut quantifiziert. Anhand
der Lange der Plasmide, des mittleren Gewichts pro Nukleotid (Strachan 1999) und der
mittels PicoGreen bestimmten Konzentration (in Gewicht/Volumen) konnte nun die
Konzentration des Plasmid-Standards in Kopien/Volumen errechnet werden.
Bei der weiteren Verdinnung der Standards war folgendes zu beachten: Nukleinsduren
kénnen sich in geringem MaBe an die Wande der PlastikgefaBe, wie sie in
molekulargenetischen Laboren Ublicherweise verwendet werden, anlagern und werden so
der Lésung entzogen. Bei heterogenen Nukleinsduregemischen wie einer cDNA oder einer
gDNA flihrt dies kaum zur Beeintrdchtigung der Quantifizierung einer bestimmten
Nukleinsduresequenz, da insgesamt sehr viele Nukleinsduren vorliegen und die
Bindungsplatze an der GefaBwand schnell besetzt sind. Im Falle der Plasmid-Standards liegt
jedoch nur eine Spezies Nukleinsdure vor. Diese muss extrem stark verdinnt werden, um
eine Kopienzahl fir diese Sequenz zu erreichen, wie sie in cDNAs Ublich ist, denn nur so
kann eine sinnvolle Standard-Kurve generiert werden. In diesem Fall werden die
Bindungsplatze daher nicht durch andere Nukleinsduren besetzt, es werden also
proportional deutlich mehr Zielmolekile der Ldsung entzogen. Dieses Problem kann
umgangen werden, indem die Plasmide in anderen Nukleinsauren verdinnt werden, die die
Messung der Zielsequenzen nicht stéren (M. Wilda, persénliche Miteilung). Die Plasmid-
Standards wurden daher in 50 mg/ml E. coli t-RNA (Roche) weiterverdinnt und in

verschiedenen Konzentrationen bei -80°C gelagert.

Neben den Plasmid-Standardkurven fur die absolute Quantifizierung wurde ein

Kalibrator als Bezugspunkt fiir die relative Quantifizierung mit Hilfe der AACt-

Methode benotigt (siehe Abschnitt 2.3.2). Diese Methode sollte ja nach Abschluss der
82
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Evaluation der Housekeeping-Gene angewandt werden, um die natriuretischen
Peptide und die angiogenetischen Wachstumsfaktoren zu quantifizieren. Beim
Kalibrator handelt es grundsitzlich um eine beliebige Losung mit konstanter

Startkopienzahl aller untersuchter Gene.

Protokoll 21: Synthese der Kalibrator-cDNA

Pool, gewonnen aus 5 Proben des Patientenkollektivs

Bei dieser Studie wurde der Kalibrator als groBer Pool verschiedener cDNAs generiert.
Hierzu wurden Fragmente von finf besonders groBen Myokardbiopsien des
Patientenkollektivs verwendet. Anhand von Protokoll 6 wurde RNA isoliert und revers
transkribiert. Die gewonnene cDNA aller finf Biopsien wurde in einem groBen GefaB gepoolt

und anschlieBend in Aliquots von 20 pl bei -20°C gelagert.
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4.6.4 Endgiiltiges Protokoll: Real-Time PCR der klinischen Proben

Protokoll 22: Real-Time PCR der klinischen Proben
Alle Studienproben im 3fach-Ansatz
Leerwerte auf jeder Platte im 3fach-Ansatz
Kalibrator-cDNA fir jedes Gen auf jeder Platte im 8fach- (Housekeeping-
Gene) bzw. 3fach-Ansatz (Zielgene)
Fir Housekeeping-Gene absolute Quantifizierung mittels einer 11stufigen
1:2 Verdlnnungsreihe des entsprechenden Plasmids im 2fach-Ansatz

Relative Quantifizierung der Zielgene Uber die AACt-Methode

Die Real-Time PCR fir alle untersuchten Gene fand nach Protokoll 11 statt. Alle
Studienproben wurden im Dreifachansatz bestimmt.

Auf jeder 96-Well-Plate wurden fir jedes untersuchte Gen sowohl ein Leerwert (Non
Template Control, NTC) als auch die Kalibrator-cDNA im Dreifachansatz mitbestimmt (im
Falle der Housekeeping-Gene wurde die Kalibrator-cDNA im Achtfachansatz bestimmt, um
die Intra- und Inter-Assay-Variabilitdt zu bestimmen, siehe Abschnitt 4.6.2). Der Kalibrator
diente im zweiten Teil der Studie als Bezugspunkt fiir die AACt-Methode und erméglichte die
direkte relative Quantifizierung der Zielgene anhand der in Abschnitt 2.3.2 dargestellten
Strategien.

Fir die vorgeschaltete Evaluation der potentiellen Housekeeping-Gene wurden diese jedoch
zunachst absolut quantifiziert und diese Werte dann auf die Menge der Gesamt-RNA
bezogen (siehe Abschnitte 2.3.2 und 2.3.3). Hierzu wurde aus den Plasmid-Standards
jeweils am Versuchstag eine frische 11stufige 1:2-Verdinnungsreihe in 50 mg/ml E. coli t-
RNA (Roche) hergestellt und im Zweifachansatz auf jeder 96-Well-Plate fiir jedes
untersuchte Gen als Standard-Kurve mitbestimmt. Die Verdinnungsstufen wurden hierbei so
gewahlt, dass die mittleren Stufen dem Expressionsniveau der entsprechenden Gene aus
Vorversuchen entsprachen. Die absolute Quantifizierung erfolgte anhand der Gleichungen
aus Abschnitt 2.3.2. Um Material zu sparen wurden im Allgemeinen pro 96-Well-Plate ein
oder héchstens zwei Gene untersucht.

An die absolute bzw. relative Quantifizierung schloss sich die statistische Untersuchung an.
Zur Testung auf Gruppenunterschiede (TOF vs. Kontrolle, RV vs. RA, mannlich vs. weiblich,
Betablocker-Therapie vs. keine Betablocker-Therapie) in der Expression eines Genes wurde
der Mann-Whitney-U-Test (zweiseitig) verwendet. Die Korrelation zwischen den
Expressionen zweier Gene oder der Expression eines Genes und der Auspradgung eines
klinischen Merkmales wurde mit Hilfe des Spearmann-Rang-Korrelations-Tests Uberprift
(Motulsky 1995, Sachs 1984).
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5 ERGEBNISSE

5.1 OPTIMIERUNG UND EVALUATION DER PRA-PCR

5.1.1 Optimierung der RNA-Isolierung

RNA-Isolierung, DNase-Verdau und die Uberpriifung der gDNA-Freiheit wurden in
Vorversuchen an Fragmenten eines humanen explantierten Herzens getestet. Eine
makroskopische Zerkleinerung der Proben konnte gut erreicht werden, allerdings
zeigte sich, dass durch die Oszillation nur Proben kleiner als etwa 100mg
homogenisiert werden konnten. Bei grofleren Proben blieben auch nach vorherigem
Morsern sichtbare Gewebefragmente tibrig. Es wurden im Folgenden daher nur
Fragmente zwischen 10 und 20mg Grofle verwendet. Auflerdem wurden die in
Protokoll 2 beschriebenen groflziigigen Oszillationszeiten gewiéhlt. Durchschnittlich
konnten in den Vorversuchen etwa 0.8 pg RNA pro mg Biopsie gewonnen werden
(bei den Studienproben wurde auf das Wiegen der Proben verzichtet, um die Proben
zu schonen). Der Gehalt an gDNA lag in den Vorversuchen vor dem DNase-Verdau

bei etwa 10%, nach Verdau war er nicht nachweisbar.

Die Evaluierung der Methode zum Nachweis von gDNA durch Quantifizierung der
Kopienzahl von cMYC bestitigte die Annahme von 7,0 pg gDNA pro 2 Kopien
cMYC (siehe Abschnitt 4.4.1). Dieser Wert lag im 95%-Konfidenzintervall der
Messwerte, so dass sich auch experimentell kein Hinweis auf das Vorhandensein von

Pseudogenen, die diese Messung storen konnten, ergab.

Bei der RNA-Isolierung aus den in diese Studie eingeschlossenen Proben lag der
gDNA-Gehalt nach dem DNase-Verdau in 12 Fillen unter 0,02%, in allen anderen
Féllen war er nicht nachweisbar.

Kontrollversuche bestitigten den linearen Messbereich des Spektralphotometers mit
einem Optimum bei Endkonzentrationen zwischen 2,5 ng/pl und 2,5 - 10> ng/pl. Die
RNA wurde fir die spektralphotometrischen Messungen so verdiinnt, dass die
Konzentrationen in diesem Bereich lagen. Die Quotienten der optischen Dichte bei
260 und 280 nm wurden fiir alle Proben mit Werten iiber 1,8 errechnet. Dies
spiegelte eine hohe Reinheit und eine geringen Verunreinigung mit Proteinen wieder.
Anhand vorbeschriebener Korrekturfaktoren (Sambrook 2001) konnte die RNA-
Konzentration um den Anteil kontaminierender Proteine korrigiert werden. Die

Gelelektrophorese zeigte bei allen Proben starke Banden fiir 18S und 28S rRNA als
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Zeichen einer erfolgreichen RNA-Isolierung, in 6 Fillen zeigten sich jedoch
verschmierte Banden als Ausdruck einer beginnenden RNA-Fragmentierung
(Sambrook 2001).
Die jeweils pro acht isolierten Myokardbiospien mitgefithrten Negativ-Kontrollen fiir
das Morsern der Proben und die Guanidinium-Thiozyanat-Phenol-Chloroform-
Methode blieben fiir nahezu alle untersuchten Gene negativ, im Falle von 18S blieben
die gemessenen Werte um mehr als den Faktor 10° unter denen der untersuchten

Biopsien.
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5.1.2 Optimierung der Reversen Transkription

Als Maf fiir den Einfluss der RT auf genspezifische methodische Fehler wurde die
relative RT-Effizienz berechnet als Quotient der resultierenden Kopienzahl eines
Gens bei Verwendung einer bestimmten Protokoll-Variation und der Kopienzahl auf
Grundlage des Basisprotokolls II. Da die Daten nach dem Kolmogorov-Smirnov-Test
eine geometrische Verteilung aufwiesen, erfolgte die deskriptive statistische
Auswertung durch Berechnung des geometrischen Mittelwertes und des Streufaktors,

also der logarithmischen Standardabweichung.

Abbildung 18 zeigt den Einfluss verschiedener Protokollvariationen auf die relative

Effizienz der Reversen Transkription.
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Abbildung 18: Einfluss verschiedener Protokollvariationen auf die relative Effizienz
der Reversen Transkription.

Dargestellt ist die relative RT-Effizienz als Quotient der resultierenden Kopienzahl eines
Gens bei Verwendung einer bestimmten Protokoll-Variation und der Kopienzahl auf
Grundlage des Basisprotokolls Il. Darstellung des geometrischen Mittelwertes und des

Streufaktors.

Eine erhohte Konzentration der dNTPs von 2mM verminderte die relative RT-
Effizienz, ohne dass die Streuung zunahm. Der Effekt wirkte sich schwicher auf
GAPDH aus als auf die anderen Gene.
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Eine Denaturierung ohne Primer und dNTPs hatte keinen Einfluss auf die
mittlere RT-Effizienz, jedoch erhohte sich die Streuung betrachtlich. Dieser
Effekt war am stirksten fiir 18S.
Die Verwendung von Superscript I bei 37°C erhohte die RT-Effizienz gegeniiber
Superscript II bei 42°C, jedoch ist aus den vorliegenden Daten nicht ersichtlich, ob
dieser Effekt dem Wechsel des Enzyms oder der nach Herstellerempfehlungen
angepassten Inkubationstemperatur zuzuordnen ist.
Die Kombination aller drei Anderungen, aus der Basisprotokoll I (RT I) resultiert,
verringerte die RT-Effizienz und erhohte die Streuung in starkem, tiberadditivem
Mafle. Hierbei ist auffillig, dass dieser Effekt genspezifisch war. In absteigender
Reihenfolge waren 18S, GAPDH, HPRT und PBGD betroffen. Im Falle von 18S

resultierte eine Reduktion der RT-Effizienz um einen Faktor grofer als 3,5 - 10",

Der Einfluss verschiedener RNA-Konzentrationen auf die relative FEffizienz der

Reversen Transkription ist in Abbildung 19 dargestellt.
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Abbildung 19: Einfluss der RNA-Konzentration auf die relative Effizienz der Reversen
Transkription.

Dargestellt ist die relative RT-Effizienz als Quotient der resultierenden Kopienzahl eines
Gens bei Verwendung einer bestimmten Protokoll-Variation und der Kopienzahl auf
Grundlage des Basisprotokolls |l mit einer RNA-Konzentration von 1,25 ng/pl. Darstellung

des geometrischen Mittelwertes und des Streufaktors.
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Hohere RNA-Konzentrationen bedingten allgemein niedrigere RT-Effizienzen. Der
Effekt nahm ab einer Konzentration von iiber 5 ng/ul RNA tberproportional zu.
Auch hier zeigten sich genspezifische Effekte, PBGD und 18S sind stirker betroffen
als HPRT und GAPDH.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde fir die in diese Studie eingeschlossenen
Myokardbiopsien das RT-Basisprotokoll II mit einer RNA-Konzentration von 5 ng/ul
gewihlt.

Fir jeweils acht Myokardbiopsien wurden auch bei der RT Negativ-Kontrollen
mitgefiihrt, und zwar jeweils ein Ansatz ohne RNA und ein Ansatz ohne Reverse
Transkriptase. Fiir nahezu alle untersuchten Gene blieben die Kontrollen negativ, im
Falle von 18S blieben die gemessenen Werte um mehr als den Faktor 10° unter denen

der untersuchten Biopsien.

Anhand der in Abschnitt 4.5 beschriebenen Methode zur Quantifizierung der cDNA

nach RT konnte die absolute RT-Effizienz fiir die in diese Studie eingeschlossenen

Biopsien berechnet werden. Sie lag bei 70,3% £ 31,1% (Mittelwert =+

Standardabweichung).
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5.1.3 Evaluation der gesamten Pra-PCR

Der Effekt der gesamten Pra-PCR auf mogliche genspezifische methodische Fehler
wurde quantitativ erfasst, indem in sechsfachem Ansatz aus benachbarten
Fragmenten eines explantierten humanen Herzens cDNA nach Protokoll 2 und
Protokoll 4 gewonnen wurde. Anschlieflend fand eine Quantifizierung von PBGD
und 18S statt. Diese beiden Gene sollten das Panel der untersuchten Gene
reprdsentieren.

Da die Daten nach dem Kolmogorov-Smirnov-Test eine Normalverteilung
aufwiesen, erfolgte die deskriptive statistische Auswertung durch Berechnung des
Variationskoeffizienten der gemessenen Genexpression von PBGD bzw. 18S. Fiir die
gesamte Methode ergaben sich Variationskoeffizienten von 19,3% fiir PBGD und
20,3% fur 18S.
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5.2 OPTIMIERUNG UND EVALUATION DER cDNA-
QUANTIFIZIERUNG

Die einzelnen Elemente des neuen Protokolls zur Quantifizierung einzelstringiger
cDNA sowie das Gesamtprotokoll selbst wurden in zahlreichen Vorversuchen

optimiert und evaluiert.

Wie in Abschnitt 4.5 dargelegt, erfolgte die Einstellung der RNase-Konzentration bei
0,4 U/pl und damit um den Faktor 4 hoher als nach den Vorversuchen notig gewesen
wire. Auch die Konzentration des RNase-Inhibitors und die Zeiten fiir die
Inkubation beider Enzyme wurden sehr konservativ gewiéhlt.

Der Verlust bei der Reinigung der ss cDNA mit Hilfe des PCR Purification Kits
wurde anhand des 8kb-Standards M13mp19 in den Konzentrationen 2 ng/ul und 20
ng/ul im achtfachen Ansatz getestet. Es wurden 73,2% bzw. 67,9% der Nukleinsdure
eluiert. Die Standardabweichung lag bei 5,3% bzw. 10,8%. Es wurde daher bei allen

Quantifizierungen von cDNA ein Faktor von 0,7 eingerechnet.

Anhand der mit dem 8kb-Standard M13mp19 erstellten Standardkurven konnte der
lineare Messbereich bestimmt werden. Bei Endkonzentrationen der ss cDNA von
0,03 - 2 ng/pl zeigte sich ein lineares Verhiltnis zwischen auf RhoX6 normierter
OliGreen-Fluoreszenz und den eingesetzten Ausgangskonzentrationen (R’ = 0,9771,
m=1,0119).

Die intra-Assay-Variabilitit der Quantifizierung mit OliGreen und dem SDS 7700

ohne die vorherige Aufreinigung der ss cDNA lag in den Vorversuchen und bei den
spiter gemessenen cDNAs bei 2,9% £ 0,600 (Mittelwert der einzelnen

Variationskoeffizienten + Standardabweichung der Variationskoeffizienten).

Die inter-Assay-Variabilitit der Quantifizierung mit OliGreen und dem SDS 7700
ohne die vorherige Aufreinigung lag im Vorversuch bei 3,8%.

Die Variabilitidt der gesamten Quantifizierung einer ss cDNA inklusive des RNase-

Verdaus und der Aufreinigung lag im Vorversuch bei 4,7%.

Der Effekt der Messung der Gesamt-RNA bei der Evaluation von potentiellen
Housekeeping-Genen im Sinne von Abschnitt 2.3.3 und 4.5 ist in Abbildung 20
dargestellt. Im Vorausgriff auf die in Abschnitt 5.4 nidher dargestellten Ergebnisse ist
hier die Expression der potentiellen Housekeeping-Gene in den Kontrollproben
dargestellt. Als Bezugspunkt diente entweder die Gesamt-RNA (gemessen am

Spektralphotometer) oder die Gesamt-RNA einer Probe, wie sie mit dem neu
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etablierten Protokoll gemessen wurde. Um die verschiedenen Gene mit ihren
stark unterschiedlichen Expressionsniveaus in einer Abbildung vergleichbar
machen zu konnen, wurden die Werte jeweils auf den Median der Quotienten

Genexpression / cDNA bezogen.
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Abbildung 20: Effekt der Messung der Gesamt-RNA als Bezugspunkt bei der
Evaluation von potentiellen Housekeeping-Genen im Vergleich zur Messung von
Gesamt-RNA

Die Expression der einzelnen Gene in den 10 Kontrollproben wurde mittels Real-Time PCR
absolut quantifiziert und auf die Gesamtmenge der RNA (gemessen mittels
Spektralphotometer) bzw. auf die Gesamtmenge der cDNA (gemessen mittels OliGreen)
bezogen. Diese Quotienten wurden ihrerseits auf den Median der Quotienten
(Genexpression / cDNA) in den 10 Kontrollproben bezogen. Dadurch wurden die einzelnen
Gene vergleichbar beziglich ihrer Schwankungsbreite. Dargestellt sind als Boxplot jeweils

Median, 25%- und 75%-Quantil sowie Minimal- und Maximalwert.

Maflzahlen wie die Standardabweichung oder der Streufaktor konnten nicht
verwendet werden, da nach dem Kolmogorov-Smirnov-Test weder eine
Normalverteilung noch eine geometrische Verteilung vorlag. Es lag jedoch eine
Tendenz zur geometrischen Verteilung vor. Als Maf} fiir die Variationsbreite der
gemessenen Genexpression dienten daher die Quotienten aus Maximal- und
Minimalwert (geometrische Spannweite). Wie auch Tabelle 8 zu entnehmen ist,
wurde die Spannweite der Genexpression in fast allen Fillen kleiner, wenn auf cDNA
statt auf RNA normiert wurde. In wenigen Fillen blieb die Spannweite in der
gleichen Groflenordnung. Fiir 18S beispielsweise sank die geometrische Spannweite

von 3,8 auf 1,7.
92
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Expression / 18S PBGD CASQ2 HPRT ABL

Geometrische Spannweite RNA 3,77 2,89 3,60 2,35 4,43
(Maximal- / Minimalwert) cDNA 1,71 2,59 3,07 3,01 1,90

Expression / B2M GAPDH GUSB RPLPO TNNI3

Geometrische Spannweite RNA 2,99 85,24 13,17 9,04 4,37
(Maximal- / Minimalwert) cDNA 2,82 55,15 12,65 5,78 3,64

Tabelle 8: Effekt der Messung der Gesamt-RNA als Bezugspunkt bei der Evaluation
von potentiellen Housekeeping-Genen im Vergleich zur Messung von Gesamt-RNA

Auf der gleichen Datenbasis wie in Abbildung 20 sind die Quotienten aus Maximal- und
Minimalwert (geometrische Spannweite) dargestellt. Diese Werte dienten als MaB fiir die
Variationsbreite der gemessenen Genexpression. Sie kdénnen daher Anhalt sein fir das
AusmaB, in dem die Quantifizierung der Gesamt-RNA oder Gesamt-RNA globale

methodische Fehler in der Pra-PCR ausgleichen kann.
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5.3 OPTIMIERUNG UND EVALUATION DER REAL-TIME PCR
FUR DIE UNTERSUCHTEN GENE

Die konventionellen PCRs unter Verwendung der fiir die Real-Time PCR
entworfenen Primer zeigte in allen Fillen deutliche Banden in den erwarteten
Amplikon-Lingen. Weitere Banden, und damit Hinweise auf bedeutsame

unspezifische Amplifikationen, ergaben sich nicht.

Die optimierten Konzentrationen der Primer und Sonden sind in Tabelle 7,
Abschnitt 4.6.1, dargestellt. Abbildung 21 zeigt das Beispiel einer Primermatrix
anhand von HPRT.

RP: 900 nM

Abbildung 21: Beispiel einer Primermatrix von HPRT

Dargestellt sind die mittleren Ct-Werte flr die jeweiligen Kombinationen der Konzentrationen
fir Forward- und Reverse-Primer (FP, RP). Ausgewéhlt wurde diejenige Kombination, mit
der die mit dem geringsten Materialaufwand die niedrigsten Ct-Werte erreicht werden
konnte. In diesem Falle jeweils 300 nM fur den FP und den RP.

Anhand von 7stufigen 1:2-Verdiinnungsreihe der Kalibrator-cDNA wurden die PCR-
Effizienzen der einzelnen Gene bestimmt. Da die Kalibrator-cDNA dieselben
Aufarbeitungsschritte durchlaufen hatte wie die klinischen Proben, waren diese

Werte reprisentativ fiir die spéter untersuchten Proben. Zum Vergleich sind Werte
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angegeben, die im Rahmen der absoluten Quantifizierung aus den Plasmid-
Standardkurven ermittelt wurden. Wie Tabelle 9 zeigt, liegen die
Korrelationskoeffizienten alle tiber 0,95 und die errechneten PCR-Effizienzen
zwischen 91,6% und 104,4%.

cDNA-Standard-Kurve Plasmid-Standard-Kurve
R? PCR-Effizienz R? PCR-Effizienz
c-MYC 0,967 96,2%
PBGD 0,995 99,8% 0,948 97,4%
HPRT 0,995 94,8% 0,994 101,8%
GUSB 0,956 92,1% 0,964 94,5%
B2M 0,950 103,4% 0,974 93,9%
ABL 0,976 99,5% 0,982 97,5%
TNNI3 0,981 93,5% 0,995 95,1%
RPLPO 0,998 95,2% 0,988 100,2%
CASQ2 0,989 104,4% 0,957 93,2%
GAPDH 0,986 95,8% 0,993 95,9%
18S 0,980 98,8% 0,981 98,7%
ANP 0,977 97,9%
BNP 0,965 99,1%
HIF1A 0,987 91,6%
total VEGF 0,978 97,4%
VEGF-121 0,958 101,7%
VEGF-165 0,941 96,3%
VEGF-189 0,950 98,2%
VEGF-R1 0,994 95,9%
VEGF-R2 0,990 96,3%

Tabelle 9: PCR-Effizienzen, bestimmt anhand von c¢DNA- und Plasmid-
Verdiinnungsreihen

Dargestellt sind die nach Formel 7 (Abschnitt 2.3.2) errechneten PCR-Effizienzen sowie der
Korrelationskoeffizient nach Pearson (Rz). Durchgefihrt wurden die Versuche an einer
7stufigen 1:2-Verdinnungsreihe der Kalibrator-cDNA bzw. an einer 11stufigen 1:2-

Verdlnnungsreihe des Plasmidstandards.

Im Rahmen der Untersuchung der klinischen Proben wurden Non Template
Controls (NTCs) fiir alle Gene, die auf jeweils einer 96-Well-Plate untersucht
wurden, mitbestimmt. Diese blieben in nahezu allen Fillen negativ. Lediglich fiir 18S
ergab sich ein schwaches Signal, dass jedoch stets um einen Faktor von mindestens

10° niedriger als das der schwéchsten klinischen Probe war.

Tabelle 10 zeigt die Intra- und Inter-Assay-Variabilitidten der Real-Time PCRs fiir die
potentiellen Housekeeping-Gene. Die Intra-Assay-Variabilitit lag zwischen 5,0% und
10,6%, die Inter-Assay-Variabilitit zwischen 4,9% und 14,7%. Fir die Zielgene

konnten die Werte nicht analog bestimmt werden, da hier keine absolute
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Quantifizierung vorgenommen worden war. Uberfiihrte man die Ct-Werte der
analogen Messungen fiir die Zielgene in Ermangelung einer Standard-Kurve mit
Hilfe der Formel N=2 in Schitzwerte fiir die Kopienzahl, so ergaben sich aber

vergleichbare Ergebnisse.

Intra-Assay- Inter-Assay-
Variabilitat Variabilitat
Variationskoeffizient  Variationskoeffizient

c-MYC 6,2% 5,8%
PBGD 10,7% 6,7%
HPRT 10,6% 5,2%
GUSB 9,3% 7,4%
B2M 5,3% 11,7%
ABL 5,0% 6,3%
TNNI3 10,0% 14,7%
RPLPO 6,7% 4,9%
CASQ2 5,4% 9,1%
GAPDH 8,5% 6,3%
18S 11,2% 9,5%

Tabelle 10: Intra- und Inter-Assay-Variabilitdten der Real-Time PCR

Dargestellt sind die als SchatzmalB fiir die Intra-Assay-Variabiliat die Variationskoeffizienten
jeweils einer Achtfachmessung der Kalibrator-cDNA, sowie als SchatzmaB fur die Inter-
Assay-Variabilitdt die Variationskoeffizienten jeweils aus drei Mittelwerten solcher
Achtfachmessungen der Kalibrator-cDNA.

Die Uberpriifung der Sperzifitit der Real-Time PCR auf mRNA- bzw. cDNA-
Sequenzen lieferte fiir nahezu alle Gene negative Ergebnisse fir die gDNA-
Kontrollen. Lediglich bei den beiden Intron-losen Genen 18S und RPLPO waren
Signale fiir gDNA nachzuweisen. Entsprechend der in Protokoll 18 beschriebenen
Formel wurde der Quotient aus cDNA-Signal (bei 5 ng cDNA pro Reaktion) und
gDNA-Signal (bei 100 ng gDNA pro Reaktion) berechnet. Fiir 18S lag er bei 8,6-10",

fiir RPLPO bei 3,6-10°. Beriicksichtigt man den Umstand, dass im Kontrollversuch
20fach mehr gDNA als cDNA verwendet wurde, hitte das Signal der gDNA selbst bei
einer Kontamination der cDNA mit 50% gDNA in jedem Falle weniger als 0,1% des
Gesamt-Signals ausgemacht. Die RNA-Kontrollen und die NTCs blieben in allen

Fillen negativ.
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5.3.1 Uberpriifung der Sensitivitit der Real-Time PCR

Die Uberpriifung der Sensitivitit der Real-Time PCR erfolgte anhand von Protokoll
19. Die zu uberprifende Hypothese lautete, dass die Real-Time PCR bei einer
niedrigen erwarteten Anzahl von cDNA-Molekiilen so sensitiv und prdzise messen
konne, dass sie die Vorhersagen fir die tatsichliche Verteilung der Molekiile, wie sie
durch die Poisson’schen Verteilung gegeben werden, exakt abbilden werde. Praziser
formuliert: die Real-Time PCR konne bei einer niedrigen erwarteten Anzahl von
cDNA-Molekiilen (Erwartungswerte 1, 2, 4 und 8 Kopien/Reaktionsgefif3)
hinreichend sensitiv und prazise messen, um in einer Stichprobe mit n=8 eine
Haufigkeitsverteilung von Messwerten (1, 2, 3, usw. Kopien/Reaktionsgefil) zu
generieren, die die Vorhersagen der Poisson schen Verteilung nachvollziehen (jener
Verteilung also, die mathematisch beschreibt, mit welchen Wahrscheinlichkeiten bei
niedrigen Erwartungswerten tatsachlich 1, 2, 3 usw. Kopien in einem Reaktionsgefafd

vorhanden sein werden).

Abbildung 22 verdeutlicht dieses Experiment. Von den Verdiinnungsstufen des MLL-
Plasmids mit den Konzentrationen 1, 2, 4 und 8 Kopien/pl wurde jeweils acht mal 1
pl in die Real-Time PCR eingebracht, es fand also die Messung einer Stichprobe mit
n=8 fir die Erwartungswerte 1, 2, 4 und 8 Kopien/Reaktionsgefaf8 statt. In hellgrau
dargestellt ist jeweils die Vorhersage durch die Poisson’sche Verteilung und in
dunkelgrau der Messwert. Die Balken geben dabei die erwartete bzw. gemessene
Haufigkeit der Ergebnisse ,,1 Kopie pro Real-Time PCR — Reaktionsgefi}“, ,2

Kopien®, ,,3 Kopien®, usw. bei einer Mehrfachmessung mit n=8 wieder.
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Abbildung 22: Uberpriifung der Sensitivitit der Real-Time PCR: Erwartete und
Gemessene Verteilung der Kopien pro ReaktionsgefaB bei niedriger Kopienzahl
Dargestellt sind die Messungen des MLL-Plasmids mittels Real-Time PCR in
Verdinnungsstufen mit den Erwartungswerten 1, 2, 4 und 8 Kopien/ReaktionsgefaB3. In
Hellgrau abgebildet ist die bei diesen Erwartungswerten durch die Poisson’sche Verteilung
vorausgesagte Haufigkeit des Vorhandenseins von 1, 2, 3, usw. Kopien pro Reaktionsgefafi
bei einer Mehrfachmessung mit n=8 (so entspricht also beispielsweise der hellgraue Teil der
Abbildung ,1 Kopie/Reaktion® genau der Abbildung 17 in Abschnitt 4.6.2, wobei die
Wahrscheinlichkeiten mit n=8 multipliziert wurden). Dunkelgrau dargestellt sind die
Haufigkeiten fur 1, 2, 3, usw. Kopien pro ReaktionsgefédB3, wie sie beim Versuch im
Achtfachansatz tatsachlich gemessen wurden.

Eine qualitative Analyse von Abbildung 22 =zeigt, dass die gemessene

Hiufigkeitsverteilung grofle Ahnlichkeit mit der erwarteten Verteilung nach Poisson

hatte. Die statistische Uberpriifung dieser Beobachtung gibt Tabelle 11 wieder.
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Erwartungswert Beobachteter 95% Konfidenz- Varianz Dispersions-
Wert als arithm. intervall index R(t)
Mittelwert bei
n=8
(Kopien pro (Kopien pro (Kopien pro
Reaktion) Reaktion) Reaktion)
1,00 1,64 0,75-2,53 3,22 1,97
2,00 3,09 1,87—4,31 5,26 1,70
4,00 3,96 2,58-5,34 3,71 0,94
8,00 8,13 6,15-10,11 25,30 3,11

Tabelle 11: Uberpriiffung der Sensitivitit der Real-Time PCR: Vergleich der
Erwartungswerte und der beobachteten Mittelwerte

Dargestellt sind neben den Erwartungswerten 1, 2, 4 und 8 Kopien/Reaktionsgefa3 die
arithmetischen Mittelwerte und das 95%-Konfidenzintervall der in Abbildung 22 dunkelgrau
dargestellten Achtfachmessungen des MLL-Plasmids mittels Real-Time PCR. Die Varianz
einer optimalen Poisson’schen Verteilung entspricht dem arithmetischen Mittelwert. Der
Dispersionsindex R(t) ist der Quotient aus Varianz und Mittelwert und sollte somit bei einer

optimalen Poisson’schen Verteilung gleich 1 sein.

Zuerst sei auf die Varianz und den Dispersionsindex R(t) hingewiesen. Mit diesen
Parametern kann iiberpriift werden, ob eine gemessene Verteilung die Form einer
Poisson’schen Verteilung hat (zunichst unabhidngig davon, ob der Mittelwert dieser
Verteilung dem Erwartungswert entspricht). Die Varianz einer optimalen
Poisson’schen Verteilung entspricht ihrem Mittelwert. Der Dispersionsindex R(t) ist
der Quotient aus Varianz und Mittelwert und sollte somit bei einer optimalen
Poisson’schen Verteilung gleich 1 sein. Fir die Verteilungen mit den
Erwartungswerten 1, 2 und 4 Kopien/Reaktionsgefify lagen die beiden Parameter
nahe an diesen Vorgaben, im Falle der Verteilung mit dem Erwartungswert 8
Kopien/Reaktionsgefifd waren die Abweichungen durch die beiden Ausreifler bei 1
und 18 Kopien (sieche Abbildung 22) zu erklidren. Vor dem Hintergrund der relativ
geringen Stichprobengrofle von n=8 kann insgesamt jedoch festgehalten werden, das
die gemessenen Werte die Poisson’sche Verteilung nachvollzogen (Ross 1993, Nielsen
1997).

Zur Uberpriifung der Frage, ob die gemessenen Werte nicht nur die Poisson’sche
Verteilung nachvollziehen, sondern auch noch genau jene mit den Erwartungswerten
1, 2, 4 und 8 Kopien/Reaktionsgefif, wurde auf Grundlage der Poisson-Verteilung
das 95%-Konfidenzintervall berechnet (Motulsky 1995). Die erwarteten Werte 1, 2, 4

und 8 Kopien/Reaktionsgefil lagen jeweils im 95%-Konfidenzintervall der
Messungen. In keiner der vier Serien konnte mittels x’-Test (mit u=[Mittelwert-

erwarteter Wert]/NMittelwert/n, u’=y> und einem Freiheitsgrad von 1, nach Sachs
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1984) ein signifikanter Unterschied zwischen den erwarteten und gemessenen
Werten festgestellt werden.
Zusammengefasst kann also gesagt werden, dass die gemessenen Werte statistisch
nachpriifbar diejenigen Poisson’schen Verteilungen nachvollzogen, die fiir die

entsprechenden Erwartungswerte vorgegeben waren.
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5.4 EVALUATION DER POTENTIELLEN HOUSEKEEPING-GENE

Die Expression der zehn potentiellen Housekeeping-Gene wurde mittels Real-Time
PCR in den 25 TOF- und 10 Kontrollproben absolut quantifiziert. Die ermittelte
Kopienzahl wurde auf die Gesamtmenge der cDNA bezogen, wie sie anhand von
Protokoll 10 mittels OliGreen gemessen wurde.

Abbildung 23 zeigt die Expression der Gene in Kopien pro ng Gesamt-cDNA. Eine
Unterscheidung in die verschiedenen Gruppen (TOF, 1. OP, TOEF, 2. OP,
rechtsventrikulidre Kontrollen, rechtsatriale Kontrollen) findet zunichst nicht statt.

Die Boxplots geben daher alle untersuchten Proben wieder.
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Abbildung 23: Expression der zehn potentiellen Housekeeping-Gene in allen

18S-

HPRT -
GUSB -
B2M -
AB| -
TNNI3 -
RPLPO -

untersuchten Proben
Die Expression der einzelnen Gene wurde mittels Real-Time PCR absolut quantifiziert und
auf die Gesamtmenge der cDNA, gemessen mittels OliGreen, bezogen. Dargestellt sind als

Boxplot jeweils Median, 25%- und 75%-Quantil sowie Minimal- und Maximalwert.

Fiihrt man sich vor Augen, dass pro PCR etwa 3,5 ng cDNA eingesetzt wurden (1 pl
RT-Produkt mit 5ng/pl eingesetzter RNA und einer mittleren RT-Effizienz von etwa
70%), so wird deutlich, dass die potentiellen Housekeeping-Gene einen sehr breiten
Bereich von Expressionsniveaus abdeckten.

Maf3zahlen wie die Standardabweichung oder der Streufaktor konnten nicht

verwendet werden, da nach dem Kolmogorov-Smirnov-Test weder eine
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Normalverteilung noch eine geometrische Verteilung vorlag. Es lag jedoch eine

Tendenz zur geometrischen Verteilung vor. Als Maf fur die Variationsbreite der
Genexpression dienten daher die Quotienten aus Maximal- und Minimalwert
(geometrische Spannweite). Wie aus Tabelle 12 zu entnehmen ist, zeigten die sechs
Gene PBGD, HPRT, B2M, ABL, CASQ2 und 18S eine deutlich geringere
geometrische Spannweite (mit Werten um 5) als die Gene GUSB, TNNI3, CASQ2
und GAPDH.

PBGD HPRT GUSB B2M ABL
Geometrische Spannweite 4,44 5,82 12,65 5,24 4,85

TNNI3 RPLP0 CASQ2 GAPDH 18S
Geometrische Spannweite 14,29 12,27 5,05 308,51 3,13

Tabelle 12: Variationsbreite der Expression der zehn potentiellen Housekeeping-Gene
in allen untersuchten Proben
Auf der gleichen Datenbasis wie in Abbildung 23 sind die Quotienten aus Maximal- und

Minimalwert (geometrische Spannweite) dargestellt.

Abbildung 24 gibt ebenfalls die Expression der potentiellen Housekeeping-Gene
wieder. Die verschiedenen Versuchsgruppen (TOF, 1. OP, TOF, 2. OP,
rechtsventrikuldre Kontrollen, rechtsatriale Kontrollen) sind nun getrennt dargestellt.
Um die verschiedenen Gene mit ihren stark differierenden Expressionsniveaus besser
vergleichbar zu machen, wurde fiir jedes Gen der Median der rechtsventrikuldren
Kontrollproben auf 1 gesetzt. Die Variationsbreite oder eventuelle
Gruppenunterschiede innerhalb eines Gens gingen durch diese Darstellung nicht

verloren.
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Abbildung 24: Expression der zehn potentiellen Housekeeping-Gene, Unterscheidung
zwischen den Gruppen

Die Expression der einzelnen Gene wurde mittels Real-Time PCR absolut quantifiziert und
auf die Gesamtmenge der cDNA (gemessen mittels OliGreen) bezogen. Diese Quotienten
wurden ihrerseits auf den Median der Quotienten (Genexpression / cDNA) in den
rechtsventrikularen Kontrollproben bezogen. Dadurch wurden die einzelnen Gene
vergleichbar beziglich ihrer  Variationsbreite und eventuell vorhandener
Gruppenunterschiede. Dargestellt sind als Boxplot jeweils Median, 25%- und 75%-Quantil
sowie Minimal- und Maximalwert. Mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests wurden Unterschiede
zwischen den einzelnen Patientengruppen geprift. Signifikante Unterschiede mit einem

p<0,01 sind mit eckigen Klammern angezeigt.

Wie oben bereits dargestellt, fanden sich Gene mit kleiner und Gene mit grofler
Variationsbreite. Es zeigte sich nun aber auch, dass sich bei einigen Genen

signifikante Unterschiede der Expression zwischen den einzelnen Gruppen feststellen
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lieBen (Mann-Whitney-U-Test). Zusammenfassend konnte man die
potentiellen Housekeeping-Gene in vier Kategorien einteilen:
1. Kategorie: geringe Variationsbreite, keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen: 18S, PBGD, CASQ2.
2. Kategorie: geringe Variationsbreite, jedoch signifikante Unterschiede
zwischen einzelnen Gruppen: HPRT, ABL, B2M
3. Kategorie:  grofle  Variationsbreite, jedoch  keine  signifikanten
Gruppenunterschiede: GAPDH
4. Kategorie: grofle Variationsbreite und signifikante Unterschiede zwischen
einzelnen Gruppen: GUSB, RPLPO und TNNI3

Signifikante Korrelationen zwischen der Expressionshohe der Housekeeping-Gene
und klinischen Parametern wie dem Alter, den rechtsatrialen bzw.
rechtsventrikuldren Driicken oder der arteriellen Sauerstoffsittigung fanden sich
nicht (Verwendung des Mann-Whitney-U-Test bzw. des Spearmann-Rang-

Korrelations-Tests).

Fur die Analyse der Zielgene in den folgenden Abschnitten wurden zunichst alle
Housekeeping-Gene der Kategorie 1 (18S, PBGD und CASQ?2) verwendet.

Zunichst soll jedoch der Effekt gezeigt werden, der sich bei der Verwendung eines
nicht validen Housekeeping-Gens ergibt. Beispielhaft fiir die Ergebnisse, die im
Abschnitt 5.5 dargestellt werden, zeigt Abbildung 25 den Unterschied der Expression
von VEGF-R1 zwischen den beiden Gruppen TOF, 1. OP und rechtsventrikuldre
Kontrollen. Wiederum ist der Median der rechtsventrikuldren Kontrollproben auf 1
gesetzt, um die Werte mit den verschiedenen Housekeeping-Genen besser

vergleichbar zu machen.
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Abbildung 25: Effekt der Verwendung eines nicht validen Housekeeping-Gens

Die Expression von VEGF-R1 wurde mittels der AACt-Methode quantifiziert und dabei
jeweils auf alle zehn potentiellen Housekeeping-Gene bezogen. Dargestellt sind die beiden
Gruppen TOF, 1. OP und die rechtsventrikularen Kontrollen. Um die Daten fur die einzelnen
Housekeeping-Gene vergleichbar zu machen, wurde der Median in den rechtsventrikularen
Kontrollen auf 1 gesetzt. Dargestellt sind als Boxplot jeweils Median, 25%- und 75%-Quantil

sowie Minimal- und Maximalwert.

Bei Verwendung der Housekeeping-Gene 18S, PBGD oder CASQ2 zeigte sich ein
deutlicher Gruppenunterschied fiir die Expression von VEGF-R1 zwischen den
beiden Gruppen. Bei allen drei Housekeeping-Genen war dieser in vergleichbarem
Maf3e nachweisbar, was die Eignung dieser beiden Gene wiederspiegelte. Wurden
Housekeeping-Gene verwendet, die nach den oben beschriebenen Kriterien als nicht
valide eingestuft worden waren, so ergaben sich verschiedene Effekte: der
Gruppenunterschied war vermeintlich deutlicher nachweisbar (HPRT), der
Gruppenunterschied war nicht mehr nachweisbar, wobei sich oft deutlich groflere
Variationsbreiten in den einzelnen Gruppen zeigten (GUSB oder besonders GAPDH)
oder der Gruppenunterschied drehte sich sogar um, die Gruppe der erstoperierten
TOEF-Proben zeigte nun also eine vermeintlich niedrigere Expression von VEGF-R1
als die Kontrolle (bei Verwendung von B2M oder besonders TNNI3).
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5.5 NATRIURETISCHE PEPTIDE UND ANGIOGENETISCHE
WACHSTUMSFAKTOREN

5.5.1 Expression in den verschiedenen Patientengruppen

Die natriuretischen Peptide und die angiogenetischen Wachstumsfaktoren wurden
mit Hilfe der AACt-Methode relativ quantifiziert. Hierbei wurden zunichst alle drei
als valide eingestuften Housekeeping-Gene 18S, PBGD und CASQ2 verwendet. Die
Ergebnisse der statistischen Analysen unterschieden sich hierbei nicht. Es werden
daher im Folgenden nur die Daten fiir die Normierung auf 18S dargestellt. Mit Hilfe
des Mann-Whitney-Tests wurden Unterschiede zwischen den Patientengruppen
(TOF, 1. OP; TOF, 2. OP; KO, RV; KO, RA) gepriift. Ein p<0,01 wurde als signifikant
betrachtet. Abbildung 26 zeigt die Expression der Gene innerhalb der untersuchten
Gruppen.

Bei den natriuretischen Peptiden zeigten sich deutliche Gruppenunterschiede. ANP
war in den rechtsatrialen Kontrollen gegeniiber den rechtsventrikuldren Kontrollen
um einen Faktor von 350 hoher exprimiert. Keine signifikanten Unterschiede fiir
ANP und BNP fanden sich zwischen den Gruppen der erstoperierten und der
reoperierten TOF-Proben sowie fiir BNP zwischen den rechtsventrikuliren und
rechtsatrialen Kontrollen. Sowohl ANP als auch BNP zeigten in beiden TOEF-
Gruppen eine signifikant erniedrigte Expression gegeniiber beiden Kontrollgruppen.
Fasste man jeweils alle TOF- und alle Kontrollproben zusammen, so ergab sich eine
verminderte Expression in den TOF-Proben gegeniiber den Kontrollproben um

einen Faktor von 270 fir ANP und 100 fiir BNP, gemessen an den Medianen.

Fur die angiogenetischen Wachstumsfaktoren konnten ebenfalls
Gruppenunterschiede nachgewiesen werden, die allerdings weniger deutlich ausfielen
als bei ANP und BNP. VEGF-189 und VEGF-R1 zeigten eine hohere Expression in
den beiden TOF-Gruppen gegeniiber den Kontrollgruppen. Die Mediane aller TOF-
bzw. Kontrollproben zusammengenommen unterschieden sich um einen Faktor von
2,7 fir VEGF-189 und um 2,6 fiir VEGF-R1. Fiir HIF1IA konnte eine hohere
Expression in den rechtsventrikuliren Kontrollen gegentiber den rechtsatrialen
Kontrollen festgestellt werden, fir VEGF-165 eine niedrigere. Die Mediane der
Gruppen unterschieden sich jedoch nur um Faktoren von 1,3 bzw. 1,2. Bei n=4 in der
Gruppe der rechtsatrialen Kontrollen muss dieses Ergebnis kritisch hinterfragt
werden.
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Abbildung 26: Expression der natriuretischen Peptide und angiogenetischen
Wachstumsfaktoren in den untersuchten Gruppen

Die Expression der Gene wurde mit Hilfe der AACt-Methode quantifiziert und auf das
Housekeeping-Gen 18S normiert. Aufgrund der direkten relativen Quantifizierung ist eine
Aussage Uber das absolute Expressionsniveau nicht méglich. Zur besseren Vergleichbarkeit
wurde der Median der RV Kontrollen willkiirlich gleich eins gesetzt. Die Variationsbreite oder
eventuell vorhandene Gruppenunterschiede gehen dadurch nicht verloren. Dargestellt sind
als Boxplot jeweils Median, 25%- und 75%-Quantil sowie Minimal- und Maximalwert. Mit
Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests wurden Unterschiede zwischen den einzelnen
Patientengruppen (TOF, 1. OP; TOF, 2. OP; KO, RV; KO, RA) geprift. Signifikante

Unterschiede mit einem p<0,01 sind durch eckige Klammern angezeigt.
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5.5.2 Zusammenhinge der Genexpressionen untereinander und mit den
klinischen Merkmalen

Tabelle 13 gibt die Zusammenhinge der Expressionen der einzelnen Gene

untereinander und mit den klinischen Parametern wieder.

Der Zusammenhang der Expression ausgewdhlter Gene mit dem Alter der Patienten
bzw. Organspender ist in Abbildung 27 dargestellt. Fiir ANP und BNP zeigte sich ein
Abfall der Expression vor allem im ersten Lebensjahr. Ein erneuter Anstieg fand sich
in den adulten Kontrollproben sowie in zwei (fiir ANP) bzw. in einer (BNP) TOF-
Probe. Wie Tabelle 13 zu entnehmen ist, war der Abfall von ANP und BNP tiber das
Alter selbst bei Betrachtung aller Proben signifikant.

Eine signifikante Korrelation der Expression der untersuchten VEGF-Isoformen mit
dem Alter fand sich nicht. Es zeigte sich jedoch ein Muster mit einem Abfallen der
Expression iiber die ersten Lebensmonate und -jahre (am deutlichsten fiir VEGF-
189) und einem Wiederanstieg in den adulten Proben (am deutlichsten fur VEGF-
121). Fir VEGF-165 und Gesamt-VEGF zeigten sich Mischformen dieser Muster. Bei
HIF1A, VEGF-R1 und VEGF-R2 fand sich keine Altersabhingigkeit.

Der signifikante Gruppenunterschied von ANP zwischen den Geschlechtern erklart
sich dadurch, dass alle vier rechtsatrialen Kontrollproben von weiblichen
Organspendern stammten. Da ANP im Atrium deutlich hoher exprimiert war (siehe
oben), musste sich dies auch in der Betrachtung der geschlechtsspezifischen

Unterschiede zeigen.

Fur VEGF-121 und den rechtsventrikuldren Spitzendruck konnte ein signifikanter
Zusammenhang festgestellt werden. Bei der Plausibilitdtskontrolle fielen jedoch zwei
Ausreifder aus der Gruppe der reoperierten Patienten mit TOF auf, die sehr hohe
Driicke, jedoch durchschnittliche VEGF-121-Expressionen aufwiesen. Wurden diese
beiden Proben aus der Auswertung genommen, so wurde keine Signifikanz mehr

erreicht.

Weitere Korrelationen zwischen der Expression einzelner Gene und klinischen
Parametern fanden sich nicht. Insbesondere waren keine weiteren Zusammenhiange
von ANP oder BNP mit den Driicken oder von HIF1A, VEGF, den VEGF-Isoformen

oder den Rezeptoren mit der arteriellen Sauerstoffsittigung nachweisbar.
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Alter Ge- Beta- Sa02 PRV PRV PRA Qp/Qs | ANP BNP  HIFIA ges. VEGF- VEGF- VEGF- VEGF- VEGF-
schlecht blocker peak ed mean VEGF 121 165 189 R1 R2

Alter 0,106 | 0,571** 0,173 -0,046 | 0,428* 0,415 -0,302 |-0,457* -0,473* 0,191 0,261 -0,025 -0,257 -0,355 0,310 -0,331 |Alter
Geschlecht - 0,933 0982 1,286 1,000 1,000 | 0,404* 0474 0994 1,011 0579 0668 0,740 0939 1,134 |Geschlecht
Betablocker 0922 1,106 0,667 0875 1,000 | 2450 0411 0979 0958 1,437 1,338 1,241 1,098 1,437 |Betablocker
Sa 02 -0,341 0,071 0,213 | 0,567**| 0,099 -0,034 0,215 -0,007 0,122 0,181 -0,180 -0,063 -0,171 [Sa 02
P RV peak 0,452 0,021 -0,045 | -0,114 0,013 0,011 0,129 | 0,435* 0,180 0,124 0,175 0,247 [P RV peak
P RV ed 0,537 0,176 | -0,094 -0,036 0,041 0,012 0,206 -0,101 -0,176 0,176 0,184 |PRVed
P RA mean -0,188 | -0,079 0,002 0,065 0,030 0,306 0,164 0,112 0,239 0,038 [P RAmean
Qp/Qs 0,122 0,027 -0,111 -0,476 -0,092 -0,056 -0,293 -0,341 -0,055 |Qp/Qs
ANP 0,701** 0,301 0,152 0,195 = 0,432* 0,360 -0,093 ' 0,445° |ANP
BNP -0,021 0,013 -0,080 @ 0,408 0,388 -0,277 0,532 [BNP
HIF1A 0,733*** 0,472* 0,274 0,095 @ 0,643 0,529* [HIF1A
ges. VEGF 0,508** 0,387 0,345 0,608* 0,371* [ges. VEGF
VEGF-121 0,651*** 0,415* 0,130 0,274 |VEGF-121
VEGF-165 * p<0,05 0,755** 0,299 0,391 |VEGF-165
VEGF-189 ** p<0,01 0,520** 0,424 [VEGF-189
VEGF-R1 *** n<0,001 0,313 |VEGF-R1
VEGF-R2 VEGF-R2

Tabelle 13: Zusammenhédnge der natriuretischen Peptide und der angiogenetischen Wachstumsfaktoren untereinander und mit den klinischen

Parametern

Datengrundlage sind die Genexpressionen, wie sie flir alle Proben, unabhangig von deren Gruppenzugehdrigkeit gemessen wurden. Fir jeweils zwei stetige

Merkmale wurde der Spearmann-Rang-Korrelations-Test verwendet. Angegeben sind die Korrelationskoeffizienten, die Signifikanzen sind Uber Sternchen kodiert

(Beispiel: Gesamt-VEGF korrelierte mit HIF1A mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,733 und einem p<0,001). Zur Uberpriifung des Zusammenhanges eines

stetigen Merkmals mit einem nicht stetigen Merkmal (Geschlecht und prédoperative Betablocker-Therapie) wurde der Mann-Whitney-U-Test (zweiseitig)

verwendet. Aus den Medianen der Merkmalsausprdgungen fir die Proben von ménnlichen und weiblichen Patienten (bzw. mit und ohne Betablocker-Therapie)

wurden die Quotienten gebildet. Diese sind in der Tabelle in den Zeilen Geschlecht und Betablocker angegeben (Beispiel: ANP war bei mdnnlichen Patienten mit

einer Signifikanz von p<0,05 um den Faktor 0,404 niedriger exprimiert).
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Abbildung 27: Zusammenhang der Expression der natriuretischen Peptide und

angiogenetischen Wachstumsfaktoren mit dem Alter

Die Expression der Gene wurde mit Hilfe der AACt-Methode quantifiziert und auf das

Housekeeping-Gen 18S normiert. Aufgrund der direkten relativen Quantifizierung ist eine

Aussage Uber das absolute Expressionsniveau nicht méglich. Zur besseren Vergleichbarkeit

wurde der Median der RV Kontrollen willklrlich gleich eins gesetzt. Dargestellt ist die

Expression der Gene gegen das Alter der Patienten bzw. Organspender. Die einzelnen

110
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Gruppen (TOF, 1. OP; TOF, 2. OP; KO, RV; KO, RA) sind durch verschiedene Symbole
kodiert.
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Betrachtet man die Zusammenhinge der Genexpressionen untereinander, fallen

einige Korrelationen auf.

ANP und BNP korrelierten stark positiv miteinander, wobei die rechtsatrialen
Kontrollproben ein eigenes Cluster mit iiberproportional hoéherem ANP-

Expressionsniveau bildeten (Abbildung 28).

Weitere positive Korrelationen zwischen ANP bzw. BNP und VEGF-165 bzw. VEGF-
R2 konnten nachgewiesen werden. Wieder bildeten die hohen ANP-Werte ein
eigenes Cluster, aber auch bei Analyse lediglich der TOF-Proben ergaben sich
Signifikanzniveaus mit p<0,05 (Abbildung 28).

Starke positive Korrelationen fanden sich zwischen HIF1A und Gesamt-VEGEF,
VEGF-R1 bzw. VEGF-R2 (Abbildung 29). Diese fielen bei Auswertung ohne den
Ausreifler zwar geringer, jedoch immer noch signifikant aus. Weitere Korrelationen
fanden sich zwischen Gesamt-VEGF und VEGF-121, VEGF-R1 bzw. VEGF-R2, sowie
zwischen allen moglichen Kombinationen der VEGF-Isoformen 121, 165 und 189
(nicht abgebildet). Es fiel auf, dass VEGF-R1 und -R2 mit Gesamt-VEGF und VEGF-
189 korrelierten, nicht jedoch mit den Isoformen 121 und 165 (Abbildung 29).
HIF1A korrelierte mit beiden Rezeptoren, wobei die Kontrollen eigene Cluster
bildeten (Abbildung 29). Auch bei getrennter Betrachtung der TOF- und der
Kontroll-Proben blieb die Korrelation bestehen. Die beiden VEGEF-Rezeptoren

untereinander korrelierten nicht.
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Abbildung 28: Zusammenhinge der Expressionen der natriuretischen Peptide

untereinander und mit den angiogenetischen Wachstumsfaktoren

Darstellung wie oben
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Darstellung wie oben.
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6 DISKUSSION

6.1 METHODE

6.1.1 Pra-PCR

Das Hauptziel der Optimierung und Evaluation der Pri-PCR-Protokolle war vor
dem Hintergrund der Vorversuche neben dem Erreichen einer gDNA-Freiheit der
isolierten RNA vor allem die Minimierung genspezifischer methodischer Fehler, da
sich diese im Gegensatz zu globalen Fehlern nicht kompensieren lassen, indem man

sie erfasst und mathematisch ausgleicht.

Durch Umstellung des Protokolls fiir die RNA-Isolierung und Einftigen eines DNase-
Verdaus konnte eine nahezu vollstindige Freiheit der RNA von gDNA erreicht
werden. Die Kontrolle erfolgte durch eine neu etablierte Methode zur Messung der
gDNA durch Quantifizierung des single-copy Gens cMYC mittels Real-Time PCR.
Durch die hohe Reinheit der RNA wurde neben der genauen Messung der Intron-
losen Gene 18S und RPLPO auch die Bestimmung der Gesamt-cDNA-Konzentration

erst moglich.

Es konnte belegt werden, dass die Reverse Transkription die entscheidende Quelle fiir
globale und vor allem genspezifische methodische Fehler bei der
Genexpressionsanalyse mittels Real-Time PCR darstellt. Eine Denaturierung ohne
Primer und dNTPs erhohte die Streuung der RT, eine zu hohe Konzentration der
dNTPs verringerte die RT-Effizienz, die Kombination verschiedener
Protokolldnderungen fiihrte zu einem tiberadditivem Effekt. Hierbei kam es zu einem
von Gen zu Gen unterschiedlich stark ausgeprigtem Abfall der RT-Effizienz um
einen Faktor von bis zu 35.000 fiir 18S. Bei hoheren RNA-Konzentrationen sank die
RT-Effizienz, auch hier waren verschiedene Gene verschieden stark betroffen. Die RT
kann also Quelle zahlreicher nicht kompensierbarer, genspezifischer methodischer
Fehler sein.

Die Bedeutung der RT ist zwar in verschiedenen Studien betrachtet worden
(O’Driscoll 1993, Deprez 2002, Stahlberg 2004), jedoch fehlen standardisierte
Empfehlungen zur Wahl eines Protokolls. So finden sich Arbeiten, die auf den
Denaturierungsschritt komplett verzichten (Oleksiewicz 2001, Lossos 2003), diesen
ohne Primer durchfithren (Faneyte 2001, Stahlberg 2004) oder auf die Angabe dieser
Details verzichten (Moniotte 2001).
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Die Tatsache, dass vor allem bei 18S Schwankungen der RT-Effizienz um einen

Faktor bis 35.000 auftreten, deckt sich mit unseren Hypothesen zum Einfluss der
Sekundarstruktur auf die RT-Effizienz. Dies ist besonders interessant vor dem
Hintergrund, dass 18S aus zytobiologischer Sicht als der Goldstandard unter den
Housekeeping-Genen angesehen wird (Bustin 2000).
Der Einfluss verschiedener Priming-Strategien wurde in dieser Studie nicht
untersucht. Die Verwendung von Random Hexamer Primern stellte den einzigen
Weg dar, 18S in die Studie einzuschlieflen und eine Messung der Gesamt-RNA zu
ermoglichen. Bei Verwendung von Oligo(dT) Primern oder genspezifischen Primern
hitte lediglich mRNA, entsprechend etwa 2% der Gesamt-RNA, bzw. nur ein
spezifisches Gen transkribiert werden konnen. Der Effekt verschiedener Priming-
Strategien wurde in mehreren Studien untersucht (Lekanne Deprez 2002, Stahlberg
2004). Diese zeigten einen genspezifischen Einfluss der Primer-Wahl auf die absolute
Hohe und die Streuung der RT-Effizienz. Dies bestdtigt nochmals unsere Annahme,
dass die RT der entscheidende Faktor fiir genspezifische methodische Fehler darstellt.
Stahlberg et al konnten keine allgemeingiiltige Empfehlung zur Wahl der Primer
geben, der optimale Weg war von Gen zu Gen verschieden. Lekanne Deprez et al
erzielten die besten Ergebnisse mit spezifischen oder Oligo(dT) Primern. Es ist jedoch
festzuhalten, dass in dieser Studie wie bei zahlreichen anderen 1pg RNA in einem
Ansatz von 25 pl revers transkribiert wurde, die RNA-Konzentration also bei 40 ng/ul
liegt, ein Bereich in dem nach unseren Daten die RT-Effizienz bereits deutlich abfillt.
Aufgrund der Quantifizierung der Gesamt-RNA war es moglich, die absolute RT-
Effizienz zu berechnen. Diese lag im Mittel bei 70,3%. Das vorliegende Protokoll mit
der gewidhlten RNA-Konzentration von 5 ng/pl liegt also nahe am Optimum der RT.
Es kann daher angenommen werden, dass eine Verwendung von Random Hexamer

Primern mit diesem Protokoll nicht mit grofien Nachteilen behaftet sein kann.

Insgesamt fiihrte die Optimierung und Evaluation der Pra-PCR zu einem Protokoll,
dass genspezifische methodische Fehler stark minimieren kann.

Durch Hinzugabe der Primer und der dNTPs zur Denaturierung sowie eine im
Vergleich zu anderen Studien niedrige RNA-Konzentration von 5 ng/pl konnte eine
hocheffiziente RT mit geringer Streuung erreicht werden. Fiir die RT der klinischen
Biopsien wurde im Vergleich zu den Versuchen zur Protokolloptimierung das

Volumen des Ansatzes von 20 pl auf 100 pl erhoht. Theoretisch wird die

Standardabweichung der RT dadurch um einen Faktor von J5, also etwa 2,2

erniedrigt. Manche Autoren empfehlen zur Verringerung der Streuung einen 3- oder
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5-fachen RT-Ansatz (Stahlberg 2004), durch die Erhohung des Volumens wird
jedoch den gleichen Effekt bei weniger Aufwand und Kontaminationsgefahr erzielt.

Zahlreiche Qualititskontrollen wurden implementiert: Negativ-Kontrollen konnten
Cross-Kontaminationen ausschlielen, die spektralphotometrische Analyse zeigte eine
nur geringe Kontamination der RNA mit Proteinen, die Gelelektrophorese zeigte
allenfalls eine leichte Degradation der RNA, die durch die geringe Linge der
Amplikons in der Real-Time PCR fiir die weitere Analyse jedoch keine Rolle spielte.

Der Effekt der gesamten Pra-PCR auf mogliche genspezifische methodische Fehler
wurde quantitativ erfasst, indem in sechsfachem Ansatz aus benachbarten
Fragmenten eines explantierten humanen Herzens cDNA hergestellt wurde und
anschliefend PBGD und 18S quantifiziert wurden. Der Variationskoeffizient lag fiir
PBGD bei 19.3%, fiir 18S bei 20,3%. Hierbei ist zu beachten, dass diese Werte eine
mogliche biologische Variation der benachbarten Myokardfragmente mit
einschliefen. Im Vergleich zu den in dieser Studie gezeigten Fehlern durch die Wahl
eines falschen Pra-PCR-Protokolls bis zu einem Faktor von 35.000 konnte mit dem
gewihlten Protokoll also eine sehr zufriedenstellende Streuung erreicht werden. Diese
unterschied sich bei PBGD und 18S nicht, obwohl diese in Hinsicht auf ihr
Expressionsniveau und die Sekundidrstrukturen von 18S zwei Extreme im Panel der
untersuchten Gene darstellen. Hinweise auf verbleibende starke genspezifische
methodische Fehler ergeben sich nach Optimierung des Protokolls also nicht.
Betrachtet man die Streuung der gesamten Pria-PCR und die in Abschnitt 5.3
dargestellten Inter- und Intra-Assay-Variabilitit der Real-Time PCR, so ist
festzuhalten, dass sich diese nunmehr in der gleichen Groflenordnung befinden. Der
Pra-PCR nach dem hier entwickelten Protokoll fillt also nicht mehr die Rolle der
Hauptfehlerquelle bei der Real-Time PCR zu.

Die so optimierten Protokolle fanden bereits Eingang in verschiedene Studien (Wilda
2004, Hilgendorff 2003).
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6.1.2 cDNA-Quantifizierung

Zur Evaluation potentieller Housekeeping-Gene fiir die Real-Time PCR sollte ein
Protokoll entwickelt werden, das durch die Quantifizierung einzelstrangiger cDNA
(ss c¢DNA) den Ausgleich globaler methodischer Fehler wihrend des

Evaluationsprozesses ermoglicht.

Die grofite Schwierigkeit beim Erstellen eines solchen Protokolls stellte die
Heterogenitidt des RT-Produktes dar, das neben der ss cDNA zahlreiche andere
Bestandteile enthielt, die die Messung hitten verfilschen konnen. Durch die
Optimierung der RNA-Isolierung war es bereits im Vorfeld moglich, die
Kontamination mit gDNA bis auf minimale Reste (kleiner als 0,02%) auszuschlielen.
Zur Entfernung der verbliecbenen RNA, die in cDNA-RNA-Hybriden als
doppelstringige Nukleinsdure einen starken Einfluss auf das OliGreen-Signal hitte
haben konnen, wurden Denaturierungsschritte, ein RNase-Verdau und eine
Aufreinigung in das Protokoll aufgenommen. Die Effizienz des RNase-Verdaus
konnte in Vorversuchen gezeigt werden, die Aufreinigung mit Hilfe des PCR
Purification Kits erwies sich auch fiir die verwendeten niedrigen Nukleinsdure-
Konzentrationen als eine Methode, mit der reproduzierbar 70% der cDNA

wiedergewonnen werden konnte.

Die Quantifizierung der ss cDNA mit Hilfe von OliGreen und dem SDS 7700 war
linear tiber einen Bereich von zwei Zehnerpotenzen. Dies ist sicherlich ein deutlich
schmalerer Messbereich als beispielsweise der der Real-Time PCR. Da jedoch die
cDNA-Menge im RT-Produkt aufgrund des optimierten Pra-PCR-Protokolls nur
innerhalb einer Zehnerpotenz schwankt (siehe Abschnitt 5.1.2), schrinkt dieser
Umstand die Bedeutung der Methode fiir die hier beschriebene Anwendung nicht
ein. Anhand der Analyse der Rohspektren kann als Grund fiir den geringen linearen
Messbereich eine Hypothese generiert werden: Der Messbereich liegt zwischen dem
Punkt, an dem die Fluoreszenz von OliGreen sich aus dem Hintergrundrauschen
abhebt, und dem Punkt, an dem die maximale Fluoreszenz von OliGreen in
Anwesenheit von Nukleinsduren erreicht ist. Der letzte Punkt ist festgelegt durch die
Eigenschaften von OliGreen, der erste Punkt ist vor allem vom verwendeten Gerit
abhingig. Im Gegensatz zu einem reinen Spektrofluorometer ist die Messung im SDS
7700 durch Umleitung der Signale tber Glasfaserkabel in kurzen zeitlichen
Abstinden in 96 Reaktionsgefiflen moglich. Das Gerdt stellt daher einen

Kompromiss aus Miniaturisierung und Giite der gemessenen Rohspektren dar. Ein
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vollwertiges Spektrofluorometer wiirde also sicherlich eine niedrigere signal-to-
noise-ratio und damit ein breiteres Messspektrum ermdoglichen. Das in dieser Arbeit
etablierte Protokoll kommt jedoch mit genau dem Gerit aus, das fiir die Real-Time
PCR ohnehin zur Verfiigung steht. Aufgrund dieses Vorteils wurde auf eine
Optimierung des Messbereichs durch Anschaffung eines Spektrofluorometers

verzichtet.

Die intra- und inter-Assay Variabilititen der Quantifizierung mit OliGreen und dem
SDS 7700 ohne die vorherige Aufreinigung der ss cDNA sowie die Variabilitit der
gesamten Quantifizierung lagen allesamt unter 5%. Die Methode ist somit in hohem
Mafe stabil.

Parallel zum Fortschritt dieser Studie wurden zwei Arbeiten publiziert, in denen mit
Hilfe von PicoGreen, einem mit OliGreen eng verwandten Fluoreszenzfarbstoff,
ebenfalls ss cDNA bei der Evaluation von Housekeeping-Genen quantifiziert wurde.
Whelan et al verzichten auf die Verwendung von Housekeeping-Genen und
empfehlen als Bezugspunkt bei der relativen Quantifizierung die Menge der in die
Real-Time PCR eingesetzten cDNA, die mit Hilfe von PicoGreen und dem SDS 7700
quantifiziert werden soll (Whelan 2003). Bei genauerer Betrachtung fallen jedoch
einige Aspekte auf, die hinterfragt werden sollten: Zum einen fand auf dem SDS 7700
keine interne Kalibrierung mittels einer passiven Referenz wie RhoX6 statt, hier stellt
sich also die Frage, ob ein vermeidbarer Fehler in die Methode eingebracht wurde.
Der zweite Kritikpunkt liegt darin, dass Whelan et al einzelstrangige cDNA gemessen
haben, hierfiir jedoch mit PicoGreen nicht nur einen fiur doppelstringige DNA
optimierten Fluoreszenzfarbstoff verwendet haben, sondern auch darauf verzichtet
haben, verbleibende RNA, Salze oder organische Losungsmittel zu entfernen.
Obwohl die Kontamination mit gDNA durch einen DNase-Verdau der RNA
kontrolliert wurde, konnten somit zahlreiche Bestandteile des RT-Produktes die
Quantifizierung mittels PicoGreen verfilschen. Insbesondere doppelstringige
Nukleinsdauren wie RNA-cDNA-Hybride sind hier zu beachten, da PicoGreen wie
OliGreen um den Faktor 10 bis 20 stirker auf doppelstrangige als auf einzelstrangige
Nukleinsduren reagiert.

Lossos et al fithrten dhnlich wie in dieser Arbeit eine Evaluation verschiedener
potentieller Housekeeping-Gene durch. Dabei bezogen sie die Expression der
verschiedenen Gene jeweils entweder auf die Konzentration der RNA vor der RT
(gemessen mittels eines Spektralphotometers) oder auf die Konzentration der cDNA

nach RT (gemessen mit Hilfe eines Protokolls auf der Basis von PicoGreen). Die
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Schwankungsbreite der so gebildeten Quotienten diente zur Auswahl des besten

Housekeeping-Gens. Die Arbeitsgruppe stellt nun fest, dass die Schwankungen
bei Bezug auf die RNA allgemein geringer sind als beim Bezug auf die cDNA. Sie
fithrt dies auf methodische Unzuldnglichkeiten der cDNA-Quantifierung zuriick und
empfiehlt daher diese Methode nicht (Lossos 2003). Bei genauer Betrachtung des
Protokolle fillt jedoch auf, dass auch diese Arbeitsgruppe einzelstringige ss cDNA
quantifizierte, ohne die Kontamination des RT-Produktes mit doppelstringigen
Nukleinsdauren oder anderen Bestandteilen zu beriicksichtigen, die die Messung mit
PicoGreen verfilschen konnten. Insbesondere wurde die RNA mit RNeasy isoliert,
also jenem Protokoll also, das in unseren Vorversuchen RNA mit grofle Mengen
kontaminierender gDNA isoliert hat. Auf einen DNase-Verdau verzichteten Lossos et
al ebenso wie auf eine Strategie zur Beseitigung von RNA-cDNA-Hybriden oder
anderer Storfaktoren. Es ist daher nicht verwunderlich, dass die Arbeit zu dem
Ergebnis kommt, dass die Quantifizierung der ss cONA nach dem dort beschriebenen

Protokoll nicht zu befriedigenden Ergebnissen fiihrt.

Im Gegensatz zu Lossos et al konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die
Bestimmung einzelstrangiger cDNA im heterogenen RT-Produkt moglich ist. Dies
spiegelt sich auch beim Vergleich der Normierung der Housekeeping-Gen-
Expression auf die RNA-Konzentration vor RT oder auf die ss cDNA-Konzentration
nach RT wieder. Im zweiten Fall fiel die Streuung geringer aus als im ersten (siche
Abbildung 20 und Tabelle 8).

Mit Hilfe des neu etablierten Protokolls war es moglich, verschiedener potentielle
Housekeeping-Gene zu evaluieren und dabei globale methodische Fehler in allen
Schritten der Prda-PCR auszugleichen. Dieses Vorgehen auf Basis des neuen
Protokolls wurde bereits in verschiedenen Arbeiten angewendet (Wilda 2002, Wilda
2004, Hilgendorff 2003).

Im Rahmen von Studien mit einer kleinen Anzahl von Proben wire es durchaus
denkbar, auf die Verwendung eines Housekeeping-Gens ganz zu verzichten und die
relative Quantifizierung der Zielgen-Expression auf Basis der cDNA-Konzentration
durchzufiihren, wie sie mit Hilfe von OliGreen bestimmt werden kann. Es muss
jedoch beachtet werden, dass das neu etablierte Protokoll arbeitsintensiv ist. Daher
erscheint es bei grofieren Studien nach wie vor gerechtfertigt, mit Hilfe von OliGreen
zunichst Housekeeping-Gene anhand einer Auswahl von Proben zu evaluieren und
im Anschluss dann wie gewohnt auf Basis der Housekeeping-Gen-Expression relativ

zu quantifizieren.
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6.1.3 Real-Time PCR

Fir die Mehrzahl der in dieser Studie unersuchten Gene wurden gemifl den
Richtlinien neue Primer und Sonden fiir die Real-Time PCR entworfen und die
optimalen Konzentrationen ermittelt. Fiir die Gene GAPDH, 18S, RPLP0, B2M und
GUSB wurden Predeveloped Assays verwendet. Die neu etablierten Primer zeigten in

der konventionellen PCR keine unspezifische Amplifikation.

Die PCR-Effizienz wurde fiir alle Sets von Primern und Sonden bestimmt, und zwar
sowohl anhand der mit den klinischen Proben vergleichbaren Kalibrator-cDNA als
auch, soweit verwendet, anhand der Plasmid-Standardkurven. Die PCR-Effizienzen
errechneten sich zwischen 91,6% und 104,4%, in den meisten Fillen jedoch zwischen
95% und 100%. Werte tiber 100% sind natiirlich nicht moglich und stellen somit
einen Messfehler dar. Es sei jedoch auf Folgendes hingewiesen: Die in Abschnitt 2.3.2
erlduterte Wahl der Baseline- und Threshold-Parameter durch den Benutzer hat in
gewissen Grenzen Folgen fiir die Ct-Werte und somit auch fir die Steigung von
Standardkurven und die sich daraus ergebende PCR-Effizienz. Auf die durchaus
nicht unitibliche Praxis, Baseline und Threshold gezielt so zu wihlen, dass sich
lediglich Effizienzen knapp unter 100% ergeben, wurde bewusst verzichtet. Um die
Ergebnisse nicht zu verfilschen, wurden die oben beschriebenen Regeln in

Unkenntnis der sich daraus ergebenden Effizienzen befolgt.

Die Intra- und Inter-Assay-Variabilititen der Real-Time PCRs fiir die potentiellen
Housekeeping-Gene lagen zwischen 5,0% und 10,6% bzw. 4,9% und 14,7%.
Schitzungen fiir die Zielgene, bei denen in Ermangelung einer absoluten
Quantifizierung keine prizisen Werte ermittelt werden konnten, ergaben
Schitzungen vergleichbare Werte. Es ist auffillig, dass die Werte fiir die Inter-Assay-
Variabilitat starker schwankten und tendenziell niedriger lagen als die der Intra-
Assay-Variabilitit. Eine Erklarung fiir die erste Beobachtung konnte die kleinere
Anzahl an Wiederholungen (drei versus acht) sein. Beziiglich der Inter-Assay-
Variabilitit ist zu beachten, dass bei dieser Schitzung drei Mittelwerte jeweils einer
Achtfachmessung auf einer 96-Well-Plate verwendet wurden. Hierdurch kann ein
Teil der Intra-Assay-Variabilitit bei der Schitzung der Inter-Assay-Variabilitit

ausgeglichen werden (genau genommen wird der Anteil theoretisch um den Faktor

\/8 reduziert). Festzuhalten bleibt also, dass die Inter-Assay-Variabilitdt niedriger ist
als die Intra-Assay-Variabilitit. Die Schwankung von Well zu Well ist also die grofite
Fehlerquelle der Real-Time PCR. Als Kandidat fiir einen Verursacher dieser Fehler ist
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am ehesten das Vorlegen einer definierten Menge cDNA (in der Regel 1 pl) auf

die 96-Well-Plate zu sehen. Im Gegensatz zu allen anderen Einflussfaktoren gibt
es hierbei niamlich keinerlei Kompensation, wie sie beispielsweise beim Mastermix
durch Bildung des Quotienten der einzelnen Farbstoffe gegeben ist. Das Vorlegen der
cDNA auf die Platte ist somit wahrscheinlich die entscheidende Fehlerquelle der
Real-Time PCR selbst.

Wie in Abschnitt 5.1 diskutiert, liegt die Variabilitdt der Pra-PCR in der vorliegenden
optimierten Form zwar noch leicht tiber der der Real-Time PCR selbst, sie befindet
sich nunmehr jedoch in der gleichen Grofienordnung. Die Prd-PCR konnte also
durch Optimierung in ihrer Rolle als grofite potentielle Fehlerquelle der

Genexpressionsanalyse mittels Real-Time PCR zuriickgedringt werden.

Die Uberpriifung der Sperzifitit der Real-Time PCR auf mRNA- bzw. cDNA-
Sequenzen lieferte fiir nahezu alle Gene negative Ergebnisse fir die gDNA-
Kontrollen. Lediglich bei den beiden Intron-losen Genen 18S und RPLPO waren
Signale fiir gDNA nachzuweisen, die jedoch konservativ geschitzt weniger als 0,1%
des zu erwartenden Signals fir cDNA ausmachten. Diese vermeintliche Spezifitit der
Intron-losen Gene 18S und RPLPO fir RNA-Sequenzen (d.h. die geringe
Verfilschung des mRNA-Signals durch gDNA) kann jedoch nicht in der Wahl der
Sonden begriindet sein. Vielmehr ist zu beachten, dass in einer Zelle, in der ein Gen
transkribiert wird, diese Transkripte natiirlich in viel héherer Zahl vorliegen als die
genomische Sequenz, die bei Single-Copy Genen ja genau zweimal pro
Chromosomensatz vorzufinden ist. Somit ist selbst ein mogliches falsch positives
Signal fur gDNA meist deutlich kleiner als das richtig positive Signal fiir cDNA.
Lediglich eine groflere Anzahl Pseudogene, die ausreichend homolog sein miissten,
konnten diese giinstige Relation storen (Bustin 2000). Bei 18S und RPLP0O war dies
nicht der Fall.
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6.1.4 Die Sensitivitit der Real-Time PCR und ihre diagnostische Bedeutung

Zur Sensitivitit und in zweiter Linie zur Prizision der Real-Time PCR hatten wir die
Hypothese aufgestellt, dass die Real-Time PCR bei einer niedrigen erwarteten Anzahl
von cDNA-Molekiilen so sensitiv und prizise messen konne, dass sie die Vorhersagen
fir die tatsichliche Verteilung der Molekiile, wie sie durch die Poisson’schen
Verteilung gegeben werden, exakt abbilden werde. Fiir die Erwartungswerte 1, 2, 4
und 8 Kopien einer MLL-Plasmids pro PCR-Reaktion konnten die Vorhersagen
dieser Hypothese bestdtigt werden.

Die Messung einer niedrigen erwarteten Anzahl von cDNA-Molekiilen, egal mit
welcher Methode, stellt die Messung einer diskreten Grofle dar. Ein erwartetes
Molekiil ist entweder in einem Versuchsansatz vorhanden (und somit prinzipiell
einer Messung zuginglich) oder nicht. Die Wahrscheinlichkeiten fiir das tatsachliche
Vorhandensein eines Molekiils in einer Stichprobe wird durch die Poisson’sche
Verteilung beschrieben. Diese stochastischen Effekte sind nicht abhidngig von der
Sensitivitit oder Prizision einer Messmethode, sondern stellen sozusagen eine
intrinsische Ungenauigkeit von Stichproben bei niedrigen erwarteten Werten dar.
Keine Methode, sei sie auch noch so gut, kann besser messen, als durch diese
»Untergrenze® vorgegeben.

Vor diesem Hintergrund ist umso beeindruckender, dass gezeigt werden konnte, dass
die Real-Time PCR im Bereich dieser Untergrenze so sensitiv und prdzise messen
kann, dass sie selbst keinen grofleren zusdtzlichen Fehler einbringt (sprich: die
Poisson’sche Verteilung nachvollzieht). Bisherige Arbeiten hatten prazise Messungen
im Bereich von 10 Kopien/Reaktion sowie die grundlegende Moglichkeit von
Messungen im Bereich von 1 Kopie/Reaktion nachgewiesen (Lockey 1998). Wir
konnten nun zeigen, dass bei 1 bis 8 Kopien/Reaktion nicht nur die Sensitivitit,
sondern auch die Prizision gegeben ist, um die durch die Stochastik vorgegebene
Ungenauigkeit bei Messungen in dieser Groéfienordnung nachvollziehen zu konnen.
Angemerkt sei hierbei, dass anhand der Poisson’schen Verteilung auch Riickschliisse
moglich sind tiber die Stichprobengrofde, die mindestens notig ist, um bestimmte
Konzentrationen mit einer bestimmten Sicherheit voneinander unterscheiden zu

konnen. Um beispielsweise 1 von 2 Kopien/Reaktion, 1 von 4 Kopien bzw. 1 von 10
Kopien mit einem Typ I Fehler von 0=0,05 unterscheiden zu konnen, muss die

Stichprobengrof3e mindestens 19, 7 bzw. 3 betragen (Rasch 1996).
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Unsere Ergebnisse haben direkte klinische Relevanz fiir alle Felder, in denen die

Real-Time PCR in solch niedrigen Konzentrationsbereichen zur Diagnostik
eingesetzt wird.
Als Beispiel sei die Auswahl der Methoden zum Nachweis einer Minimal Residual
Disease (MRD) in der Onkologie erwihnt. So haben beispielsweise Guo et al
klinische Proben, die mit der Real-Time PCR negativ auf ein bestimmtes Onkogen
getestet worden waren, mit Hilfe einer Nested PCR erneut getestet und hier positive
Ergebnisse erhalten. Bei einer solchen Konstellation stellt sich natiirlich die Frage, ob
die Real-Time PCR tatsichlich falsch negative Ergebnisse geliefert hatte, wie von den
Autoren postuliert, oder ob die Nested PCR falsch positive Ergebnisse ergeben hatte.
Es muss zwar angemerkt werden, dass in der Studie von Guo et al ein anderes
Onkogen untersucht wurde als in dieser Arbeit, und unsere Ergebnisse nicht
unbedingt auf ein anderes Gen bzw. Amplikon iibertragbar sein miissen. Unsere
Ergebnisse legen jedoch nahe, dass die Real-Time PCR allgemein so sensitiv ist, dass
ihre Ungenauigkeit zum tiberwiegenden Teil durch die Stochastik und nicht durch
die Messung selbst bedingt ist. Es erscheint daher zumindest fraglich, ob eine andere
Methode eine wesentlich hohere Sensitivitit erreichen kann. Auf der anderen Seite
stellt die Nested PCR eine arbeitsintensive Methode dar, bei zahlreiche Moglichkeiten
zur Cross-Kontamination existieren, so dass falsch positive Ergebnisse denkbar
erscheinen.
Fur die klinische Diagnostik geringer Konzentrationen spezifischer Nukleinsduren
schlagen wir daher vor, fiir alle relevanten Amplikons die Verwendung der Real-Time
PCR zu erwigen und bei Vorhandensein mehrerer alternativer Methoden diese
sorgfiltig gegeneinander abzuwigen. Hierbei ist besondere Sorgfalt angebracht, da
beispielsweise die Diagnostik der MRD direkte therapeutische Konsequenzen hat.
Experimente analog Protokoll 19 sind fiir diese Uberpriifung geeignet (Rawer 2003).
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6.1.5 Housekeeping-Gene

Es konnte gezeigt werden, dass die Expression der drei Housekeeping-Gene 18S,
PBGD und CASQ2 sowohl eine geringe Variationsbreite als auch keine signifikanten
Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen (TOF, 1. OP, TOF, 2. OP,
rechtsventrikuldre Kontrollen, rechtsatriale Kontrollen) aufwies. Beziehungen zu den
untersuchten  klinischen = Parametern  ergaben sich nicht. Fir die
Genexpressionsanalyse am Myokard von Patienten mit TOF kann daher gesagt

werden, dass diese Gene valide Housekeeping-Gene darstellen.

Andere potentielle Housekeeping-Gene wiesen entweder signifikante Unterschiede
zwischen den Gruppen (HPRT, ABL, B2M), eine grof3e Variationsbreite (GAPDH)
oder beides (GUSB, RPLPO, TNNI3) auf. Von der Verwendung dieser Gene als
Housekeeping-Gene muss zumindest fir Studien an Patienten mit TOF abgeraten
werden.

Die Anwendung dieser Gene fiir verschiedene Studien an humanem Myokard bei
anderen Erkrankungen als der TOF muss vor dem Hintergrund der vorliegenden
Daten kritisch betrachtet werden. Hierbei ist zu beachten, dass Ergebnisse der
Evaluation von Housekeeping-Genen fiir eine bestimmte Gruppe von Proben nicht
ohne weiteres auf dhnliche Proben tibertragbar sind. Grundsitzlich miissen fiir jede
Studie, die sich das erste Mal mit einem bestimmten Typ von Gewebeproben
beschiftigt, potentielle Housekeeping-Gene evaluiert werden. Beziehen sich
Folgestudien auf ein vergleichbares Patienten- oder Proben-Kollektiv, so kann und
sollte jedoch auf diese Ergebnisse zuriickgegriffen werden.

HPRT, ABL und GAPDH wurden fiir humanes transplantiertes Myokard und
isolierte Cardiomyozyten evaluiert und fiir valide befunden (Moniotte 2001). In
dieser Studie wurden die Housekeeping-Gene wihrend der Evaluation auf die
Gesamt-RNA und nicht auf die Gesamt-RNA nach RT bezogen. Es konnte daher
interessant sein, fiir vergleichbare Proben eine Evaluation der Housekeeping-Gene
mit Hilfe des nun etablierten Protokolls zur Messung von ss cDNA zu wiederholen.
Die Anwendung von Housekeeping-Genen ohne vorherige Evaluation ist auf jeden
Fall abzulehnen. Obwohl die nun vorliegenden Ergebnisse nicht ohne weiteres
tibertragbar sind, sollten verschiedene Studien kritisch betrachtet werden: TNNI3
wurde beispielsweise ohne vorherige Evaluation in humanem adultem versagendem
Myokard verwendet (Razeghi 2002). In der vorliegenden Arbeit erwies sich TNNI3
als ein nicht valides Housekeeping-Gen mit starker Variationsbreite, Unterschieden

zwischen den einzelnen Gruppen und einem verfilschenden Effekt auf die Ergebnisse
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fir die Zielgene, der so weit gehen konnte, dass sich fir VEGF-R1 mit TNNI3

als Housekeeping-Gen die Ergebnisse sogar umkehrten (sieche Abbildung 25).
GAPDH wurde ohne Evaluation in zahlreichen Studien verwendet: in humanem
Myokard von Patienten mit Aortenstenose (Fielitz 2002), in humanem Myokard bei
Hypertropher Cardiomyopathie (Somura 2001), in volumenbelastetem Rattenherz
(Kuwahara 2002) oder in neonatalem und adultem Myokard der Maus (Schoenfeld
1998). Fiir die untersuchten Proben der Patienten mit TOF und den Kontrollen
erwies sich GAPDH als ein nicht valides Housekeeping-Gen mit starker
Variationsbreite, welches die Ergebnisse fiir Zielgene so stark verfilschen kann, dass

Gruppenunterschiede nicht mehr nachweisbar waren (siehe Abbildung 25).

Fur die vorliegende Arbeit wurden 18S, PBGD und CASQ2 als alternative
Housekeeping-Gene verwendet. Die Ergebnisse der Zielgene unterschieden sich dabei
nicht, so dass fiir die Zielgene nur die Ergebnisse fiir 18S als Housekeeping-Gen
dargestellt wurden.

Die Frage, ob es fiir humanes Myokard Housekeeping-Gene gibt, die unter
verschiedensten pathophysiologischen Bedingungen bzw. bei verschiedensten
Erkrankungen stabile und valide Housekeeping-Gene darstellen, muss in zukiinftigen
Studien gekldrt werden. Fiir andere Gewebetypen haben Studien jiingerer Zeit jedoch
die Annahme bestitigt, dass es schwierig ist, Housekeeping-Gene zu finden, die unter
verschiedensten Bedingungen konstant exprimiert sind (Haller 2004, Tricarico 2002,

Radonic 2004). Dies unterstreicht die Bedeutung der fallweisen Evaluation.

Verschiedene Situationen sind denkbar, unter denen eines von mehreren etablierten
Housekeeping-Gene vorteilhafter sein konnte:

Sollen in einem Reaktionsgefifs der Real-Time PCR gleichzeitig ein Ziel- und ein
Housekeeping-Gen quantifiziert werden (so genanntes Multiplexing), so ist es aus
Grinden der PCR-Kinetik sinnvoll, dass beide Gene ein vergleichbares
Expressionsniveau haben. Hierbei stellen PBGD, CASQ2 und 18S drei Gene dar, die
einen sehr breiten Bereich von Expressionsniveaus abdecken. Je nach Zielgen konnte
daher eines der drei Housekeeping-Gene ausgewihlt werden.

CASQ2 wird in relevantem Mafd nur in Cardiomyozyten exprimiert (Somura 2001).
Ein solches Zelltyp-spezifisches Housekeeping-Gen kann bei heterogenen Geweben
von Vorteil sein, wenn das zu untersuchende Zielgen spezifisch im selben Zelltyp
exprimiert wird. Fehler durch verschiedene Anteile verschiedener Zellen, wie sie sich
beispielsweise durch nicht genau steuerbare Probenentnahme ergeben konnte,

wiirden so nicht erfasst (Zu bedenken ist dabei jedoch auch, dass genau dieser Fehler
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bei der Etablierung des Zelltyp-spezifischen Housekeeping-Genes ausgeglichen
werden muss). Myokard stellt ein recht homogenes Gewebe dar, das zum
tiberwiegenden Teil aus Cardiomyozyten besteht. Fiir die vorliegende Arbeit ergibt
sich also kein relevanter Vorteil von CASQ2. Wenn jedoch beispielsweise Proben aus
vernarbtem Myokard nach einem Myokardinfarkt oder kleine subendokardiale
Myokardbiopsien mit einem relevanten Anteil an Endokard untersucht werden

sollten, so konnte CASQ2 ein 18S oder PBGD iiberlegendes Housekeeping-Gen sein.

Stehen mehr als ein valides Housekeeping-Gen zur Verfligung, so kann man, wie in
dieser Arbeit geschehen, die Zielgene nacheinander auf die verschiedenen
Housekeeping-Gene beziehen. Sind tatsdchlich alle Housekeeping-Gene valide, so
werden sich die Ergebnisse fiir die Zielgene nicht unterscheiden.

Eine Alternative konnte darin bestehen, mehrere Housekeeping-Gene gleichzeitig zu
verwenden. Dies konnte bei der absoluten Quantifizierung geschehen, indem
zundchst Mittelwerte (besser: geometrische Mittelwerte) der Expression der
Housekeeping-Gene gebildet werden, und die Expression des Zielgens dann auf
diesen Mittelwert bezogen wird. Bei der AACt-Methode wire ein analoges Vorgehen
moglich. Diese Strategie konnte beispielsweise von Vorteil sein, wenn sich die Suche
nach einem validen Housekeeping-Gen als schwierig erweist und keines den
Idealvorstellungen nahe genug kommt, um eine ausreichende Genauigkeit bei der

Analyse der Zielgene zu erreichen.
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6.1.6 Zusammenfassung der methodischen Fortschritte

Im Rahmen dieser Arbeit konnten die methodischen Fehler in der Real-Time PCR
weitgehend zuriickgedringt werden (siehe Abbildung 30).

Globale methodische Fehler in der Prd-PCR konnen durch die Verwendung eines
validen Housekeeping-Gens zuriickgedrangt werden. Bei der Evaluation der
potentiellen Housekeeping-Gene konnten durch die Entwicklung des neuen
Protokolls zur Quantifizierung einzelstringiger c¢DNA eben diese globalen
methodischen Fehler kompensiert werden, so dass PBGD, CASQ2 und 18S als valide

Housekeeping-Gene gefunden werden konnten.

Genspezifische methodische Fehler in der Prda-PCR konnen nicht durch die
Verwendung eines Housekeeping-Gens ausgeglichen werden. Durch die Evaluation
und Optimierung der Pra-PCR-Protokolle konnten diese genspezifischen Fehler
jedoch um mehrere Groflenordnungen minimiert werden. Hierdurch war auch der
Ausgleich der globalen methodischen Fehler — entweder durch Bezug des Zielgens auf
das Housekeeping-Gen oder des Housekeeping-Gens auf die Gesamt-cDNA-Menge —

tiberhaupt erst mit hinreichender Prizision moglich.

Desweiteren wurden zahlreiche Qualititskontrollen der einzelnen methodischen
Elemente durchgefiihrt. Wegen des direkten klinischen Bezugs beispielsweise bei der
Diagnose und Verlaufskontrolle der MRD ist hierbei der Nachweis der grof3en

Sensitivitdt der Real-Time PCR von besonderer Bedeutung.

128



6 DISKUSSION 129

Messwert
Zielgen

L
&

Zielgen
VR

cDNA ¢,

i Biopsie ¢’ i
Zielgen "

o

Zielgen

b
{
{
L

HK-Gen

b (

Messwert

gesami-cDNA gesamt-cDNA

Messung

der
gesamt-
cDNA

mittels OliGree

Ausgleich

durch Verwendung
eines validen KH
Gens

Abbildung 30: Zusammenfassung der methodischen Fortschritte
Im Rahmen dieser Arbeit konnten die methodischen Fehler bei der Real-Time PCR weitgehende zuriickgedrangt werden.
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6.2 EXPRESSIONSANALYSE BEI FALLOTSCHER TETRALOGIE

6.2.1 Plausibilitit der klinischen Daten

Als Plausibilitidtskontrolle fiir die Giite der erhobenen klinischen Daten konnte
zunidchst die Betrachtung der Korrelationen dieser Parameter untereinander dienen.
Der rechtsventrikulire enddiastolische Druck korrelierte positiv mit dem
rechtsventrikuliren Spitzendruck und dem rechtsatrialen Druck. Die arterielle
Sauerstoffsittigung korrelierte positiv mit dem Quotienten aus pulmonalem und
systemischem Fluss. Dies war auch zu erwarten, denn bei Vorliegen eines rechts-
links-Shunts auf Ventrikelebene, wie er fiir TOF typisch ist, flief$t Blut vom rechten in
den linken Ventrikel. Dadurch fillt der pulmonale Fluss gegeniiber dem systemischen
Fluss und gleichzeitig fillt natiirlich auch die arterielle Sittigung. Der signifikante
Altersunterschied der beiden Gruppen mit und ohne Betablocker-Therapie erklirte
sich durch den Umstand, dass alle Kontrollproben von dlteren Spendern stammten,
die nicht mit Betablockern behandelt wurden. Der zunichst signifikante
Zusammenhang zwischen dem Alter und dem enddiastolischen rechtsventrikuldren
Druck hielt einer genaueren Betrachtung allerdings nicht stand. Die Korrelation war
nicht mehr nachweisbar, nachdem zwei AusreifSer aus der Auswertung genommen

worden waren.
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6.2.2 Expression der natriuretischen Peptide

Im Rahmen dieser Studie sollte tiberpriift werden, ob die Expression von ANP und
BNP im Myokard von Patienten mit Fallotscher Tetralogie im Sinne einer fetalen
Reexpression erhoht ist und ob ein Zusammenhang mit dem rechtsventrikuldren

Druck oder der arteriellen Sauerstoffsittigung besteht.

Eine hohere Expression von ANP und BNP in den TOF-Proben konnte nicht
nachgewiesen werden. Es zeigte sich im Gegenteil eine signifikant niedrigere
Expression. Eine Korrelation der Expression von ANP oder BNP mit den
rechtsventrikuliren ~ und  rechtsatrialen  Driicken oder der arteriellen
Sauerstoffsittigung fand sich nicht.

ANP und BNP vollzogen in den untersuchten TOF- und Kontrollproben
grundsitzlich den in der Literatur beschriebenen Verlauf nach. Zunichst fand sich
ein Abfall, der sich allerdings bis zum Ende des ersten Lebensjahres erstreckte. Ein
erneuter Anstieg zeigte sich in den adulten Kontrollproben sowie in zwei (fiir ANP)
bzw. in einer (BNP) TOF-Probe. Diese beiden Patienten zeigten jedoch keine
auffilligen klinischen Parameter. Zusammenfassend konnte also kein signifikanter
Wiederanstieg im Sinne einer fetalen Reexpression innerhalb der TOF-Proben
festgestellt werden.

ANP und BNP korrelierten sowohl in den TOF- als auch in den Kontrollproben. Dies
kann darauf hindeuten, dass sie im Wesentlichen nicht differentiell, sondern co-
reguliert sind.

ANP war in den rechtsatrialen Kontrollen gegeniiber den rechtsventrikuldren
Kontrollen deutlich niedriger exprimiert. Dies entsprach den Erwartungen und
bestitigt damit die Plausibilitit der Genexpressionsanalyse, auch wenn die oben

beschriebenen Ergebnisse teilweise nicht den Erwartungen entsprachen.

Es stellt sich nun die Frage, wie die beobachtete erniedrigte Expression von ANP und
BNP bei Patienten mit TOF und der nicht nachgewiesene Zusammenhang der
Expressionen mit den rechtsventrikuldren und rechtsatrialen Driicken sowie der
Sauerstoffsittigung einzuordnen ist.

Zunichst muss beim Vergleich der TOF- und der Kontrollproben beachtet werden,
dass das Kontrollkollektiv deutlich ilter ist als das Kollektiv der Patienten mit
Fallotscher Tetralogie. Es konnen daher nur eingeschrinkte Schlussfolgerungen
gezogen werden, sichere Aussagen zu Gruppenunterschieden konnen nicht gemacht

werden. Vor dem Hintergrund des physiologischen Verlaufes des ANP- und BNP-



132

Plasmaspiegels (im Siduglingsalter zundchst abfallend, im Alter wieder

zunehmend) hitte eine stark erhohte Expression von ANP und BNP die
Alterseffekte vielleicht iiberkompensieren konnen und dadurch auch sichtbar werden
konnen in der altersheterogenen Gruppe der TOF-Patienten im Vergleich zu den
Kontrollen, die von wesentlich dlteren Spendern stammten. Dies war jedoch nicht der
Fall. Eine tatsachlich erhohte Expression ist somit unwahrscheinlich. Die Frage, ob es
sich bei der nachgewiesenen verminderten Expression lediglich um einen Alterseffekt
oder einen Effekt der Fallotschen Tetralogie handelt, kann aber nicht sicher
beantwortet werden.
Auch stellt sich die Frage, inwieweit das Myokard der ,Normalpersonen“ im Rahmen
der zum Tode fithrenden Erkrankung alteriert wurde. Wihrend die Expression von
ANP den erwarteten atrial-verntrikuliren Gradienten zeigt, liegt die Expression von
BNP auf nahezu identischem Niveau. Unter Berticksichtigung der Literratur konnte
dieser fehlende atrio-ventrikulire Gradient auf eine signifikante Alteration des
»Normal“-Myokards hinweisen. Dieses Phinomen ist deshalb beim Vergleich der
TOEF-Proben mit dem Vergleichskollektiv zu beachten.
Eine weitere systematische Fehlerquelle konnte in der vorliegenden Arbeit als
Ursache fir die beobachtete erniedrigte Expression vermutet werden, wenn die
postulierte erhohte Expression von ANP und BNP kausal auf einen erhohten
intrakardialen Druck und eine somit erh6hte Wandspannung zuriickgefiithrt wird.
Nach Bernoulli ist ndmlich der Druck in einer Engstelle immer niedriger als vor der
Engstelle. Da die in dieser Arbeit untersuchten Myokardbiopsien den im Rahmen der
Korrekturoperationen resezierten infundibuldr stenosierenden hypertrophierten
Muskelbiindeln entsprechen, kann davon ausgegangen werden, dass lokal in dieser
Engstelle tatsichlich ein erniedrigter Druck geherrscht hatte. Wenn man nun
postuliert, dass die Expression von ANP und BNP zumindest zum grof3ten Teil streng
lokal und nicht humoral reguliert ist, konnte eine verminderte Expression in den
untersuchten Proben erklirt werden. Untermauert wird dieses Postulat durch
Studien, die entweder bereits in Gewebeprdparationen oder Zellkulturen durch
Dehnung einen Anstieg provozieren konnten, bzw. solche, die lediglich eine
untergeordnete  humorale  Steuerung oder sogar einen transmuralen
Expressionsgradienten feststellen konnten (Yoshimura 2001, Iso 1997, Prestle 1999,
Sharma 2003).
Diese potentielle Storgrofle muss auch bei der Betrachtung der Zusammenhinge
zwischen der Expression von ANP und BNP mit dem RV Druck bedacht werden.
Obwohl keine Korrelationen mit dem RV Spitzendruck oder anderen klinischen

Parametern gefunden werden konnten, kann zunichst nicht gesagt werden, ob dies
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durch den Bernoulli-Effekt verursacht ist oder tatsichlich bedeutet, dass das RV
Myokard von Patienten mit Fallotscher Tetralogie nicht mit einem ANP- oder BNP-

Anstieg auf Druckbelastung reagiert.

Die Frage nach der Bedeutung der beobachteten erniedrigten Expression von ANP
und BNP bei der Fallotschen Tetralogie und des nicht nachgewiesenen
Zusammenhanges mit dem RV Druck steht vor dem Hintergrund sich
widersprechender Studien.

Wihrend einige eine Erhohung des Plasmaspiegels und anhand von
Konzentrationsunterschieden verschiedener Blutentnahmestellen indirekt eine
kardiale Herkunft nachweisen konnten (Oberhansli 1990, Hayabuchi 1999), zeigten
andere nicht erhohte Plasmaspiegel von ANP und BNP bei Fallotscher Tetralogie
oder eine im Vergleich zu anderen Herzfehlern erniedrigte Expression im rechten
Atrium (Matsuoka 1988, Kikuchi 1987, Iascone 1999). Es wurde andererseits eine
Induktion von ANP und BNP bei rechtsventrikulirer Druckbelastung nachgewiesen
(Carroll 1995, Bauer 1998). Auch fur andere kardiale Erkrankungen
(Ventrikelseptumdefekt, ~Myokardhypertrophie bei arteriellem Hochdruck,
Herzversagen verschiedenen Grunderkrankungen) wurde ein Anstieg von ANP
und/oder BNP beschrieben (Suda 2003, de Bold 2001, Lowes 1997).

Mittlerweile vorliegende Gen-Expressionsanalysen bei TOF-Patieten ergeben
ebenfalls kein eindeutiges Bild. Kaynak et al fanden keine vermehrte Expression von
ANP oder BNP im rechtsentrikuldren Myokard bei TOF-Patienten und Patienten mit
anderweitig  bedingter  rechtsventrikulirer =~ Hypertrophie (Kaynak 2003).
Konstantinov et. beschreiben eine vermehrte ANP-Expression im RV-Myokard bei
TOEF-Patienten jlinger als 67 Tage im direkten Vergleich zu dlteren TOF-Patienten (4
Monate — 12,5 Jahre); allerdings konnte hierbei das unterschiedliche Alter der allein
ausschlaggebende Faktor sein (Konstantinov 2004).

Auch ist zu beachten, dass der in Studien beschriebene Anstieg von Plasma-ANP und
-BNP Patienten in aller Regel TOF-Patienten mit einer RV-Dysfunktion auf dem
Boden einer Pulmonalklappenstenose und/oder Residualstenose betraf. Lediglich ein
Patienten des hier untersuchten Kollektiv zeigte himodynamische Anhaltspunkte fiir
eine RV-Dysfunktion in Form eines erhohten enddiastolischen Drucks im rechten
Ventrikel und erhohten rechtsatrialen Mitteldruck (Pat. 25).

Eine tatsichlich erniedrigte Expression und ein fehlender Zusammenhang mit dem
RV Druck bei Fallotscher Tetralogie erscheint in diesem Kontext unplausibel. Eine
Uberpriifung der potentiellen Stoérgrofen Alter, Vorerkrankungen in der

Kontrollgruppe und Bernoulli-Effekt erscheint daher erstrebenswert.
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Am ischdmischen Myokard bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit ist in

jingeren Studien ein Anstieg der Expression von ANP und BNP nachgewiesen
worden (Goetze 2004, Riick 2004). Der bei vielen Patienten vorhandene Rechts-
Links-Shunt bei der TOF fiihrt zu einer erniedrigten arteriellen Sauerstoffsittigung.
Dies ist allerdings in der Regel nicht mit einer myokardialen Ischimie, die der
koronaren Herzkrankheit dhnlich wire, verbunden. Der nicht nachgewiesene
Zusammenhang von ANP und BNP mit der arteriellen Sauerstoffsittigung erscheint

daher plausibel.
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6.2.3 Expression der angiogenetischen Wachstumsfaktoren

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte tiberpriift werden, ob sich eine Expression
von HIF1A, Gesamt-VEGF, VEGF-121, VEGF-165, VEGF-189, VEGF-R1 und VEGF-
R2 im nicht ischimischen Myokard von Patienten mit Fallotscher Tetralogie
nachweisen ldsst, ob die Expressionen im Sinne einer fetalen Reexpression erhéht
sind und ob ein Zusammenhang mit dem RV Druck oder der arteriellen

Sauerstoffsittigung besteht.

Fur HIF1A, alle VEGF-Isoformen sowie die VEGF-Rezeptoren 1 und 2 konnte in
allen rechtsventrikuliren Proben und allen rechtsventrikuliren und rechtsatrialen
Kontrollen mRNA nachgewiesen werden.

Es konnte eine im Patientenkollektiv signifikant erhohte Expression von VEGF-189
und VEGF-R1 nachgewiesen werden. HIF1A, VEGF-R2 und die anderen VEGF-
Isoformen zeigten keine erhohte Expression im Patientenkollektiv.

Alle untersuchten VEGF-Isoformen zeigten innerhalb der TOF-Proben eine nicht
signifikante Tendenz zur niedrigeren Expression im Alter zwischen einem und zehn
Jahren. In den adulten Kontrollproben war fiir VEGF-121 und weniger stark auch fiir
VEGF-165 eine wieder ansteigende Expression zu erkennen. Gesamt-VEGF zeigte ein
Mischbild der drei Isoformen, wihrend sich bei HIF1A keine Altersabhingigkeit
fand. Es konnte kein signifikanter Wiederanstieg im Sinne einer fetalen Reexpression
innerhalb der TOF-Proben festgestellt werden.

Eine Korrelation von HIF1A, VEGF oder dessen Rezeptoren mit der arteriellen
Sauerstoffsittigung konnte nicht nachgewiesen werden. Offensichtlich findet im
Myokard von Patienten mit Fallotscher Tetralogie keine ischdmieabhingige
Induktion dieser Gene statt. Auch ein Zusammenhang mit den rechtsventrikuldren
und rechtsatrialen Driicken konnte nicht nachgewiesen werden.

Betrachtete man die Korrelationen der Genexpresionen untereinander, so fanden sich
Zusammenhinge zwischen HIF1A und Gesamt-VEGF, zwischen Gesamt-VEGF und
VEGF-121 und VEGF-R1, sowie zwischen allen moglichen Kombinationen der
VEGF-Isoformen 121, 165 und 189. Dies entsprach den Erwartungen und bestitigt
damit die Plausibilitdt der Genexpressionsanalyse.

Es fiel auf, dass VEGF-R1 und -R2 mit Gesamt-VEGF und VEGF-189 korrelierten,
nicht jedoch mit den Isoformen 121 und 165. HIF1A korrelierte mit beiden
Rezeptoren. Die beiden VEGF-Rezeptoren untereinander korrelierten nicht.

Weitere positive Korrelationen konnten zwischen ANP bzw. BNP und VEGF-165
bzw. VEGF-R2 nachgewiesen werden.
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Zunichst ist festzuhalten, dass vor dem Hintergrund sich widersprechender
Studien zur Expression von HIFIA und VEGF in nicht-ischimischem Myokard (Li
1996, Lee 2000) mRNA beider Gene sowie der VEGF-Rezeptoren 1 und 2 im rechten
Ventrikel von Patienten mit Fallotscher Tetralogie nachgewiesen werden konnten.
Die nicht konstante Expression von HIF1A und der Umstand, dass HIF1A und VEGF
korrelieren, sprechen dafiir, dass zum einen HIF1A im Myokard von Patienten mit
TOF bereits auf Ebene der mRNA reguliert sein konnte, und dass diese Regulation
eng mit der von VEGF verkniipft zu sein scheint. Dies steht im Einklang mit jiingeren
Berichten zur Regulation von HIF1A auf mRNA-Ebene (Catron 2001).

Die nicht signifikante Tendenz von VEGF zur niedrigeren Expression im Alter
zwischen einem und zehn Jahren mit einem Wiederanstieg in den adulten
Kontrollproben ist vereinbar mit Studien zum VEGF-Plasmaspiegel (Himeno 2003).
Beim Vergleich der TOF- mit den Kontrollproben und bei der Betrachtung der
fehlenden Zusammenhidnge der Expressionen mit der arteriellen Sauerstoffsittigung
oder den rechtsventrikuldren und rechtsatrialen Driicken ergibt sich das bereits im
vorangehenden Abschnitt beschriebene Problem der nicht vergleichbaren
Alterstruktur beider Kollektive.

Es konnten zwar eine im Patientenkollektiv signifikant erhohte Expression von
VEGF-189 und VEGF-R1 nachgewiesen werden, es stellt sich jedoch die Frage, ob
diese Unterschiede auf die Altersstruktur der beiden Gruppen zuriickzufiihren ist
oder auf die Verinderungen im Rahmen der Fallotschen Tetralogie. Ein Anhalt
hierfiir kann sein, dass im Falle von VEGF-189 die élteren Patienten ein Cluster mit
den Kontrollen bilden, im Falle von VEGF-R1 jedoch nicht. Dies kann darauf
hindeuten, dass es sich bei der erh6hten Expression von VEGF-R1 tatsdchlich um
etwas anderes als einen Alterseffekt handeln konnte. Ein Zusammenhang mit der
Anpassung des Myokards auf die himodynamische Situation ist denkbar. Eine
sichere Klirung dieser Frage ist jedoch anhand der vorliegenden Daten nicht
moglich.

Eine Isoformen-differente Expression von VEGF-188 mRNA (entspricht humanem
VEGF-189) im RV wurde bei der Ratte unter hypobarer Hypoxie nachgewiesen,
wihrend die VEGF-164 mRNA (entspricht VEGF-165) unverindert blieb (Birot
2004). Dieses Muster der VEGF-Isoformen entspricht den hier gefundenen

Ergebnissen.

Auch in diesem Fall muss jedoch auf den Bernoulli-Effekt hingewiesen werden.

Allerdings ist die Regulation von VEGF nicht auf intrazellulire oder rdumlich stark
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begrenzte parakrine Effekte beschrinkt, sondern auch auf humorale Faktoren
zuriickzufithren (Robinson 2001, Kim CH 2002, Li 1997), so dass der Einfluss des
Bernoulli-Effekts auf die Expression der angiogenetischen Wachstumsfaktoren

allenfalls eine untergeordnete Rolle spielen kann.

In der Zusammenschau der nicht nachweisbaren Gruppenunterschieden fiir HIF und
VEGF sowie des nicht nachweisbaren Zusammenhanges mit der arteriellen
Sauerstoffsittigung und des rechtsventrikuliren oder rechtsatrialen Drucks ist es
nicht moglich, die bei zyanotischen Herzfehlern erh6hten Plasmaspiegel von VEGF
(Starnes 200, Ootaki 2003, Himeno 2003) auf einen myokardialen Ursprung im
Zusammenhang mit myokardialer Ischimie oder Druckbelastung zuriickzufiihren.

Eine andere Quelle erscheint wahrscheinlich.

Wenn beachtet wird, dass der Nachweis von Korrelationen in keiner Weise einen
kausalen Zusammenhang nachweist, so kann es dennoch moglich sein, anhand
auffilliger Zusammenhidnge Hypothesen zu generieren, um diese spiter zu
tiberpriifen.

Die Tatsache, dass die beiden VEGF-Rezeptoren mit HIF1A und VEGF-189, nicht
jedoch mit den anderen Isoformen korrelierten, konnte darauf hinweisen, dass die
HIF1A und VEGF-189 bei der Regulation der VEGF-Rezeptoren eine stirkere Rolle
spielen als VEGF-121 oder VEGF-165. Die Uberpriifung dieser Hypothese kénnte
bestehende Studien, die eine Induktion von VEGF-R1 durch HIF1A und VEGF-R2
durch VEGF nachgewiesen haben (Gerber 1997, Shen 1998) erginzen.

Die Korrelation von ANP und BNP mit VEGF-165 und VEGF-R2 ist vor dem
Hintergrund jlingerer Arbeiten zu sehen, die einen Zusammenhang von BNP und
VEGF unter Hypoxiebedingungen nachgewiesen haben (Goetze 2004). Die

eingehende Untersuchung dieser Zusammenhinge erscheint wiinschenswert.

Jenseits dieser mehr adaptiv orientierten Konzepte zeigen neueste tierexperimentelle
Untersuchungen die Bedeutung des Hypoxie-responsiven Signalwegs von HIF1A,
VEGF und VEGF-Rezeptoren in der Remodellierung des rechtsventrikuliren
Ausflusstraktes im Rahmen der kardialen Morphogenese. VEGF-R2 besitzt eine anti-
apoptische Potenz in Kardiomyozyten dieses spezifischen kardialen Kompartimentes
(Sugishita 2004). Die adenoviral-induzierte Uberexpression von VEGF-165 fiihrt
beim Huhn zu schweren Entwicklungsstorungen des Ausfluf3traktes mit
conotruncalen Malformationen, insbesondere unter dem Erscheinungsbild eines

DORYV, der die Maximalvariante einer Fallot’schen Tetralogie darstellt (Sugishita



138

2004). Vergleichbare Malformationen fanden sich bei VEGF-Uberexpression in
der Maus (Stalmans 2003).
Der in der kardiale Entwicklung essentielle Transkriptionsfaktor Cited-2 ist ein
negativer Regulator von HIF-1A und VEGF. Miuse mit homozygoter Cited2-
Defizienz zeigen TOF-dhnliche kardiale Malformationen (Yin 2002). Zudem wurden
kiirzlich Mutationen des Cited-2-Gens bei einzelnen Patienten mit TOF

nachgewiesen (Sperling 2005).
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6.3 AUSBLICK

Zur prizisen Kliarung der Frage, welchen Einfluss das Alter und welchen Einfluss die
Pathophysiologie auf die Expression von natriuretischen Peptiden und
angiogenetischen Wachstumsfaktoren bei Patienten mit Fallotscher Tetralogie haben,
wiren Myokardbiopsien gesunder Probanden aus einem dem Patientenkollektiv
entsprechenden  Altersspektrum  wiinschenswert. Naturgemafl ist es nahezu
unmoglich, solche Biopsien zu erhalten.

Eine Alternative besteht darin, Biopsien anderer Herzfehlbildungen heranzuziehen,
die sich pathophysiologisch von der TOF unterscheiden. Insbesondere bei der
Betrachtung einer groferen Anzahl von Genen (beispielsweise auch in Form von
cDNA-Array-Studien) ist es hierbei moglich, Expressionsmuster fiir verschiedene
Aspekte eines Phinotyps herauszufiltern (Kaynak 2003).

Tiermodelle der Fallotschen Tetralogie unterliegen starken Einschrinkungen:
entweder handelt es sich um operative Eingriffe, die die Pathophysiologie der TOF
nur bedingt nachahmen kénnen wie das pulmonale Banding, oder es handelt sich um
Knockout-Tiere, bei denen die Deaktivierung eines einzelnen Genes wie FOG-2,
Cited-2 oder Neurotrophin-3 einen TOF-dhnlichen Phidnotyp bedingt (Tevosian
2000, Donovan 1996). Derart einfache mechanische oder genetische Grundlagen
finden sich bei den meisten TOF-Patienten nicht, so dass vollkommen unklar ist,
inwieweit die molekularen Mechanismen dieser Modelle mit denen am Patienten

vergleichbar sind.

Die Uberpriifung des potentiellen Storfaktors Bernoulli-Effekt konnte moglich sein,
wenn RV Myokardbiopsien von Patienten mit Fallotscher Tetralogie zur Verfiigung
stiinden, die nicht aus dem infundibulir stenosierenden Bereich stammen. Auch dies
ist kaum praktikabel.

Eine Plausibilitdtskontrolle zum Bernoulli-Effekt konnte jedoch stattfinden, indem in
den vorhandenen Myokardbiopsien Regulatoren fiir ANP und BNP (GATA4, Nkx2-
5, Tbx5 oder Irx4, Bruneau 2002, Charron 1999, Bruneau 2001) oder von diesen
gesteuerte myokardiale Gene (Downstream Targets, beispielsweise Aldosteron)
untersucht werden. Wenn die Annahmen zum Bernoulli-Effekt stimmen, miissten
die Regulatoren ebenfalls lokal niedriger exprimiert sein. Andererseits miisste
beispielsweise myokardiales Aldosteron supprimiert sein, wenn ANP und BNP im
iibrigen Myokard erhoht sind und damit vermehrt sezerniert werden. Sind die
natriuretischen Peptide jedoch tatsichlich niedriger exprimiert, so diirfte auch

Aldosteron nicht supprimiert sein.
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Fiir eine Uberpriifung der generierten Hypothesen zur Regulation der VEGF-
Rezeptoren durch HIF1A und VEGEF-189 sowie engeren Verkniipfungen der
natriuretischen Peptide und die angiogenetischen Wachstumsfaktoren wiren
sicherlich funktionelle Untersuchungen an der Zellkultur oder im Tierexperiment
notig. Es konnte beispielsweise das Expressionsverhalten der VEGF-Isoformen und -
Rezeptoren unter Gabe oder Ausschaltung von HIFIA oder ANP bzw. BNP, bzw.
unter in vitro oder in vivo Reizen wie Hypoxie oder myokardialer Dehnung

untersucht werden.

140



7 ZUSAMMENFASSUNG 141

7 ZUSAMMENFASSUNG

Die quantitative Real-Time PCR hat sich als eine etablierte, prizise und sensitive
Methode zur Genexpressionsanalyse erwiesen. Alle Schritte der Probenaufbereitung
von der Probengewinnung bis zur Real-Time PCR stellen jedoch potentielle Quellen
methodischer Fehler dar.

Die RNA-Isolierung und insbesondere die Reverse Transkription konnten in dieser
Arbeit als Hauptverursacher der methodischen Fehler identifiziert werden. Die
Protokolle wurden optimiert, um solche methodischen Fehler zu minimieren, die
sich auf verschiedene Gene in verschiedenem Maf3e auswirken (genspezifische
methodische Fehler). Die Anwendung eines validen Protokolls ist essentiell, da diese
genspezifischen Fehler im weiteren Verlauf der Genexpressionsanalyse nicht mehr
ausgeglichen werden konnen.

Die Verwendung eines Housekeeping-Gens als Referenz fiir die Expression des zu
untersuchenden Zielgens stellt eine Moglichkeit dar, solche methodische Fehler zu
kompensieren, die auf alle Gene gleich wirken (globale methodische Fehler). Die
Validitit dieses Vorgehens steht und fillt jedoch mit des Validitit der Housekeeping-
Gens, das in allen untersuchten Proben moglichst konstant exprimiert sein muss. Bei
der Evaluation von potentiellen Housekeeping-Genen miissen jedoch genau
diejenigen globalen methodischen Fehler beriicksichtigt werden, die das
Housekeeping-Gen spiter kompensieren soll. Es wurde daher ein neues Protokoll
etabliert, um einzelstringige cDNA prizise zu quantifizieren. Der Gesamt-cDNA-
Gehalt der einzelnen Proben diente bei der Evaluation von zehn potentiellen
Housekeeping-Genen als Bezugspunkt, um globale methodische Fehler
auszugleichen. 185, PBGD und CASQ2 konnten fir die untersuchten
Myokardproben von Patienten mit Fallotscher Tetralogie (TOF) als valide
Housekeeping-Gene identifiziert werden.

Fur die Real-Time PCR selbst konnte die Sensitivitit und Prdzision der Methode
auch fir extrem niedrige Konzentrationen von bis zu einem Molekiil Nukleinsdure
pro Reaktion nachgewiesen werden. Dies hat direkte klinische Konsequenzen,
beispielsweise bei der Diagnostik und Verlaufskontrolle der Minimal Residual

Disease.

Im nicht-ischimischen RV Myokard von Patienten mit Fallotscher Tetralogie konnte
entgegen anders lautender Voruntersuchungen die Expression von HIF1A, VEGF
und dessen Rezeptoren nachgewiesen werden. HIF1A scheint dabei auch auf mRNA-

Ebene reguliert zu sein. Fiir die natriuretischen Peptide ANP und BNP sowie fiir
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HIF1A, VEGF und dessen Rezeptoren VEGF-R1 und VEGF-R2 konnte der in

der Literatur beschriebene Altersverlauf nachvollzogen werden, wobei ein
Wiederanstieg von VEGF-121 in den adulten Kontrollproben auffillig war. Vor dem
Hintergrund der differenten Altersstruktur der Kontrollgruppe und der Gruppe der
Patienten mit Fallotscher Tetralogie konnte die erwartete gesteigerte Expression der
untersuchten Gene in den TOF-Proben nur fiir VEGF-R1 gezeigt werden. Fiir ANP
und BNP zeigte sich sogar eine verminderte Expression in den TOF-Proben. Diese
konnte auf den lokalen Unterdruck am Ort der Biopsieentnahme im Sinne des
Bernoulli-Effekts zurtickzuftihren sein. Eine Abhingigkeit von klinischen Parametern
wie dem rechtsventrikuliren Druck oder der arteriellen Sauerstoffsittigung zeigte
sich nicht. Die Korrelationen der Gene untereinander konnen Anlass zu Hypothesen
beztiglich der Regulation dieser Gene sein. HIF1A und VEGEF-189 konnten bei der
Regulation der VEGF-Rezeptoren eine stirkere Rolle spielen als VEGF-121 oder
VEGF-165. Auflerdem konnten die natriuretischen Peptide und die angiogenetischen
Wachstumsfaktoren enger miteinander verkniipft sein als bisher angenommen.

Weiterfithrende Studien miissen die so generierten Hypothesen tiberpriifen.
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8 SUMMARY

Quantitative real-time PCR is an established, precise and sensitive method for gene
expression analysis. However, all steps of sample preparation from sample salvage to
the final PCR reaction, are potential sources of methodical errors.

RNA isolation and most importantly reverse transcription could be identified as the
main reasons for methodical errors in this study. Protocols were optimized to
minimize methodical errors that effect different genes to a different extend (gene-
specific methodical errors). The use of a valid protocol is essential, as these gene-
specific errors cannot be compensated for during further steps of the gene expression
analysis.

The use of a housekeeping-gene as a reference for the expression of the gene of
interest represents a way to compensate for methodical errors that affect every gene
to the same extend (global methodical errors). The validity of this procedure,
however, depends strongly on the validity of the housekeeping-gene that has to be
expressed constantly within all the samples studied. In the process of evaluating
potential housekeeping-genes one has to regard exactly the same global methodical
errors that are to be compensated by the housekeeping-gene later on. Therefore, a
new protocol was established to precisely quantify single-stranded cDNA. The overall
content of cDNA within a given sample was then used as a reference to compensate
for global errors during the evaluation of ten potential housekeeping-genes. 18S,
PBGD and CASQ2 could be identified as valid housekeeping-genes for the set of
myocardial samples obtained from patients with Tetralogy of Fallot (TOF).
Sensitivity and precision of the real-time PCR itself could be shown even for
extremely low concentrations of down to one molecule of nucleic acid per reaction.
This has direct clinical implications, for example during the diagnosis and

monitoring of minimal residual disease.

In non-ischemic right ventricular myocardium of patients with Tetralogy of Fallot,
the expression of HIF1A, VEGF and its receptors could be shown in the face of
contradicting studies. HIF1A appears to be regulated on the level of mRNA. For the
natriuretic peptides ANP and BNP as well as for HIF1A, VEGF and its receptors
VEGF-R1 und VEGF-R2 the previously described dependency of patient age could be
confirmed. An increase of VEGF-121 expression in adult control samples was
apparent. With the differences in the age of patients and control sample donors to
regard, the expected elevated expression of the studied genes within the TOF-samples
could be shown only for VEGF-R1. In the case of ANP and BNP even a significantly
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reduced expression could be shown within the TOF-samples. This lower

expression could be caused by the locally reduced pressure at the place of sample
excision according to Bernoulli. A correlation between the expression of the studied
genes and clinical parameters like right ventricular pressure or arterial oxygen
saturation could not be found. The correlation between the expressions of several
genes with that of other genes could lead to hypotheses regarding the regulation of
these genes. HIFIA and VEGF-189 could play a more important role in the
regulation of VEGF receptors than VEGF-121 or VEGF-165. Also, natriuretic
peptides and vascular growth factors could be more closely coregulated than

previously assumed. Further studies are needed to verify or falsify these hypotheses.
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DETAILS DES STUDIEN- UND KONTROLLKOLLEKTIVES

Praoperative
Betablocker-

Patient Diagnose Operation Alter Geschlecht  Therapie Sa O, PRVpeak PRVed PRAmean Q,/Qs
[%] [mmHg] [mmHg] [mmHg]
Pat. 1 TOF primar 5 Monate weiblich ja 81 112 6 3 0,73
Pat. 2 TOF primar 5 Monate mannlich nein 96 64 4 2 2,19
Pat. 3 TOF primar 6 Monate mannlich ja 86 96 6 4 1
Pat. 4 DORYV, Fallot-Typ primar 6 Monate mannlich nein 84 75 5 1 1
Pat. 5 TOF primar 6 Monate weiblich nein 96 1
Pat. 6 TOF primar 7 Monate mannlich ja 91 87 12 4 1,29
Pat. 7 TOF primar 7 Monate mannlich nein 98 101 9 2 1
Pat. 8 TOF primar 7 Monate mannlich nein 82 80 9 5 0,6
Pat. 9 TOF primar 8 Monate weiblich ja 97 85 5 1 1
Pat. 10 TOF primar 8 Monate mannlich nein 98 80 9 1
Pat. 11 P. atresie, Fallot-Typ primar 9 Monate mannlich nein 80 79 7 4 0,63
Pat. 12 TOF primar 11 Monate weiblich nein 96
Pat. 13 TOF primar 11 Monate weiblich nein 99 83 10 36 1,77
Pat. 14 TOF primar 12 Monate mannlich ja 83 90 11 6 0,67
Pat. 15 TOF primar 12 Monate mannlich ja 94 73 4 0
Pat. 16 TOF primar 13 Monate weiblich nein 98 45 2 7 0,36
Pat. 17 TOF primar 17 Monate ménnlich nein 91 134 15 4 1,56
Pat. 18 TOF primar 19 Monate mannlich nein 76 96 10 6 0,51
Pat. 19 TOF primar 2,5 Jahre weiblich nein 78 89 7 0 0,54
Pat. 20 TOF primar 4 Jahre weiblich nein 98 103 13 7 1
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Praoperative
Betablocker-

Patient Diagnose Operation Alter Geschlecht  Therapie Sa 0, PRVpeak PRVed PRAmean Q,/Qs
[%] [mmHg] [mmHg] [mmHg]

Pat. 21 TOF primar 8 Jahre mannlich nein 90 100 10 3 0,77

Pat. 22 TOF Reoperation 14 Jahre ménnlich nein 97 50 8 1

Pat. 23 TOF Reoperation 15 Jahre weiblich nein 99 52 9 4 1

Pat. 24 TOF Reoperation 18 Jahre mannlich nein 84 119 9 6 0,59

Pat. 25 TOF Reoperation 25 Jahre mannlich nein 97 69 13 10

RV Ko. 1 18 Jahre weiblich nein

RV Ko. 2 20 Jahre mannlich nein

RV Ko. 3 35 Jahre weiblich nein

RV Ko. 4 43 Jahre mannlich nein

RV Ko. 5 55 Jahre mannlich nein

RV Ko. 6 57 Jahre weiblich nein

RA Ko. 1 37 Jahre weiblich nein

RA Ko. 2 51 Jahre weiblich nein

RA Ko. 3 54 Jahre weiblich nein

RA Ko. 4 59 Jahre weiblich nein

Tabelle 14: Klinische Parameter des Studien- und Kontrollkollektives

Die arterielle Sauerstoffsattigung (Sa O,), der rechtsventrikuldre Spitzendruck (P RV peak), der rechtsventrikulare enddiastolischer Druck (P RV ed), der

rechtsatrielle Mitteldruck (P RA mean) und der Quotient aus pulmonalem und systemischem Fluss (Q,/Qs) wurden im Rahmen von Herzkatheteruntersuchungen

bestimmt.
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MATERIALIEN

Spezialgerite

ABI PRISM Cap Installing Tool

ABI PRISM Genetic Analyzer

ABI PRISM SDS 7700

Eppendorf-Referenz Pipette, var. 100-1000 pl
Eppendorf-Referenz Pipette, variable 0,5-10 pl

Eppendorf-Referenz Pipette, variable 10-100 pl

Mettler PJ800 Waage

Mixer Mill MM 300

Pipetman® P10

Pipetman® P100

Pipetman® P1000

Pipetman® P2

Thermal Cycler PTC-200
Ultra-Turrax T 25

Ultrospec™ 1000 UV/Vis Spectrophotometer
Vortex Genie 2

Zentrifuge Hettich EREBA 12
Zentrifuge Hettich Universal 30 RF

Reagenzien und Verbrauchsmaterial

Ist. Strand Buffer

2-Propanol

ABI PRISM Optical Caps, (8 Caps/Strip)
Agarosegel (1,5 g Agarose, 100 ml TAE Puffer)
alkalischen Phosphatase CIP

BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit
Chloroform

DNAfree

dNTP mix 10M

DTT 0,1M

E. coli t-RNA

Ethanol absolut

Ethidiumbromid

Kryotubes 1,5 ml, 39 x 10,8 mm
Latexhandschuhe, puderfrei

LiChrosolv HPLC Wasser
M13mp19(+)Strand DNA

Micro Amp Optical 96-Well Reaction Plate
Not I

OliGreen Fluorescent Dye

Parafilm 10 cm

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Mettler Toledo GmbH, Gief3en, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland

Gilson, Inc., Middleton, USA

Gilson, Inc., Middleton, USA

Gilson, Inc., Middleton, USA

Gilson, Inc., Middleton, USA

MJ Research Inc., Waltham, MA, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland
Scientific Industries, Bohemie, NY, USA

A. Hettich GmbH&Co.KG, Tuttlingen, Deutschland
A. Hettich GmbH&Co.KG, Tuttlingen, Deutschland

Gibco BRL Life Technologies, Merelbeke, Belgien
JT-Baker, Phillipsburg, NJ, USA

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Gibco BRL Life Technologies, Merelbeke, Belgien
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Ambion, Austin, TX, USA

Gibco BRL Life Technologies, Merelbeke, Belgien
Gibco, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland

Riedel-de-Haen, Seelze

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sarstedt, Niirnberg, Deutschland

Ansell GmbH, Miinchen, Deutschland

Merck Life Sci. & Analytics, Darmstadt, Deutschland
Gibco BRL Life Technologies, Merelbeke, Belgien
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Gibco BRL Life Technologies, Merelbeke, Belgien
Molecular Probes, Eugene, OR, USA

Pechiney Plastic Packaging, Inc., Chicago, ILL, USA
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PeqLab Miniprep Kit I

PicoGreen Fluorescent Dye
Pipettenspitzen mit PE-Filter
Predeveloped Tagman Assays
Primer, custom made
QIAquick PCR Purification Kit (250)
Random Primer p(dN)6
Reaction-Tubes 0,5, 1,5 und 2,0 ml, RNasefrei
RhoX6
RNAse A
RNase OUT
RNAse OUT
RNaseZap
RNeasy Protect
Safe-Lock-Tubes 0,2, 0,5, 1,5 und 2,0 ml
Superscript I
Superscript II
Tagman Probes, custom made
Tagman Universal Master Mix
TE-Puffer

PeqLab, Erlangen, Deutschland

Molecular Probes, Eugene, OR, USA
Nerbe Plus GmbH, Winsen, Luhe, Deutschland
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Boehringer, Mannheim, Deutschland
Ambion, Austin, TX, USA
Molecular Probes, Eugene, OR, USA
Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden
Gibco BRL Life Technologies, Merelbeke, Belgien
Gibco, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Ambion, Austin, TX, USA
Qiagen, Hilden, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Gibco BRL Life Technologies, Merelbeke, Belgien
Gibco BRL Life Technologies, Merelbeke, Belgien
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Molecular Probes, Eugene, OR, USA

(10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 7,5) Molekular Probes)

TOP 10F E. coli
TOPO TA Cloning Kit
Tris-HCl

TRIzol

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Gibco BRL Life Technologies, Merelbeke, Belgien
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