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GRUNDLEGENDE DEFINITIONEN

E. GRUNDLEGENDE DEFINITIONEN

Real-time-PCR (RT-PCR) bezeichnet ein PCR-Verfahren, bei dem wéhrend der PCR
die Menge der entstandenen Produkte in Echtzeit gemessen wird. Der englische
Begriff, in der Literatur manchmal auch als kinetische PCR (kinetic PCR) bezeichnet,
lasst sich daher mit Echtzeit-PCR Gbersetzen. Da der aus dem Englischen stam-
mende Begriff RT-PCR inzwischen jedoch auch im Deutschen Gblich geworden ist,
wird er in dieser Arbeit durchgehend verwendet.

Ebenso aus dem Englischen tbernommen wurden die in diesem Feld haufig ver-
wendeten Begriffe Primer, welcher ein kurzes in der PCR benétigtes Oligodesoxyri-
bonukleotid beschreibt, und Peak, der eine Spitze bzw. einen Durchgang durch ein
Maximum einer Funktion oder Messwertreihe bezeichnet.

Die in RT-PCR-Experimenten gemessene Grofle ist die Fluoreszenzintensitét bei ei-
ner oder mehreren Wellenldngen. Die Angaben der Fluoreszenzintensitéten in Dia-
grammen verstehen sich immer als relative Fluoreszenzeinheiten. Angaben von In-
tensitétsverhdlinissen (z. B. Akzeptor/Donor) sind entsprechend dimensionslos.

Die Nomenklatur vieler Parameter in der Auswertung von RT-PCR-Messungen in
der Fachliteratur ist uneinheitlich. Bezeichnungen wie noise band und threshold
sowie crossing point und threshold cycle werden héufig synonym verwendet. In die-
ser Arbeit werden die Begriffe noise band und threshold als Schwellenwert bezeich-
net, crossing point und threshold cycle als Schwellenwertzyklus oder kurz als C;-
Wert.

Als Dezimaltrennzeichen wird in dieser Arbeit der Dezimalpunkt verwendet.

Zur besseren Lesbarkeit sind Parameter und Funktionen mathematischer Formulie-
rungen in der Schriftart Times angegeben, wobei die Parameter kursiv geschrieben
sind. Aus gleichem Grund sind alle die Software betreffenden Bezeichnungen und
Ausdricke in der Schriftart Courier wiedergegeben.
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% (v/v)
% (w/v)
A
u

A
AAP
Abb.
APS
ASCII
ATTC

BSA

bzw.

°C
ca.
CCD
CE

cv

dATP
dCTP
dGTP
DMSO
DNA
dNTP
dsDNA
dTTP

eds.
EDTA
ELISA
EtBr
EtOH

Volumenprozent pro Volumen
Gewichtsprozent pro Volumen
Wellenlénge

mikro (10°)

Ampere

Agarosegel-Auftragspuffer

Abbildung

Ammoniumperoxodisulfat

American standard code for information interchange
American Type Culture Collection

Basenpaar(e)
bovines Serumalbumin
beziehungsweise

centi (107

Grad Celsius

circa

charge coupled device

Kapillarelektrophorese (capillary electrophoresis)
Schwellenwertzyklus (threshold cycle)
Variationskoeffizient (coefficient of variation)

2'-Desoxyadenosin-5'-triphosphat
2'-Desoxycytosin-5'-triphosphat
2'-Desoxyguanosin-5'-triphosphat
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinséure (deoxyribonucleic acid)
2'-Desoxyribonukleosid-5’-triphosphat
doppelstrangige DNA
2'-Desoxythymidin-5'-triphosphat

Editoren (editors)

Ethylendiamintetraacetat, Dinatriumsalz-Dihydrat
enzyme-linked immunosorbent assay
Ethidiumbromid

Ethanol
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FAM
FISH
FRET

ggf.
Gl.

HEX
HPLC
HPSF
Hrsg.

Hz

~

LED
LIF
LINE
LOH
LTR

Mr
MALDI
min
MLE
mRNA
MW

NaAc
NCBI
Nt

5,6-Carboxyfluoreszein
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer

Erdbeschleunigung oder Gramm
giga (109)

gegebenenfalls

Gleichung

Stunde(n)
5,6-Carboxy-4,7,2',4',5',7'-hexachlorofluoreszein
high performance liquid chromatography

highly purified salt-free

Herausgeber
Hertz (s-1)

kilo (109)

Kelvin oder Kopie(n)

Liter

Licht emittierende Diode

Laser induzierte Fluoreszenz

long intersperced nuclear elements
loss of heterozygosity

long terminal repeat

Meter oder milli (10-3)

molar, Morgan oder Mega (106)
Molekolarmasse

matrix assisted laser desorption ionisation
Minute(n)

mariner-like elements

Boten-RNA (messenger RNA)

Mittelwert

nano (10-9)
Natriumacetat
National Center for Biotechnology Information

Nukleotid(e)
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X1l

OD
OOP

PAGE
PCR
POP

RFLP
RFU
RNA

rom

RT-PCR

SD
SDS
SINE
SNP
ssDNA

1

I

Tab.
TAMRA
Taq

TE
TEMED
Temp.
TET
TIFF
TLE

Tm

TPE

Tris
Tris-HCI

optische Dichte
Objekt-orientierte Programmierung

piko (1072

Polyacrylamidgel-Elektrophorese
Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
performance optimized polymer

Restriktionsfragmentléngen-Polymorphismus

relative Fluoreszenzeinheiten (relative fluorescence units)
Ribonukleinséure (ribonucleic acid)

Umdrehungen pro Minute (revolutions per minute)
Raumtemperatur

Real-time-PCR

Sekunde(n)

Seite

Standardabweichung(en) (standard deviation(s))
Natriumdodecylsulfat (sodium dodecy! sulphate)
short interspersed nuclear elements

single nucleotide polymorphism

einzelstrangige (single stranded) DNA

Zeit (time)

Temperatur

Tabelle

Tetramethyl-6-carboxyrhodamin

Thermus aquaticus

Tris-HCI-EDTA-Puffer
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
Temperatur
5,6-Carboxy-4,7,2',7'-tetrachlorofluoreszein
Tagged image file format

tc1-like elements

Schmelzpunkt, Schmelztemperatur
Tris-Phosphat-EDTA-Puffer
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethanhydrochlorid
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U Aktivitatseinheit for Enzyme (unit(s))
u. d. und andere oder unter anderem
UV  Ultraviolett

v Volumen
V' Volt
vgl. vergleiche

w  Gewicht (weight)
W Watt
Wdh. Wiederhohlung(en)

z. B. zum Beispiel
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1 EINLEITUNG

Man hat mir vorgeworfen, ich iibertrage die Arbeitsweise der Physiker auf die Medizin. Nun gut, ich will
mich gern schuldig bekennen. Denn heute liegt die Quelle des wissenschaftlichen Fortschritts mehr denn je
an den Grenzen, in den Grauzonen zwischen den Spezialdisziplinen - und im Konnen und Mut jener
Forscher, die sich dazwischen bewegen.

Manfred Baron von Ardenne

1.1 Die Entwicklung der molekularen DNA-Analytik

Die Erforschung der Krankheiten hat so grofle Fortschritte gemacht,
dass es immer schwerer wird, einen Menschen zu finden, der villig gesund ist.

Aldous Leonard Huxley

Noch in den 1970er Jahren war die Desoxyribonukleinséure (DNA) eines der am schwers-
ten zu analysierenden Molekile. Untersuchungen des Informationsgehalts der Basense-
quenz waren nur indirekt maglich, z. B. dem Informationsfluss folgend durch RNA- oder
Protein-Sequenzierungen oder durch genetische Analysen an geeigneten Organismen. Mit
der Entdeckung von Restriktionsendonukleasen wurde die direkte Untersuchung der DNA
stark vereinfacht. Kartierungen von Restriktionsfragmentléngen erlaubten das Auffinden von
Unterschieden im Erbgut verschiedener Individuen und eine Assoziation bestimmter Befun-
de auf der Ebene der DNA mit phénotypischen Ausprdgungen wie z. B. erblichen Krank-
heiten.

Die Untersuchung der DNA vereinfachte sich erheblich mit dem Aufkommen einfacher
technischer Verfahren zur Vervielféltigung definierter Abschnitte aus dem Erbmolekil, wo-
durch diese einer Analyse zugénglich wurden: Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion
konnte innerhalb von wenigen Stunden aus nur einem einzigen DNA-Molekil praktisch je-
der beliebige Abschnitt milliardenfach kopiert werden. Heute ist diese als ,PCR” bezeichne-
te Methode wohl eines der wichtigsten, wenn nicht sogar das wichtigste biochemische Ver-
fahren der molekularen DNA-Analytik und dessen unverzichtbare Grundlage.

In einer Vielzahl von Varianten wird die PCR nicht nur zur Vervielféltigung von Sequenzab-
schnitten verwendet, sondern auch zur Quantifizierung der Menge der in der Probe initial
vorhandenen DNA-Abschnitte. Diese quantitativen Untersuchungen haben eine grofe Be-
deutung bei Expressionsstudien, also der Analyse der Genaktivitat (hierzu ist allerdings zu-
néchst die reverse Transkription der Boten-RNA in DNA notwendig), sowie fir die Tumor-
diagnostik, wo es wahrend der Tumorprogression zum Verlust von Tumorsuppressorgenen
oder der Vervielféaltigung der Kopienzahl von (Proto-)Onkogenen kommen kann. Nicht zu-
letzt erlaubt die quantitative DNA-Analytik auch die Bestimmung von Keimbelastungen o-
der Virustitern.

Die Entwicklung der molekularen DNA-Analytik Kapitel 1.1
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Mit der Sequenzierung des humanen Genoms ist deutlich geworden, dass sich individuelle
Genome nicht in wenigen, gréfleren Abschnitten unterscheiden, sondern in vielen, dafir
aber sehr kleinen, meist nur ein Nukleotid umfassenden Abschnitten. Diese erblichen Un-
terschiede tragen zur phdnotypischen Variation bei, beeinflussen also die individuelle
anthropometrische Charakteristik, das Risiko fir Erkrankungen sowie die Reaktion auf
Umwelteinflisse. Die einfache Typisierung dieser polymorphen Loci bei vielen Individuen
ermdglicht zundchst die Assoziation bestimmter Genotypen mit individuellen Erkrankungsri-
siken oder Medikamenten(un-)vertréglichkeiten und spéter deren einfache und schnelle Di-
agnose, birgt aber gleichzeitig auch das Risiko einer wertenden Klassifizierung untersuchter
Individuen.

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Entwicklung neuer PCR-basierter Verfahren zur einfa-
chen, schnellen und hoch-prézisen Quantifizierung und Typisierung genetischer Elemente
sowie neuer Algorithmen und deren Einsatz in der automatisierten Auswertung der Messda-
ten mit Hilfe computergestitzter Datenverarbeitung.

1.2 Die Polymerase-Kettenreaktion

The greatest weakness of men is our impossibility of a real understanding of the exponential function.

Albert Allen Bartlett

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist es méglich, spezifische Sequenzbereiche
aus geringsten Ausgangsmengen von Nukleinséuren in vitro und zudem schnell zu amplifi-
zieren, um sie so einer Analyse oder Weiterverarbeitung zugdnglich zu machen. Das
Grundprinzip der Polymerase-Kettenreaktion ist in Abb. 1-2 dargestellt. Ein doppelstréngi-
ges DNA-Molekil wird durch Hitzeeinwirkung aufgeschmolzen (denaturiert). Die Einzel-
stréinge dienen in der Folge als Matrize fir die enzymatisch katalysierte Polymerisation von
Desoxyribonukleotiden, wodurch wieder doppelstrangige DNA-Molekile entstehen. Die als
Primer bezeichneten Oligodesoxyribonukleotide definieren dabei den zu kopierenden Se-
quenzabschnitt, indem sie an Orten komplementdrer Sequenz mit der Ziel-DNA hybridisie-
ren und als Starter fir die Polymerisation dienen. Der Prozess exponentieller Produkibil-
dung wird von verschiedenen Faktoren begrenzt. Im Laufe der PCR geht die Netto-
Produktbildung daher schlieflich auf Null zurick und die Gesamtmenge an PCR-Produkt
erreicht einen Plateauwert. Die Ursachen dafir werden z. B. bei MORRISON & GANNON
umfassend diskutiert.’

Erstmals beschrieben wurde ein Verfahren zur biochemischen Amplifikation von DNA in
vitro bereits 1971 von KLEPPE et al.? Die damals verfiigbare KLENOW-Polymerase zur DNA-
Synthese war nicht hitzestabil und musste nach jeder Denaturierung erneut dem Reaktions-
ansatz zugegeben werden. Dieser Autwand stand einer weiten Ver-reitung dieser Methode
entgegen, bis MULLIS 1988 den genialen und durch seine Einfachheit bestechenden Einfall
hatte, eine aus thermophilen Bakterien (Thermus aquaticus) isolierte DNA-Polymerase zu
verwenden, welche den Denaturierungsprozess der DNA unbeschadet tbersteht.?

Kapitel 1.2 Die Polymerase-Kettenreaktion
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Abb. 1-1  Schematische Darstellung der PCR. A) Die dsDNA a mit der Zielsequenz wird durch

Hitzeeinwirkung in die Einzelstrénge aufgeschmolzen. Durch Absenken der Temperatur
hybridisieren die Primer ===a bzw. = mit den zu ihnen komplementédren Abschnitten.
Wahrend der anschlieBenden, durch die thermostabile DNA-Polymerase katalysierten
Polymerisationsreaktion bei einer Temperatur zwischen 65°-72° C werden die Primer
verléngert, und es entstehen wieder doppelstréingige Produkte. B) Durch Wiederholun-
gen des Temperaturprofils nimmt die Gesamt-Produktmenge exponentiell zu. Aus o ent-
stehen dabei zwei Produkte B, die jeweils nur einseitig in einem Strang definiert termi-
niert sind. Die Produkte B bilden ihrerseits zusatzlich ein Produkt y, welches einseitig in
beiden Strangen definiert terminiert ist. C) Hieraus entsteht in den weiteren Zyklen das
gewinschte, beidseitig terminierte Produkt 8, welches schlieBlich durch Verdoppelung in
den nachfolgenden Zyklen exponentiell in seiner Menge zunimmt.
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Damit wurde eine schnelle, einfache und automatisierbare in-vitro-Amplifikation definierter
DNA-Fragmente aus geringen Mengen heterogener DNA méglich. Diese technische Ver-
besserung hatte Uberaus grofien Einfluss auf die gesamte weitere Entwicklung der Moleku-
larbiologie und legte den Grundstein fir molekulardiagnostische Verfahren in der Medizin.
Das Verfahren wurde von der Firma Cetus patentiert, die ihre Rechte fir jedwede kommer-
zielle Anwendungen an das Schweizer Pharmaunternehmen Hoffman-La Roche verkaufte.

Seither wurde eine nahezu uniberschaubare Vielzahl von PCR-Varianten entwickelt. Heute
ist die PCR eine der wichtigsten Methoden in der molekularen Biologie und molekularen
Medizin. lhre ersten Anwendungen waren der Mutationsnachweis im Genom von Patienten
mit Beta-Thalassdmie * und Sichelzellanémie ® sowie der Nachweis proviraler DNA in Leu-
kozyten.® Heute findet sie Verwendung in einem Uberaus breiten thematischen Spektrum,
z. B. beim Nachweis von Viren oder Keimen, bei der Sequenzierung, dem Verwandi-
schaftsnachweis, der Erstellung von Transkriptionsprofilen und der Quantifizierung von
Nukleinsduren.”'® Zudem lassen sich mit Hilfe der PCR in einfacher Weise beliebige Se-
quenzabschnitte des Nukleinséurebestandes eines Organismus klonieren. Die Vielzahl ent-
wickelter PCR-Varianten erméglicht u. a. eine zielgerichtete oder zuféllige Verénderung der
DNA-Sequenz sowie sogar die Synthese gréflerer, in dieser Form zuvor nicht existenter Se-
quenzabfolgen. Eine Ubersicht zu Anwendungen der PCR-Technik geben spezielle Uber-
sichtsartikel,”!" Bucher '*'* sowie die Zeitschrift PCR-Methods and Applications (nicht mehr
aufgelegt).

1.2.1 Quantitative PCR

Eine bedeutende Anwendung der PCR ist die Quantifizierung von bestimmten Nukleinsdu-
ren in einer Probe. Die in den Proben vorhandenen Mengen an Nukleinsduren sind in der
Regel so gering (von einem Molekil bis zu einigen Millionen Molekilen), dass ihre direkte
Quantifizierung nur mit unverhélinismaBig grofem Aufwand oder auch gar nicht méglich
wére. Die PCR bietet eine einfache Méglichkeit, die Menge der zu quantifizierenden Se-
quenzen durch ihre Amplifikation einer quantitativen Analyse zugdnglich zu machen, da
sich die Akkumulation der Produkte anfénglich durch einfache mathematische Beziehun-
gen beschreiben lasst.

Bei der PCR handelt es sich um einen Prozess zyklisch wiederholter Produktakkumulation.
In jedem Amplifikationszyklus wird die Menge an PCR-Produkt um einen Faktor E;
(0 < E; < 1) erhdht (der Index bezeichnet die Zyklus-Nummer). Daraus ergibt sich die je-
weils folgende Produktmenge N durch

N..=(1+E)-N, Gl 1.1

i+]

und die Gesamt-Produktmenge nach n Zyklen und N initialen Kopien der Zielsequenz

durch

N,=Ny+>'N,_-E, Gl. 1.2

i=1

Kapitel 1.2 Die Polymerase-Kettenreaktion
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Diese Funktion kann auch als iteratives Produkt geschrieben werden:
N, =N, [](+E) Gl. 1.3
i=1

wobei der Ausdruck (1+E)) auch als Effizienz & (1 < & < 2) bezeichnet wird. Fir konstante
Effizienzen (& = & = const.) entspricht Gl. 1.3 dem exponentiellen Wachstumsgesetz

N,=N,-&" Gl. 1.4
Diese Vereinfachung gilt nur in der frihen, so genannten exponentiellen oder log-linearen
Phase der Reaktion, wenn limitierende Einflisse noch vernachl@ssigbar sind. Spéter bewir-
ken die Limitationen eine fortschreitende Abnahme der Amplifikationseffizienz, die in der
spaten Plateau-Phase der PCR schlief3lich auf einen Wert von eins abfllt.

Nach einer hinreichenden Anzahl Zyklen kann die Produktmenge mit verschiedenen Me-
thoden (z. B. UV-spektroskopisch oder densitometrisch) bestimmt werden. Da die Amplifi-
kationseffizienzen & nicht a priori bekannt sind, kann N, allerdings nicht aus einer alleini-
gen Bestimmung von N, berechnet werden. Zur Lésung dieses Problems stehen im Wesent-
lichen drei unterschiedliche Methoden zur Verfigung:

@ Limitierende Verdinnungstechnik. Hierbei werden serielle Verdiinnungen der Probe
in die PCR eingesetzt und bestimmt, bei welcher Verdinnungsstufe sich im Mittel nur noch
eine einzige Kopie der Zielsequenz im Reaktionsansatz befindet. Das ist dann der Fall,
wenn in der Hélfte der Reakfionsansdtze der betreffenden Verdinnung ein spezifisches
PCR-Produkt nachgewiesen werden kann. Die Anzahl der bendétigten Reaktionsansatze
steigt schnell mit den Anforderungen an die Genauigkeit der Bestimmung. Ein grofles
Problem stellen die in Reaktionsansatzen mit sehr geringen initialen Templatkopienzahlen
bevorzugt entstehenden unspezifischen PCR-Produkte (,Primerdimere”) dar, weiterhin ma-
chen selbst geringste Kontaminationen mit Templaten (z. B. PCR-Produkte) in den Reakti-

onsansdtzen die Ergebnisse unbrauchbar.'>'¢

@ Kompetitive PCR. Sehr verbreiteten Einsatz fanden Koamplifikationstechniken, bei
welchen dem Reaktionsansatz ein interner Standard zugesetzt wird, der ko-amplifiziert wird.
Unter der Voraussetzung, dass der Kompetitor mit der identischen Effizienz amplifiziert wird
wie das Probentemplat, sind damit sehr prézise Quantifizierungen méglich. Dazu missen
Kompetitor und Probe méglichst dhnliche Sequenzen aufweisen, aber dennoch analytisch
unterscheidbar sein. Ist diese Voraussetzung erfillt, so bleibt das Verhélinis der Produkte
von Probe und Kompetitor wihrend der gesamten Reaktion, also auch in der Plateaupha-
se, konstant. Anhand des Mengenverhélinisses der Produkte nach der PCR und der Kennt-
nis Uber die eingesetzte Menge Kompetitor lésst sich so die initiale Menge der Probe
bestimmen. Mdgliche Nichtlinearitdten der Methoden zur Produktquantifizierung (z. B.
Densitometrie) kénnen wirksam ausgeglichen werden, indem in einer Titrationsreihe dieje-
nige initiale Menge Kompetitor bestimmt wird, bei welcher die Produktimengen von Probe
und Kompetitor gleich sind (Aquivalenzpunkt). Nachteile der quantitativen kompetitiven
PCR sind der relativ hohe Verbrauch an Probenmaterial sowie die meist zeitaufwéndige
Post-PCR-Analytik.'’?!

Die Polymerase-Kettenreaktion Kapitel 1.2



6 EINLEITUNG

@ Real-time-PCR. Ein weiteres Verfahren macht sich den Umstand zunutze, dass die
Amplifikationseffizienzen in der exponentiellen Phase der PCR ndherungsweise konstant
sind. Da hierzu bestimmt werden muss, bis zu welchem Amplifikationszyklus die Produktzu-
nahme noch exponentiell ist, muss diese bei jeder individuellen Reaktion verfolgt werden.
Eleganterweise geschieht dies stérungsfrei Gber die Messung von Fluoreszenzlicht, dessen
Intensitét proportional zur Produktimenge ist. Da diese Messung in Echizeit wahrend der

PCR erfolgt, wird dieses Verfahren als Real-time-PCR bezeichnet.?*?*

A) B)

N .
©[N 7 ) N/\/\N+(CH3)3 J
s munnnnc® jnng® inug® inug® i
dsDNA

C)

14
1.2 4
1.0 4
0.8 4
0.6 -
0.4 4
0.2 4

0.0 ~FvY~Y~—V—7F7—""—"+TT7T T rrrTTTr T TV T
400 450 500 550 600 650 700 750

SYBR-Green | Ethidiumbromid
Absorption Emission

relative
Absorption bzw. Emission

Wellenlange [nm]

Abb. 1-2  Struktur und Eigenschaften von SYBR Green |. A) Wahrscheinliche Struktur von
SYBR Green |. Entnommen aus der Patentschrift #5321130 der US-Patentbehérde,
Table 1, Compound 4. B) Generierung von Fluoreszenzsignal wéhrend der PCR durch
SYBR-Green |. Das Anregungslicht wird von frei in Lésung befindlichem SYBR-Green |
(@) nicht absorbiert. Nur der in der kleinen Furche der dsDNA gebundene Farbstoff
fluoresziert nach Anregung. C) Absorptions-/Emissionsspektren von SYBR Green |. Die
Spektren einer 1:30000-fachen Verdinnung von SYBR Green | in einer Lésungen mit
10 ng/ul genomischer DNA in Tris/HCI, pH 8.5 bei 20°C, wurden aufgezeichnet wie in
2.7 beschrieben. Zum Vergleich ist das Emissionsspekirum von Ethidiumbromid nach
Anregung mit Licht einer Wellenldnge von 320 nm unter sonst gleichen Bedingungen

gezeigt. Die Konzentration von Ethidiumbromid in der gemessenen Lésung betrug
10 mg/I.

Kapitel 1.2 Die Polymerase-Kettenreaktion
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1.2.2 Real-time-PCR

Bei der Real-time-PCR (RT-PCR) wird die Produktakkumulation in Echtzeit verfolgt, um die
exponentielle Phase der Reaktion zu identifizieren und in der Folge fir eine Quantifizierung
der Templatmenge zu nutzen. Die Messung der Produktzunahme geschieht stérungsfrei
anhand von Fluoreszenzlicht, welches in Abhdngigkeit der Produkimenge generiert

wird. 222

Eine Maglichkeit zur Generierung produktabhéngiger Fluoreszenz bieten dsDNA-bindende
Fluoreszenzfarbstoffe. Der hierfir zuerst verwendete Farbstoff ist Ethidiumbromid,?*?” der
von UV-Licht (254-366 nm) angeregt werden kann und ein Emissionsmaximum bei 590
nm besitzt (Emissionsspektrum siehe Abb. 2-3). Neben Ethidiumbromid wurden auch an-
dere fluoreszierende Interkalatoren verwendet, wie z. B. YO-PRO-1.28?? Der heute fur RT-
PCRs Ublicherweise verwendete dsDNA-sensitive Farbstoff ist SYBR Green |

SYBR-Green | ist ein unsymmetrischer Cyaninfarbstoff, strukturell eng verwandt mit den di-
meren DNA-sensitiven Fluoreszenzfarbstoffen YOYO-1 und TOTO-1.2%%" Die genaue
Struktur von SYBR Green | wird von den Lizenzinhabern geheim gehalten. Aus den Patent-
schriften #05321130 und #5658751 der US-Patentbehérde (siehe http://www.uspto.gov)
geht entsprechend der Emissionseigenschaften jedoch hervor, dass der Farbstoff wahr-
scheinlich die in Abb. 1-2 A gezeigte Struktur aufweist. Der Farbstoff interkaliert nicht, son-
dern bindet weitgehend sequenzunspezifisch in der kleinen Furche doppelstrangiger DNA,
mit einer etwa 100mal héheren Affinitét als Ethidiumbromid. Das in der kleinen Furche
gebundene SYBR-Green | fluoresziert nach Anregung etwa 1000mal stérker als der freie
Farbstoff, weshalb SYBR Green | sehr gut geeignet ist, die Akkumulation doppelstrangige
PCR-Produkte in der RT-PCR sichtbar zu machen (Abb. 1-2 B).?4?” SYBR Green | lasst sich,
in Gegenwart von doppelstrangiger DNA, mit Blaulicht (480 nm) anregen und zeigt ein
dem Fluoreszein vergleichbares Emissionsspektrum mit einem Maximum bei 520 nm bei
einer Quantenausbeute von etwa 0.8 (Abb. 1-2 C).

Durch die Verwendung fluorophormarkierter Oligonukleotide als Sonden, die auf der Ziel-
sequenz hybridisieren, lassen sich PCR-Produkte auch sequenzspezifisch detektieren.¥?*
Hierbei wird entweder die produktabhéngige Abnahme der Léschung (Quench) einer Re-
porter-Fluoreszenz oder die Zunahme des Resonanzenergietransfers von einem Donor- auf
einen Akzeptorfluorophor gemessen.***” Der Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer (FRET)
ist ein spektroskopischer Prozess, bei dem Energie strahlungsfrei durch Dipol-Dipol-
Welchselwirkungen zwischen Molekilen mit Uberlappenden Emissions- und Absorptions-
spekiren Gber einen Bereich von 10-100 A Gbertragen wird.*® Zu den bekanntesten Varian-
ten von Real-time-Detektionssystemen, die FRET zur Generierung sequenzspezifischer Fluo-
reszenzsignale nutzen, zéhlen:

@ Hybridisierungssonden (Abb. 1-3 A). Das Sondensystem besteht hier aus einem Paar
terminal markierter Sonden, die an unmittelbar benachbarten Stellen auf der Zielsequenz
hybridisieren, so dass der Donorfluorophor der einen Sonde in rédumlicher Nahe des Ak-
zeptorfluorophors der anderen Sonde positioniert ist. Zur Anregung wird Licht einer Wel-

Die Polymerase-Kettenreaktion Kapitel 1.2
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lenléinge verwendet, welches nur vom Donorfluorophor, nicht jedoch vom Akzeptorfluo-
rophor absorbiert wird. Befinden sich Donor- und Akzeptorfluorophor in direkter Nachbar-
schaft, ist ein Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer vom angeregten Donor- auf den Akzep-

torfluorophor méglich, welcher die Ubertragene Energie schlielich als Fluoreszenzlicht ab-
gibt.?¢

@ Hydrolysesonden (Abb. 1-3 B). Die auch als TagMan-Sonden bezeichneten Oligo-
nukleotide sind 5’-terminal mit einem Reporterfluorophor und intern mit einem Quencher
markiert. Wéhrend der Verléngerung eines Primers trifft die hier verwendete Tag DNA-
Polymerase auf die Sonde, die durch die endonukleolytische Aktivitat des Enzyms hydroly-
siert wird. Dabei wird der Reporterfluorophor rédumlich vom Quencher getrennt und fluo-

resziert bei Anregung.?®%%%°

@ Molecular Beacons (Abb. 1-3 C). Diese Sonden sind beidseitig terminal modifiziert.
Sie tragen an dem einen Ende einen Reporterfluorophor und an dem anderen Ende einen
Quencher. lhre terminalen Sequenzen sind zueinander komplementér, so dass diese Son-
den in freier Lésung in einer charakteristischen stem-loop-Struktur vorliegen. Die loop-
Region ist spezifisch fur die Zielsequenz. Sie hybridisiert wahrend der Primerbindungsphase
mit dem komplementéren Strang des PCR-Produkts und 6ffnet dabei die stem-loop-
Struktur, wodurch Quencher und Reporterfluorophor réumlich getrennt werden. Als Folge
hiervon kann der Reporterfluorophor nach Anregung fluoreszieren.***?

@ Sunrise Primer (Abb. 1-3 D). Bei diesen Sonden handelt es sich um Primer mit selbst-
komplementéren Sequenzabschnitten am 5’-Terminus, der in Lésung eine hairpin-Struktur
aufweist. Die kommerziell als Amplifluor Hairpin Primer bezeichneten Sonden sind, ver-
gleichbar den Molecular Beacons, mit Quencher und Reporterfluorophor markiert, die
durch die hairpin-Struktur in enger rdumlicher Nachbarschaft zueinander gehalten werden.
Der 3’-Terminus ist komplementdr zur Zielsequenz und dient hier als Primer. Er wird nach
der Primerbindungsphase verléngert, womit die Sonde in das PCR-Produkt eingebaut ist.
Im darauffolgenden Amplifikationszyklus dient dieses Produkt als Matrize fir die Verlénge-
rung des Gegenprimers. Im gebildeten doppelstrangigen PCR-Produkt liegt die hairpin-
Struktur gedfnet vor, Quencher und Reporterfluorophor sind also rdumlich getrennt, wes-
halb der Reporterfluorophor nach Anregung fluoresziert. Problematisch bei diesem System

ist die Generierung von Fluoreszenzsignalen durch die Bildung von Primerdimeren. #4344

@ Scorpion Primer (Abb. 1-4). Dieses System ist eine Variante der Sunrise Primer, wel-
ches die Bildung fluoreszierender Primerdimere unterbindet. Erreicht wird dies durch den
Block der Verlangerung des Gegenstranges in den Primer hinein. Das 5’-terminale Ende
dieses Primers, welches in der Ausbildung der stem-loop-Struktur der frei vorliegenden
Form beteiligt ist, ist komplementdr zu einem Sequenzabschnitt des durch die Verlangerung
diesen Primers entstandenen Einzelstranges und kann unter Auflésung der stem-loop-
Struktur auf diesem Strang binden.

Kapitel 1.2 Die Polymerase-Kettenreaktion
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Abb. 1-3 Prinzipien zur Generierung sequenzspezifischer Fluoreszenzsignale wéhrend
der PCR. Gezeigt sind schematische Darstellungen einiger ausgewdhlter Verfahren zur
Generierung amplikonsperzifischer Fluoreszenzsignale, die in der RT-PCR zur Anwen-
dung kommen. A) Hybridisierungssonden. B) Hydrolysesonden. C) Molecular Beacons.

D) Sunrise Primer.

Donor- bzw. Reporterfluorophor, @ Akzeptorfluorophor bzw.

Quencher. Einzelheiten zu den Prinzipien der Signalgenerierung finden sich im Text.

Neben Oligonukleotiden finden auch die strukturell éhnlichen peptide nucleic acids (PNAs)
Verwendung in der sequenzspezifischen Detektion: Die sogenannten light-up Sonden sind
PNAs mit Thiazolorange als Fluorophor. Bei der Hybridisierung mit Nukleinsduren unter
Ausbildung von Duplex- oder Triplexstrukturen erhéht sich die Fluoreszenzintensitat dieser
Sonden betrachtlich, was zur Detektion genutzt wird. Allerdings steigt die unspezifische Flu-
oreszenz im Laufe der PCR, weshalb die Sensitivitét geringer ist als die der oben genannten

FRET-basierten Sondensysteme.*>*/

Abb. 1-4 Funktionsweise der Scorpion Primer. Der

Qe _
-

freie Primer bildet eine Stem-loop-Struktur, in
welcher die Fluoreszenz des Reporters () durch
einen Quencher (@) geldscht wird. Das Offnen
der Stem-loop-Struktur erfolgt nach Bindung des
5'-terminalen Abschnitts des Primers auf dem
DNA-Strang, der durch die Verléngerung seines
3’-Teminus entstanden ist. Eine Offnung des
Primers infolge der Bildung von Primerdimeren
oder unsperzifischen Produkten wird verhindert
durch den Block der Verléngerung der Gegen-
stranges durch eine interne Hexethylenglykol-

gruppe (@)

Die Polymerase-Kettenreaktion
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Einige Verfahren messen statt der Zunahme eine Abnahme der Fluoreszenz bzw. eine Zu-
nahme des Quenchs. Dabei wird die Fluoreszenz der hybridisierten Sonde durch einen
Guaninrest im PCR-Produkt geléscht.“®*? Die Sonden sind einfach zu konstruieren und zu
synthetisieren und stellen damit eine preisginstige Méglichkeit der sequenzspezifischen De-
tektion von PCR-Produkten dar, allerdings ist die sehr geringe Abnahme der Fluoreszenz in
den frihen, exponentiellen Zyklen der PCR, wo die freien Sonden noch im groen Uber-
schuss vorliegen, nur schwer zu messen.

Die absolute Quantifizierung der initialen Templatkopienzahlen unbekannter Proben er-
folgt bei der RT-PCR anhand externer Standards mit verschiedenen bekannten initialen Ko-
pienzahlen des Templats, die idealerweise unter identischen Bedingungen wie die Proben
amplifiziert werden. Da in allen Féllen die Phase exponentieller Signalzunahme identifiziert
werden kann, lasst sich ein Signal-Schwellenwert angeben, bei welchem sich jede Einzelre-
aktion in der exponentiellen Phase befindet. Der Zeitpunkt (in Zyklen), zu dem das Signal
diesen Schwellenwert erreicht, wird als Schwellenwertzyklus, crossing point oder C-Wert
bezeichnet. Der genaue Wert wird durch Interpolation der Messdaten gewonnen und muss
keine Ganzzahl sein. Unter der Voraussetzung, dass die Signalintensitét S proportional zur
Produktmenge ist (mit p als Proportionalitétsfaktor), folgt aus Gleichung GI. 1.4 fir die
Produktmenge am Schwellenwertzyklus

S=p~NCT=poNO~gCT Gl. 1.5
Die nach Cr aufgeldste Form
1 -1
C,=- ] -log(N,) - og(p)-log(S) Gl. 1.6
log(¢) log(¢)

ist die Gleichung der Kalibrierfunktion. Der einfache lineare Zusammenhang zwischen dem
C-Wert und dem Logarithmus der initialen Templatmenge l@sst sich erkennen, wenn m =
—(log(&)™" und b = m-(log(p)-log(S)) gesetzt wird:

C, =m-log(Ny)+b Gl. 1.7

Wenn S, p und ¢ fir alle Standards (und Proben) gleich sind, kénnen die Parameter m und
b der Kalibriergeraden durch eine Regressionsanalyse der C;-Werte der Standards gegen
die Logarithmen ihrer bekannten Konzentrationen ermittelt werden. Die initiale Templat-
menge Ny einer Probe lasst sich dann anhand ihres C;-Wertes aus Gl. 1.7 berechnen:
Cp—b

N, =10 Gl. 1.8
Der Vorteil dieses Verfahrens liegt in der Robustheit der Bestimmung der Effizienz. Diese
wird hier indirekt Gber die C;-Wert-Unterschiede der Standards bestimmt, womit die Pro-
duktakkumulation seit dem ersten Amplifikationszyklus beriicksichtigt wird. Dies ist bei der

Bestimmung der Effizienz Uber die messbare exponentielle Phase einer einzelnen Probe al-
leine nicht méglich; hier kénnen nur die Punkte der Zyklen verwendet werden, bei denen
schon eine messbare Produktakkumulation stattgefunden hat, der Ubergang in die Pla-
teauphase aber noch nicht erreicht ist. Das sind bei der heutigen Messtechnik ca. 3-6

Kapitel 1.2 Die Polymerase-Kettenreaktion
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Punkte (statt 20-40 Punkten bei der oben beschriebenen Methode), die zur Bestimmung
der Effizienz herangezogen werden kénnen, was einen vergleichsweise gro3en Fehler mit
sich bringt. Die Prazision der Bestimmung von N; bei der RT-PCR ist sehr von der Prézision
der Bestimmung der C;-Werte abhdngig, da diese fehlerbehaftet ist und im Exponenten
steht (Gl. 1.8). So fuhrt bei einer Amplifikationseffizienz von 2 ein Fehler von nur 0.14 Zyk-
len bei der Bestimmung des C;-Werts einer Probe schon zu einem Fehler von mehr als
10 % bei der Bestimmung der initialen Templatmenge. Die exakte Bestimmung der C;-
Werte ist daher entscheidend fur die Quantifizierung mit RT-PCR-Verfahren.

1.3 Genotypisierung und Mutationsdetektion

These individual differences are highly important for us, as they afford materials for natural selection to
accumulate [...].

Charles Darwin in The Origin of Species

Genotypisierung bezeichnet auf molekulargenetischer Ebene die Identifizierung der Se-
quenz definierter, kurzer Abschnitte der Erbinformation, die interindividuelle Variationen
aufweisen kdnnen. Die untferschiedlichen Varianten entstehen durch Mutationsereignisse,
weshalb Mutationsdetektion und Genotypisierung methodisch prinzipiell dasselbe sind. E-
tablieren sich Mutationen in der Keimbahn, kann sich die Sequenzvariante im Genpool der
Population anreichern — vorausgesetzt, es wirkt kein stark negativer Selektionsdruck auf
den korrespondierenden Phénotyp, der erblich bedingten Merkmalsausprégung. Die Vari-
anten dieser vererbten, polymorphen Sequenzabschnitte werden auch als Allele bezeichnet,
weshalb statt Genotypisierung auch das Synonym Allelotypisierung verwendet wird.

Das DNA-analytische Verfahren der Genotypisierung erlaubt somit die Identifizierung von
Arten, Populationen, Individuen, Genen bzw. Allelen sowie von Anderungen der geneti-
schen Information. Die Anwendungsgebiete in der Genotypisierung sind entsprechend breit
gefdachert und umfassen die Diagnose von erblich bedingten Krankheiten,*® erblichen Pré-
dispositionen,®' forensische Analysen,® Elternschaftsnachwiese,®® Abstammungsanalysen,
die Identifizierung von Mikroorganismen, insbesondere von Krankheitserregern,'®*® bis hin
zur Aufklérung evolutiondrer Zusammenhénge.>®

Bei den Polymorphismen kann es sich u. a. um Insertionen oder Deletionen von Sequenz-
abschnitten oder einzelnen Basenpaaren handeln. Diese kénnen in der Regel sehr einfach
nachgewiesen werden, indem der polymorphe Sequenzbereich mittels PCR amplifiziert wird
und anschlieBend die Fragmentléngen der PCR-Produkte analysiert werden. Eine analytisch
wichtige Gruppe von Léngen-Polymorphismen bilden die short tandem repeats (STRs) mit
tandemartig wiederholten Sequenzabschnitten einer Grundlénge von ein bis finf Basen-
paaren.”**” Die repetitive Anordnung der Grundeinheiten beginstigt Mutationsereignisse,
die zu einer Anderung der Anzahl von Wiederholungen fuhren. Der genetische Fingerab-
druck zur Identifizierung von Individuen beruht heute hauptsdchlich auf der STR-Analy-

36.52'53
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Deutlich schwieriger nachzuweisen sind Sequenz-Polymorphismen, die in den meisten Fal-
len als Folge einer Punktmutation nur ein einzelnes Basenpaar umfassen. Die Analyse sol-
cher Einzelnukleotid-Polymorphismen (single nucleotide polymorphisms, SNPs) hat aktuell
sehr an Bedeutung gewonnen, da ihre genomische Dichte von keiner anderen Klasse ge-
netischer Marker erreicht wird und die meisten SNPs in nicht-kodierenden Sequenzen lie-
gen und daher wahrscheinlich phénotypisch neutral sind.*®*? Dennoch sind sehr viele SNPs
mit komplexen Erkrankungen assoziiert oder modulieren Veranlagungen fir Krankheitsan-
falligkeiten oder die Vertraglichkeit bestimmter Medikamente.®® Die Zahl bekannter huma-
ner SNPs nimmt immer noch bestdndig zu. Die International SNP Map Working Group
hatte im Jahre 2001 bereits 1.4 Millionen SNPs im humanen Genom kartiert.>” Schétzun-
gen gehen davon aus, dass sich die Genome zweier Individuen im Mittel in ca. 3.2 Millio-
nen Positionen unterscheiden (~0.5 %o der Erbinformation).®’

Seit den ersten Entwicklungen zur nukleinsgurebasierten Genotypisierung in den 1970er
Jahren mit der Entdeckung der Restriktionsfragmentléngen-Polymorphismen (RFLPs)®? ge-
wann die Genotypisierung durch die Entwicklung der PCR rasant an Bedeutung. Ihre An-
wendung intensivierte sich anschlieBend noch durch die Einbindung in Hochdurchsatz-
Verfahren, wie sie insbesondere im Humanen Genomprojekt eingesetzt wurden. Heute sind
weit mehr als 100 Verfahren zur Genotypisierung beschrieben, wobei sich die den Metho-
den zugrunde liegenden Prinzipien zur Detektion bzw. Identifizierung von Sequenzvariatio-
nen allerdings in wenige Gruppen einteilen lassen. Die unmittelbare Identifizierung der po-
lymorphen Sequenz wird durch Techniken erreicht, die einen Sequenzierungsschritt umfas-

sen (sequencing, minisequencing, template-directed dye-terminator incorporation).®**’

Heteroduplex-Analysen machen sich den Umstand zunutze, dass dsDNA-Fragmente mit
Basenfehlpaarungen eine verdnderte Mobilitét in elekirophoretischen oder chromato-
graphischen Trennverfahren aufweisen.®® Die Sensitivitdt der Trennungen kann durch be-
sondere Gradiententechniken wie die denaturierende Gradienten-Gelelekirophorese
(DGGE),*”’° die Temperaturgradienten-Gelelektrophorese (TGGE)”'’? oder die tempera-
turmodulierte Hochleistungs-Flissigkeitschromatographie (TmHPLC)”®7° verbessert werden.

Andere Verfahren nutzen die enzymatische Erkennung von Basenfehlpaarungen in Hetero-
duplices zum Nachweis von Sequenzvarianten. Die Erkennung erfolgt dabei z. B. durch die
T4 Endonuklease VII,”*"” die T7 Endonuklease I’® oder DNA-Reparatur-Enzyme wie z. B.
MutS.”?# Liegt die polymorphe Position in der Erkennungssequenz einer beliebigen Restrik-
tionsendonuklease, so kénnen Sequenzvarianten durch Spaltung mittels solcher sequenz-

spezifischer Nukleasen nachgewiesen werden ®'-3

Ligationsbasierte Methoden wie das oligonucleotide ligation assay (OLA),2*® die Ligase-
Kettenreaktion (ligase chain reaction, LCR)®*®*° oder die dye-labeled oligonucleotide ligati-
on (DOL)?" beruhen auf dem hohen Diskriminierungspotenzial von Ligasen, die eine
Bruchstelle eines Stranges in der dsDNA (,nick”) praktisch nicht ligieren, wenn an der Liga-
tionsstelle eine Basenfehlpaarung vorliegt.

Eine weitere Gruppe von Verfahren zur Genotypisierung basiert auf der Erméglichung oder
der Unterbindung von Amplifikationen durch die Hybridisierung von Oligonukleotiden un-

Kapitel 1.3 Genotypisierung und Mutationsdetektion
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ter stringenten Bedingungen. So werden bei der PCR-SSP, einer PCR mit sequenz-spezifi-
schen Primern, die auch als ASA (allele specific amplification) oder ARMS (amplification
refractory mutation system) bezeichnet wird, selektive Primer verwendet, die an der poly-
morphen Stelle mit der Templat-DNA hybridisieren. Die Hybridisierungsbedingungen wer-
den dann entweder so stringent gewdhlt, dass der Primer nur mit der vollstdndig komple-
mentdren Sequenz hybridisiert, oder die Primersequenz wird so gewdhlt, dass das 3’-Ende
des Primers auf der polymorphen Sequenzposition zu liegen kommt. In beiden Féllen er-
folgt eine Amplifikation idealerweise nur dann, wenn die Primerbindungsstelle im Templat
perfekt komplementdr zur Primersequenz ist.”*"

Die Amplifikation eines Allels bestimmter Sequenz kann auch durch die Verwendung von
PNAs (peptide nucleic acids) gesteuert werden, deren Sequenz zu der Zielsequenz zwischen
den Primerbindungsstellen komplementar ist. DNA/PNA-Hybride sind sehr stabil und ver-
hindern bei ihrer Ausbildung die effiziente Verléngerung der Primer und damit die Amplifi-
kation des PCR-Produkts. Eine Basenfehlpaarung im DNA/PNA-Hybrid destabilisiert diesen
iedoch derart, dass sich die PNA-Sonde leicht ablést oder unter den Reaktionsbedingun-
gen gar nicht erst bindet und so die Blockade aufgehoben ist, so dass es zu einer Amplifi-
kation kommen kann. Dadurch lassen sich Sequenzvarianten bei der Amplifikation diskri-

minieren.”*?°

Die Entwicklung von RT-PCR-Methoden erdffnete in den letzten Jahren auch neve Még-
lichkeiten zur Genotypisierung, die insbesondere den Nachweis von SNPs vereinfachen.
Hierbei wird entweder die Generierung des amplifikationsbedingten Fluoreszenzsignals von
der polymorphen Sequenz beeinflusst (,PCR-gekoppelte Analyse”) oder es wird im An-
schluss an die PCR eine Schmelzkurve der PCR-Produkte aufgezeichnet, anhand derer sich
die Polymorphismen identifizieren lassen (,Schmelzkurven-Analyse”). So lassen sich fir eine
PCR-gekoppelte Analyse z. B. TagMan-Sonden und Molecular Beacons derart konstruie-
ren, dass sie bevorzugt oder — unter entsprechend stringenten Reaktionsbedingungen —
ausschlieBlich mit der perfekt komplementéren Sequenz hybridisieren und damit eine Sig-
nalgenerierung unterbunden wird, wenn innerhalb dieses Abschnittes auf der Templat-DNA
Sequenzvariationen vorliegen.**” Bei der Schmelzkurvenanalyse hingegen wird die durch
Basenfehlpaarungen bedingte Verénderung der Schmelztemperatur von dsDNA-Fragmen-
ten gemessen. Im einfachsten Falle kann dazu ein dsDNA-sensitiver Farbstoff wie SYBR-
Green | verwendet werden, womit sich kleine Sequenzvariationen wie SNPs allerdings nur
sehr schwer nachweisen lassen.”””? Diese lassen sich jedoch sehr einfach anhand des
Schmelzverhaltens sequenzsperzifischer Sonden wie den Molecular Beacons oder den
Hybridisierungssonden nachweisen.**'%%1% Der Vorteil von Schmelzkurvenanalysen gegen-
Uber den PCR-gekoppelten Analysen liegt in ihrem Potenzial, mehrere im Reaktionsansatz

vorliegende Sequenzvariationen simultan nachweisen zu kénnen. '

Genotypisierung und Mutationsdetektion Kapitel 1.3
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1.4 DNA-analytische Verfahren zur Chimarenanalytik

Wenn sich alles gleicht, zihlt der Unterschied.
Kurt Brugger

Die Chimarenanalytik erlaubt quantitative Aussagen Gber die Mischungsverhélinisse von
Proben unterschiedlicher (klonaler) Herkunft. Neben einigen immunologischen Methoden
wie der immunohistochemischen Untersuchung von MHC-I und ABO-Blutgruppen-Anti-
genen'® oder durchfluBzytometrischen Untersuchungen'®® kommen vor allem PCR-
basierte Methoden zum Einsatz, welche individuelle Sequenzvariationen quantifizieren. Die-

se Methoden sind also im Prinzip quantitative Genotypisierungen.'®’"'"°

Die Chimérenanalytik ist von kontinuierlich wachsender Bedeutung in der molekularen Bio-
logie im Allgemeinen sowie der molekularen Medizin im Besonderen. Hier findet sie z. B.
Anwendung bei populationsbiologischen Fragestellungen''" in der Analyse der post-

operativen Entwicklung nach der Transplantation von hdmatopoetischen Stammzellen 198110

112114 sowie in der Verfolgung des Wachstums definierter Zellklone in

oder solider Organe
einem Tumor.”” Wahrend die Analyse des klonalen Wachstums in Tumoren noch im Be-
reich der Grundlagenforschung anzusiedeln ist, kommt der Chimdarenanalyse nach Organ-

transplantationen in mehrfacher Hinsicht erhebliche diagnostische Bedeutung zu.

Die Transplantation hdmatopoetischer Stammzellen von einem gesunden Spender in einen
leukémiekranken Empfanger soll dort das urspringliche, tumorése blutbildende System er-
setzen. War die Zerstérung des eigenen Systems durch Chemo- oder Strahlentherapie nicht
vollstandig, so besitzt der Empfanger nach der Transplantation einen gemischten hamato-
poetischen Chimdarismus (MHC, mixed hematopoietic chimerism). Die Frage, ob der MHC
als Ausléser von Rickfdllen in Frage kommt, ist noch nicht entschieden und Gegenstand
aktueller Forschung, in welcher eine sensitive Chimdarenanalytik zur Anwendung kom-
mt.""*""* Ebenso wie nach einer Knochenmark-Transplantation kann es auch nach der
Transplantation solider Organe wie Herz, Leber, Lunge und Niere zu Folgeerkrankungen
kommen.""®!"” Spender-Stammzellen des Immunsystems kénnen das Transplantat verlas-
sen und im Blut Uber Jahre hinweg weiterexistieren.''® Diese immunkompetenten Zellen
kénnen im Empfénger Immunreaktionen vermitteln und gegen den Empfénger gerichtete
zytotoxische T-Zellen und Antikérper bilden. Diese als graff-versus-host disease (GVHD) be-
zeichnete Erkrankung tritt auch dann auf, wenn das Immunsystem des Empféngers durch
Immunsuppressiva unterdrickt wird, um AbstofBungsreaktionen gegen das transplantierte
Organ zu vermeiden.'®'"” Der Nachweis und die Verfolgung der Entwicklung dieses peri-
pheren Mikrochimérismus ist essentiell fir eine frihe Aussage Uber die Gefahr einer auftre-
tenden GVHD.'?® Im umgekehrten Fall, dem intragraft-Mikrochimérismus, wandern Zellen
des Empféngers in das Spenderorgan ein. Das Ausmaf3 und die Entwicklung der Einwande-
rung kann durch die Chimarenanalytik von Biopsieproben aufgeklart werden.'%'2

Entsprechend der grofien Bedeutung der Chimérenanalytik fir die molekularmedizinische
Diagnostik gibt es eine Reihe unterschiedlicher Analysesysteme, von denen im folgenden
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die prominentesten Verfahren, die auf DNA-analytischen Methoden beruhen, kurz vorge-
stellt werden.

Nukleinséureanalytische Methoden zur Chimérenanalytik beruhen meist auf der selektfiven
Amplifikation spezifischer DNA-Sequenzen durch die PCR. Dabei werden entweder poly-
morphe Sequenzen unterschieden oder solche Sequenzen nachgewiesen, die nur in einem
Teil der Mischprobe vorkommen. So lésst sich beispielsweise mit einer fir Y-Chromosomen
spezifischen PCR sehr einfach ein Geschlechtschimérismus analysieren, wie er z. B. nach
einer sex-mismatched allogenic blood stem cell transplantation vorliegt.'?'?? Es gibt bereits
Real-time-Verfahren zur quantitativen Y-Chromosomen-spezifischen PCR (QYCS-PCR).
Damit lasst sich eine mdnnliche Zelle selbst unter 100 000 weiblichen Zellen nachwei-
sen.'? Allerdings ist die Methode auf die spezielle Situation eines Geschlechtschimérismus
beschréankt, und die Sensitivitét ist nur nutzbar, wenn der Proben-Anteil ménnlicher Her-
kunft gering ist.

Als geschlechtsunabhdngige Zielsequenzen zur Chimarenanalytik dienen die schon im Ab-
schnitt 1.3 erwdhnten RFLPs 2 und STRs,'?*'%’ ebenso wie eine tandem-repeat-Klasse mit
langeren Grundeinheiten als bei STRs, die variable number of tandem repeats
(VNTRs).'07128-130 |m Unterschied zur reinen Genotypisierung wird hier das Verhaltnis unter-
schiedlicher Allele in einer Mischprobe quantifiziert. Dies geschieht meistens durch densi-
tometrische Auswertungen der elektrophoretisch getrennten PCR-Fragmente. Eine Sequenz
mit weniger als 1-5 % Anteil an der Mischprobe kann von diesen Verfahren nicht mehr
nachgewiesen werden.'?® Die Grinde dafir liegen zum einen im relativ geringen dynami-
schen Bereich densitometrischer Bestimmungen, zum anderen in dem Umstand, dass kor-
zere Sequenzen in der PCR préaferenziell amplifiziert werden. Wenn die Zielsequenzen des
kirzeren allel-spezifischen Fragments in Uberzahl vorliegen, kann es zu einem sogenann-
ten allelic drop-out kommen, wodurch die Zielsequenzen des ldngeren Fragments nicht
mehr nachgewiesen werden kénnen.''

1.5 Molekulare Grundlagen von Krebserkrankungen

Sane sicut lux seipsam et tenebras manifestat, sic veritas norma sui et falsi est.

(Wahrlich gleich wie das Licht sich selber und die Dunkelheit offenbart,
so ist die Wahrheit das Maf$ ifirer selbst und des Irrtums)

Spinoza in Ethik,

Nach heutigem Versténdnis sind Tumore das Ergebnis genetischer Verénderungen, die sich
im Rahmen eines Mikroevolutionsprozesses in einzelnen Zellen anreichern und die Stérung
grundlegender zellulgrer Prozesse, insbesondere die der Zellteilungsregulation, bedingen.
Durch den Ausfall von DNA-Reparatursystemen, sowie Stérungen der DNA-Synthese und
von Kontrollsystemen der Segregation kénnen sich nach den Zellteilungen der Tumorzellen
umfangreiche genetische Verénderungen ansammeln, darunter Sequenzdnderungen sowie

Molekulare Grundlagen von Krebserkrankungen Kapitel 1.5
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Translokationen, Deletionen und Amplifikationen von Genen, Chromosomenabschnitten
oder ganzen Chromosomen. Die involvierten Gene definieren die Fehlsteuerung in den
Zellteilungsprozessen, bei der Kontaktinhibition sowie des Migrationsverhaltens und be-
stimmen damit die Charakteristik, Aggressivitat und Therapierbarkeit von Tumoren. Bereits
heute werden die Erkenntnisse der molekularen Medizin Uber solche Verénderungen fir
Diagnose, Prognose sowie Design patientenspezifischer Therapien genutzt. Unverzichtbare
Voraussetzung ist hierzu allerdings, dass die eingesetzten analytischen Methoden hohe
Sensitivitat, Prazision und Zuverl@ssigkeit aufweisen.

Bei der Transformation einer normalen Zelle in eine Tumorzelle sind genetische Elemente
betroffen, welche das Zellwachstum, die Zellproliferation oder die Apoptose kontrollieren.
Die Gene lassen sich dabei in zwei Gruppen einteilen: die (Proto-) Onkogene und die Tu-
morsuppressorgene. Wahrend (Proto-)Onkogene positive Regulatoren von Wachstum und
Proliferation darstellen, handelt es sich bei den Tumorsuppressorgenen um die negativen
Regulatoren, welche die Wachstums- und Proliferationsprozesse stoppen oder die Apopto-
se initiieren. Der von vielen inneren und &ufleren Faktoren beeinflusste Wachstums- und
Teilungszyklus der Zellen wird so durch das Zusammenspiel positiver und negativer Regu-
latoren kontrolliert. Die Tumortransformation kann durch eine fehlerhafte Aktivitat bzw. ei-
nen Funktionsgewinn (,gain of function”) eines (Proto-)Onkogens bedingt sein, welches
dann als ,Onkogen” bezeichnet wird oder durch den Funktfionsverlust (,loss of function”)
eines Tumorsuppressorgens.

1.5.1 Onkogene

(Proto-)Onkogene kodieren meist fir Proteine in Signaltransduktionswegen, deren Aktivie-
rung letztlich die Zellproliferation anregen. Die Signalketten beginnen dabei mit den Inter-
aktionen von Wachstumsfaktoren mit Rezeptoren auf der Zellmembran und fohren Gber
Signalkaskaden im Zytoplasma schliefilich in den Zellkern, wo genetische Programme akti-
viert werden, welche die Einleitung von Zellteilungszyklen auslésen. Wéhrend der Trans-
formation einer gesunden in eine neoplastische Zelle wird durch Mutationen die Aktivitét
oder Expression von (Proto-)Onkogenen gesteigert (gain of function). Diese Uberaktiven
Produkte der jetzt als Onkogen bezeichneten Gene férdern so die unkontrollierte Zelltei-
lung. Beispiele fir (Proto-)Onkogene sind Wachstumsfaktoren (z. B. sis, hst), Rezeptor-
Tyrosin-Proteinkinasen (z. B. EGFR, HER-2/neu), membrangebundene G-Proteine (z. B.
Ras, LCK), Transkriptionstaktoren (z. B. myc, fos, jun) und die Gene fir Cyclin-D-verwandte

Proteine, welche den Zellzyklus regulieren.'®?

Es gibt viele mégliche Ursachen fir den Funktionsgewinn von (Proto-)Onkogenen: Eine
Sequenzmutation innerhalb oder den Verlust einer regulatorischen, normalerweise inhibito-
rischen Domdne, die durch eine Translokation verursachte Kombination mit einer aktivie-
renden Domdéne oder die Uberexpression. Der Grund fur eine Uberexpression kann dabei
entweder die verdnderte Transkriptionsaktivitdt oder die Amplifikation des Gens selbst bzw.
eine Kombination aus beiden sein.

Kapitel 1.5 Molekulare Grundlagen von Krebserkrankungen
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Ein Beispiel eines durch Amplifikation aktivierten Onkogens ist HER-2/neu, welches fir eine
Rezeptor-Tyrosin-Proteinkinase kodiert. Das zum epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor
EGFR strukturell homologe, transmembrandse Glykoprotein wird in vielen Zellen exprimiert
und ist involviert in einem ganzen Netzwerk von Signalketten. Mithin spielt HER-2/neu eine
wichtige Rolle bei Zellwachstum und Entwicklung.'*® Die Aktivitdtssteigerung des Rezeptors
in Tumoren ist in vielen Féllen Folge einer stark gesteigerten Expression. Normalerweise
dimerisiert der Rezeptor nach Ligandenbindung, wodurch die zytosolische Tyrosinkinase-
doméne aktiviert wird. Die Uberexpression fihrt zu einer héheren Dichte des Rezeptors in
der Zellmembran, so dass es vermehrt auch ohne Ligandenbindung zur Dimerisierung und
Aktivierung kommt.’** Ursache der Uberexpression ist meist eine Genamplifikation von
HER-2/neu im Genom, was zu einer Erhéhung der Transkriptmenge und auf Proteinebene
schliefllich zu einer Erhéhung der Rezeptordichte in der Zellmembran fohrt.'®

HER-2/neu wird in 20-30 % aller Brustkrebsfdlle Gberexprimiert,’ was mit einer erhéhten
Resistenz der Tumore gegen Chemotherapien einhergeht.'® In diesem Falle kann das Tu-
morwachstum durch eine Applikation von Herceptin, einem gegen den Rezeptor gerichte-
ten, humanisierten monoklonalen Antikérper, gestoppt werden.'®®'% Der HER-2/neu-Status
ist daher von Bedeutung fur die Beurteilung, welche Behandlung fir die jeweilige Patientin
den grofiten Heilungserfolg verspricht.

Die verbreitetsten Methoden zur Detektion einer HER-2-Uberexpression beruhen auf dem

1,10 sowie dem

immunohistochemischen Nachweis des Rezeptors, z. B. mittels HERCEPTes
Nachweis einer Genamplifikation durch Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH).'' Beide
Techniken sind von der U.S. Food and Drug Administration (FDA) fir die klinische Dia-
gnostik zugelassen. Neuere Methoden basieren auf PCR-Techniken zum quantitativen
Nachweis der Gensequenz oder der Transkripte.'*?'*® Die Quantifizierung der genomi-
schen HER-2/neu-Kopienzahl hat gegentber der Bestimmung der Transkriptmengen den
Vorteil einfacher Probenvorbereitung aufgrund der héheren Stabilitét von DNA im Ver-
gleich zu RNA, erfordert jedoch prézisere Nachweismethoden, da die relativen Unterschie-
de in der Genamplifikation meist geringer sind als die daraus resultierenden relativen Un-

terschiede in den Transkriptmengen zwischen Normal- und Tumorgewebe.

1.5.2 Tumorsuppressorgene

Tumorsuppressorgene kodieren fir Produkte, welche die Zellproliferation inhibieren. lhr
Funktionsaustall, z. B. in Folge einer Mutation oder des Genverlusts, beginstigt die unkon-
trollierte Zellteilung. Phénotypisch relevant ist meistens nur der Funktionsverlust beider Alle-
le einer Zelle, da andernfalls das verbleibende, intakte Allel die regulatorische Funktion
aufrechterhalten kann. Der Funktionsverlust kann verursacht sein durch Mutationen sowie
durch Allelverluste, letztere infolge von Segregationsfehlern, Deletionen, Rekombinationen
oder Genkonversionen.

Die Bedeutung negativ regulatorischer Gene bei der Krebsentstehung wurde erstmals be-
reits Ende der 1960er Jahre am Xiphophorus-Tiermodell entdeckt.'*” Das erste humane
Tumorsuppressorgen, RB1, wurde schlieBlich 1971 von KNUDSON beschrieben.'*® Es ist an

Molekulare Grundlagen von Krebserkrankungen Kapitel 1.5



18 EINLEITUNG

der Ausbildung von Retinoblastomen beteiligt, die in Familien mit familigrer Belastung,
d. h. einer erblich bedingten Pradisposition zur Ausbildung von Retinoblastomen, sehr hdu-
fig und schon im frihen Kindesalter auftreten, wobei oft multifokale Tumore auftreten. Die
sporadische Form ist weitaus seltener (etwa 1:12 000)"' und tritt meist unifokal auf. Wéh-
rend somatische Mutationen in einer intakten Kopie des RB1-Gens bei gesunden Men-
schen rezessiv sind, haben sie bei familiér belasteten Menschen eine ,dominante” Wir-
kung.

Auf Grund dieser Befunde formulierten KNUDSON das Zwei-Treffer-Modell zur Inaktivierung
von Tumorsuppressorgenen. Familiar belastete Menschen erben nur eine intakte Kopie des
Gens, da die andere Kopie in der Keimbahn durch eine Mutation funktionslos gemacht
oder verloren wurde. Nun reicht wihrend der Ontogenese der Ausfall der einzig noch in-
takten Kopie des Gens in einer beliebigen Zelle der Netzhaut aus, damit sich ein Reti-
noblastom entwickeln kann. Demgegeniber ist es in einer Zelle mit zwei intakten RB1-
Kopien vergleichsweise unwahrscheinlich, dass infolge spontaner Mutationsereignisse bei-
de RB1-Kopien ausfallen.

Durch zell- und molekularbiologische Untersuchungen wurden sechs verschiedene mecha-
nistische Wege nachgewiesen, Uber die phanotypisch unaufféllige Zellen mit einem durch
Mutation inaktiviertem Allel eines Tumorsuppressorgens das funktionale Allel mit der Wild-
typsequenz verlieren kénnen:'? (i) Verlust des Wildtyp-Chromosoms durch non-disjunction,
(i) Verlust des Wildtyp-Chromosoms durch non-disjunction mit anschlieBender Duplikation
des mutierten Chromosoms, Ersatz des Wildtypallels durch das mutierte Allel Gber (i) mito-
tische Rekombination oder (iv) Genkonversion, (v) Verlust des Wildtypallels durch Deletion

und (vi) Inaktivierung des Wildtypallels durch Punktmutation.

Bis auf den letzten Punkt lésst sich der Verlust des Wildtypallels durch die Analyse poly-
morpher DNA-Marker wie den RFLPs, VNTRs und STRs nachweisen, die innerhalb bzw. in
der Néhe des untersuchten Gens liegen und fir welche das betreffende Individuum hetero-
zygot ist. Der Verlust eines Gens, der auch den betrachteten Polymorphismus einschlief3t,
bewirkt damit in den meisten Féallen auch den Verlust der Heterozygositat. Durch LOH (loss
of heterozygosity)-Analysen wurden und werden noch immer neue Loci von Tumorsuppres-
sorgenen kartiert und identifiziert.'*?

Die Wirkungsweisen der Tumorsuppressorgene sind sehr heterogen. Sie kénnen an der
Kontrolle des Zellwachstums und der Zellteilung (z. B. RB, p16, p53), der DNA-Reparatur
bzw. dem Erhalt der Genomintegritat (z. B. hMLHT, hMSHZ2, BRCAT, p53), der Kontrolle
der Apoptose (z. B. p53) oder der Inhibition von Wachstums- und Transkriptionsfaktoren
(z. B. NF1) beteiligt sein. AuBerdem finden sich unter den Tumorsuppressorgenen u. a. so-
wohl Proteinkinasen (z. B. MAP2K4) wie auch Proteinkinase-Inhibitoren (z. B. CDKNIC,
CDKN2A).'%

Das am haufigsten in Tumoren deletierte oder mutierte Tumorsuppressorgen ist p53.">*"%’
Nachgewiesen wurde sein Genprodukt erstmals 1979 in SV40-infizierten und neoplasti-
schen Zellen, in denen es mit dem SV40 Large T-Antigen komplexiert vorlag, weshalb man
zundchst davon ausging, dass es sich hierbei um ein Tumorantigen handele.'?®'¢° Spdter
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stellte sich jedoch heraus, dass sein Genprodukt, p53, die transformierende Wirkung vieler

" weshalb es als Tumorsuppressor eingestuft wurde, wenngleich

132

Onkogene supprimiert '
auch bestimmte mutierte Varianten onkogene Wirkungen zeigen kénnen.

Der Funktionsverlust von p53 bewirkt eine drastisch gesteigerte genetische Instabilitét (in
p537-Zellen ist die Wahrscheinlichkeit von Onkogenamplifikationen im Vergleich zur Wild-
typzelle um das Millionenfache erhéht'®?) sowie den Verlust der Fahigkeit, bei DNA-
Schadigungen das Zellwachstum und die Zellteilung zu stoppen '¢*'* bzw. die Apoptose
einzuleiten.'®>% Das p53-Protein kontrolliert den Zellzyklus-Kontrollpunkt am Ubergang
von der Go/G;- in die S-Phase,'®” der fir den Erhalt der Genomintegritét wesentlich
ist.'¢®1%” Wegen der vielfaltigen Kontrollfunktionen von p53 im Zellzyklus, bei der DNA-
Replikation und -Reparatur sowie der Apoptose ist anzunehmen, dass der Aktivitatsstatus
von p53 in einem spezifischen Tumor einen erheblichen Einfluss auf die weitere Entwick-
lung des Tumors hat.

Ubliche Therapien von Tumorerkrankungen basieren oftmals auf der irreparablen Schadi-
gung der DNA teilungsaktiver Zellen, hauptsdchlich durch Doppelstrangbriche, ausgeldst
durch ionisierende Strahlung oder DNA-schadigende Chemikalien. Die heilende Wirkung
durch diese Therapieformen beruht auf der Tatsache, dass sich teilungsaktive, geschédigte
Zellen durch Apoptose selbst eliminieren. Ein wichtiger Schritt in der Auslésung des Apop-
toseprogramms nach DNA-Schédigung ist jedoch die Aktivierung von p53, der in p53-
defizienten bzw. p53-inaktiven Zellen nicht erfolgen kann.'’%'"! Diese Zellen kénnen teil-
weise trotz gréfBiter genetischer Schaden Uberleben und sich weiter teilen. Durch die Thera-

172 wodurch vermutlich

pie unterliegen sie tumorspezifischen in-vivo-Selektionsprozessen,
die Entwicklung noch aggressiverer Subklone begunstigt wird. Inzwischen ist durch zahlrei-
che Publikationen nachgewiesen, dass die Inaktivierung von p53 fir unterschiedliche Tu-
more mit einer deutlich schlechteren Prognose bzw. einer reduzierten Wirksamkeit chemo-

therapeutischer Behandlungen einhergeht. = & 173177

Die Diagnose des p53-Status ist damit ein wichtiges Kriterium zur Beurteilung der Prognose
sowie zur Wahl eines adéquaten Therapiekonzepts, da Strahlen- und Chemotherapien bei
p53-inaktiven Tumoren von verminderter Wirksamkeit sind und wahrscheinlich noch die
Evolution aggressiverer Tumore férdern.

1.5.3 Mobile genetische Elemente

Mobile genetische Elemente sind DNA-Abschnitte, welche z. B. durch Rekombinationspro-
zesse an andere Stellen im Genom oder in ein anderes Genom versetzt (transponiert) wer-
den kénnen. Transpositionen sind haufig verbunden mit auftretenden Deletionen oder In-
versionen. Mobile genetische Elemente sind auf vielféltige Weise in der Lage ein Genom
zu beeinflussen und haben daher entscheidenden Einfluss auf die Evolution,'”® kénnen

mitunter aber auch Krankheiten, so z. B. Krebs, hervorrufen.'”?

Erstmals postuliert wurde die Existenz solcher mobiler Elemente auf Grund genetischer Stu-
dien am Mais 1951 von B. MCCLINTOCK.'®8! |hr Konzept eines dynamischen Genoms
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wurde jedoch erst in den 1970er Jahren allgemein akzeptiert.'® Mittlerweile ist eine grofle
Anzahl mobiler genetischer Elemente in Phagen, Bakterien, Pilzen, hdheren Pflanzen, Ver-
tebraten und Insekten beschrieben worden. Die mobilen Elemente kénnen entsprechend
dem Mechanismus der Transposition in zwei Klassen eingeteilt werden:

@ Transposons. Die Transposition erfolgt Gber ein DNA-Intermediat, initiiert durch die
Spaltung der Wirts-DNA durch das Enzym Transposase. Bei der direkten Transposition wird
das mobile Element aus der DNA ausgeschnitten und an anderer Stelle wieder eingesetzt.
Beim replikativen Weg wird das Element repliziert. Das Original bleibt an der urspringli-
chen Stelle, wahrend die Kopie durch Rekombinationsprozesse an einer anderen Stelle
eingebaut wird.'®¥'8* Den einfachsten Aufbau zeigen die so genannten Insertionssequen-
zen (IS) der Prokaryoten. Die 800-2000 Bp-langen IS-Elemente bestehen nur aus einem
Transposasegen, welches beidseitig von invertierten Wiederholungssequenzen eingerahmt
ist.'#>18¢ Zysammengesetzte Transposons (Tn) bestehen aus zwei IS-Elementen, die ein

Gen, meistens ein Antibiotika-Resistenzgen, flankieren.'®

Beispiele fir Transposons sind die von McClintock entdeckten Ac- und Ds-Elemente im
Maisgenom,'® die in ein- und mehrzelligen Eukaryoten weit verbreitete Familie der tc1-

bzw. mariner-line elements (TLE bzw. MLE), die z. B. im Genom des Menschen in einigen

'88 sowie die P-Elemente im Drosophila-Genom, die experimen-

189,190

tausend Kopien vorliegen,
tell zur Transformation von Drosophila-Zellen verwendet werden.

@ Retroelemente. Im Gegensatz zu den Transposons erfolgt hier die Transposition ber
ein RNA-Intermediat, welches durch eine Reverse Transkriptase in DNA umgeschrieben
wird.'”® Retroelemente kommen in allen eukaryotischen Genomen vor. Sie lassen sich klas-

sifizieren in Pseudo- und Retrogene, Retroposons, Retrotransposons und Retroviren:'”!

Pseudogene sind die Folge der reversen Transkription und Reintegration eines zelluldren
mRNA-Molekils. Transkribierte Pseudogene unter Kontrolle eines Promotors bezeichnet
man als Retrogene, wie z. B. die SINE (short interspersed nuclear elements)-Sequenzen der
Sauger,'??
Genoms ausmacht.

zu denen auch die humane Alu-Repeat-Familie gehért, die 3-6 % des humanen
193

Retroposons besitzen einen internen Promotor und ein oder mehrere offene Leseraster,
flankiert von speziellen repetitiven Sequenzen, den so genannten LTRs (long terminal re-
peats) mit regulatorischen Sequenzen.'”* Die als LINE (long interspersed nuclear elements)-
Sequenzen bezeichneten Retrotransposons der Séuger kodieren fir eine reverse Trankripta-

se '”> und werden in Tumoren verstarkt kopiert.!”'?7

Retroviren enthalten RNA, die nach der Infektion einer Wirtszelle durch die Reverse Tran-
skriptase in DNA umgeschrieben wird, welche als Provirus in das Genom der Wirtszelle in-
tegriert werden kann.'”® Aus dem Provirus kann durch Transkription wieder die virale RNA
sowie die mRNA zur Translation viraler Proteine gebildet werden.'” Viele provirale Se-
quenzen sind jedoch durch Mutationen mehr oder weniger stark degeneriert, so dass sie
die Zelle nicht mehr verlassen, mitunter aber noch in das Wirtsgenom integriert werden
konnen.?® Die Grenzen zwischen endogenen Retroviren und Retrotransposons sind flie-
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end. Manche Viren besitzen ein eigenes Onkogen (v-onc), das auf ein Proto-Onkogen
des Wirtsorganismus zurickgeht, welches in das Virusgenom integriert wurde und dort Se-
quenzénderungen akkumuliert hat.

1.6 Elekironische Datenverarbeitung

Irren ist menschlich. Aber wenn man richtig Fehler machen will, braucht man Computer.

Harald Lesch

Durch die schnell zunehmende Verbreitung automatisierter Messsysteme in der Biologie
und Medizin, nicht zuletzt durch die Entwicklung immer neuer Hochdurchsatz-Verfahren,
steigt das Datenaufkommen Uberproportional an und mithin wéchst der Bedarf an Syste-
men zur effizienten Verwaltung und Auswertung der Daten. Dies macht den Einsatz elektro-
nischer oder Computer-gestitzter Auswertungsverfahren zwingend notwendig.

Messgréfen sind physikalische Gréflen, denen eine Messung gilt. Die Messung liefert ei-
nen Schéatzwert fir den wahren Wert der Messgréfie, das Messergebnis. Unter einem Wert
versteht man dabei das Produkt aus einer reellen Zahl und der Einheit einer physikalischen
GréBe. Messunsicherheiten entstehen durch statistische und systematische Abweichungen
der Messergebnisse vom wahren Wert (siehe auch 7.1). Ursachen fir statistische Abwei-
chungen sind das Auflésungsvermégen des Messinstruments und nichtkonstante, unbe-
stimmbare Umwelteinflisse auf die Messung. Dadurch bedingte Messfehler lassen sich
durch die Mittelung von Ergebnissen wiederholter Messungen oder elektronischer Verfah-
ren zur Rauschfilterung minimieren. Systematische Abweichungen entstehen u. a. durch fal-
sche Kalibrierung oder konstruktive Méngel der Messanordnung oder durch eine Einfluss-
nahme des Messvorgangs auf die Ermittlung des Messwerts. Diese Art der Abweichung
l&sst sich hdufig durch geeignete mathematische Verfahren eliminieren.

Fur eine elektronische Verarbeitung missen die in den meisten Féllen in analoger Form
(d. h. wert- und zeitkontinuierlich, z. B. Temperatur, Gewicht, Stromstérke) anfallenden
Messdaten zundchst durch geeignete physikalische Instrumentierungen in einen analogen
Spannungswert gewandelt werden, der dann digitalisiert (d. h. in ein werte- und zeitdiskre-
tes System transformiert) wird. Die meisten modernen Messsysteme (z. B. Spektrophotome-
ter, Geldokumentationsanlagen, ELISA-Reader, BlAcore, EKG-/EEG-Apparate, Phosphoi-
mager, Laserscanning- und Raster- sowie Tunnelelektronen-Mikroskope, RT-PCR-Gerdate
usw.) zeichnen die Daten schon in elektronischer Form auf, so dass die elektronische Ver-
arbeitung der Daten obligatorisch ist. Der Rechner kann die Daten Gber die digitale
Schnittstelle abfragen und speichern bzw. auswerten. Die Abfrage und Auswertung wird
von der Software gesteuert.

Bei der on-line-Verarbeitung werden die digitalisierten Daten von der Software direkt wei-
terverarbeitet. Reine on-line-Verarbeitungen sind selten und lohnen nur bei Langzeitmes-
sungen mit niedriger Frequenz der Datenaufzeichnung (sample-Rate) oder bei Aufgaben-
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stellungen, bei denen der Anwender aufgrund aktueller Messergebnisse in den Prozessab-
lauf eingreifen muss. Bei der off-line-Verarbeitung werden die Rohdaten zunéchst aufge-
nommen und gespeichert. Nach Abschluss der Messung wird dem Anwender durch die
Software Gelegenheit gegeben, die Daten in gewinschter Form aufzuarbeiten.

Die in den letzten Jahren drastisch gestiegene Leistungsféhigkeit der EDV-Anlagen ermég-
lichte die Entwicklung immer anwenderfreundlicherer Software, so dass zunehmend auch
»Nicht-Spezialisten” in der Lage sind, komplexe Auswertungen grofler Datenmengen
durchzufihren. Dennoch fordern auch heute noch viele Anwendungen in der Mess- und
Regeltechnik vom Anwender mehr EDV-Kenntnisse als notwendig. Dies liegt nicht zuletzt
daran, dass die Erstellung professioneller Programme zur Automatisierung von Messverfah-
ren und Auswertungen zeit- und kostenintensiv ist.

Dabei trégt die Qualitat der Software entscheidend zur Leistungsféhigkeit des Messsystems
bei. Auswerteprogramme, die schwer zu bedienen und unibersichtlich sind, erfordern im
gunstigsten Falle unnétig hohe Investitionen an Zeit und zudem fachkundiges Personal,
schlimmstenfalls sind sie sogar mitverantwortlich fir fehlerhafte Interpretationen der Daten
durch den Anwender. Gute Programme stehen hier in der Verantwortung, durch eine Gber-
sichtliche und geschickte Benutzerfihrung und Présentation der Daten Fehler bei der Aus-
wertung vermeiden zu helfen sowie dem Anwender nicht nur Ergebnisse zu présentieren,
sondern ihm auch bei der Wertung der Daten zu assistieren.

1.7 Softwareentwicklung

640 kB sollten genug fiir jeden sein.
Bill Gates, 1981

Der Begriff Software beschreibt Programme der elektronischen Datenverarbeitung. Dabei
kann es sich um Betriebssysteme, Dienstprogramme oder Arbeitsprogramme handeln. Als
Programm bezeichnet man die zur Lésung eines Problems oder Aufgabenkomplexes erfor-
derliche Folge von Befehlen, die von einem Computer ausgefihrt werden kénnen. Die
Programmierung umfasst die Abstraktion einer Problemstellung zu einem Fachmodell, wel-
ches gegebenentfalls zu einem mathematischen Modell prézisiert wird. Das zur Lésung des
Problems geeignete Verfahren wird als Algorithmus bezeichnet. Das oder die Lésungsver-
fahren werden schliellich in direkt oder indirekt computerversténdlicher Form kodiert. Zur
Kodierung werden in den meisten Féllen hohere Programmiersprachen verwendet, bei de-
nen es sich ihrerseits um Software handelt, welche einen menschenversténdlichen Kode,
den sog. Quellkode, in eine direkt vom Rechenwerk verwertbare Form, den binégren Ma-
schinenkode Ubersetzt.

Die zur Entwicklung der Software in dieser Arbeit verwendete Sprache ist Pascal, die 1972
an der Eidgendssischen Hochschule Zurich von NIKOLAUS WIRTH zu Lehrzwecken entwickelt
und nach dem franzésischen Mathematiker BLAISE PASCAL (1623 - 1662) benannt wurde.
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Bei Pascal handelt es sich um eine Compiler-Sprache, bei welcher der Quellkode nach Ab-
schluss der Kodierung vollstandig in Maschinensprache Gbersetzt, d. h. kompiliert wird.
Das Kompilat ist dann die ausfihrbare Programm-Datei als Ergebnis der Softwareentwick-
lung.

Ein Grundkonzept der Sprache Pascal ist die Top-down-Programmierung, bei welcher das
Programmierprojekt in immer kleinere Programmeinheiten aufgespalten wird, die Gber de-
finierte Schnittstellen miteinander verbunden sind. Dieser Vorgang wird soweit fortgesetzt,
bis kleine direkt kodierbare Einheiten entstehen. Diese Einheiten werden als definierte, ei-
genstdndige Unterprogramme programmiert, welche die gleiche prinzipielle Struktur wie
das Hauptprogramm aufweisen und geschachtelt werden kénnen. Die Strukturiertheit be-
zieht sich auch auf die Datenverwaltung, die eine Definition von Datentypen erlaubt und
eine strikte Deklaration von Variablen bestimmten Datentyps erfordert. Unterprogramme
kénnen ihrerseits wieder in Bibliotheken, den so genannten Units, zusammengefasst
werden und so in einfacher Weise von anderen Units oder Projekten angesprochen wer-
den, indem diese die betreffende Unit einbinden. Durch diese Konzepte ist Pascal zu ei-
ner Galionsfigur der strukturierten Programmierung geworden. Dennoch wurde seither die
Programmiersprache sténdig weiterentwickelt.

Schon in den siebziger Jahren des 20. Jahrhunderts wurden erste Versuche unternommen,
neue Methoden des Dialogs zwischen Mensch und Maschine zu entwickeln. Einer sehr
menschlichen Sichtweise der Welt, die Umgebung in definierte Objekte mit ihren eigenen
Eigenschaften und Méglichkeiten einzuteilen und anzusprechen, wurde im Konzept einer
objektorientierten Programmierung (OOP) Rechnung getragen. Hierbei werden Daten mit
den Programmteilen in so genannten Objekten verbunden, welche diese Daten verwalten
(kapseln). Objekte kdnnen ihre Daten ,nach auBen” verbergen oder Gber &ffentliche
Schnittstellen, so genannte Eigenschaften, ansprechbar machen. Die Objekte definieren
dabei die Maglichkeiten der externen Manipulation ihrer Daten. Aus bestehenden Objek-
ten kénnen neue Objekte abgeleitet werden, welche alle Eigenschaften ihres Vorgéngers
erben und um weitere Eigenschaften ergdnzt werden kénnen. Dazu benétigt der Entwickler
nicht einmal Einblick in die Implementation des Vorgéngerobjekts. Objekt-Definitionen, die
so genannten Klassen, kénnen so hierarchisch aufgebaut werden, was die Kode-Gréfle re-
duziert und die Ubersichtlichkeit sowie die Wiederverwendbarkeit von Kodierungen erhsht.
Die erste standardisierte objektorientierte Compiler-Sprache dirfte wohl das 1985 von
BJARNE STROUSTRUP entwickelte C** sein. Kurze Zeit spéter kam mit Turbo Pascal 5.5 auch
die erste objektorientierte Pascal-Version auf den Markt.

Die ndachste bedeutende Verénderung betraf nicht das eigentliche Sprachkonzept, sondern
die Entwicklungsumgebungen zur Programmierung. Das Anfang der neunziger Jahre an-
gebrochene ,Windows-Zeitalter” steigerte die Anforderungen an Programmierkenntnissen
enorm und selbst einfachste Applikationen erforderten viele Hundert Zeilen Quelltext mit
komplizierten Obijektableitungen zur Gestaltung der Programm- bzw. Bedienoberfléche.
Microsoft zeigte mit der Entwicklung von Visual Basic erstmals ein Konzept, das den Pro-
grammieraufwand deutlich verringerte und eine fast spielerisch einfache Gestaltung von
Windows-Programmen erlaubte. Dieses Prinzip der objekt- und ereignisorientierten visuel-
len Programmierung wurde 1995 mit der Entwicklungsumgebung Delphi auch fir Pascal
umgesetzt.

Softwareentwicklung Kapitel 1.7



24 EINLEITUNG

1.8 Zielsetzung der Arbeit

Ja, mach nur einen Plan,
Sei nur ein grofies Licht!

Und mach dann noch 'nen zweiten ®lan.
Gehn tun sie beide nicht.

Berthold Brecht in der Dreigroschenoper

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung RT-PCR-basierter Methoden fur die hochgenaue
Quantifizierung genetischer Elemente sowie fir die qualitative und quantitative Genotypi-
sierung. Dazu sollten zunéchst Studien der grundlegenden Parameter und wesentlichen Ei-
genschaften des zur Verfigung stehenden RT-PCR-Systems durchgefihrt und mégliche
Schwachstellen bestimmt und eliminiert werden. Weiterhin sollten Verfahren zur automati-
sierbaren Auswertung der anfallenden Messdaten entwickelt werden. Die entwickelten Al-
gorithmen zur Datenauswertung sollten sodann in einem Softwareprogramm in anwender-
freundlicher Weise implementiert werden. Abschlielend galt es, die Leistungsféhigkeit der
biochemischen Verfahren und Auswertetechniken an ausgewdhlten Anwendungsbeispielen
mit Relevanz fur die molekulare Genetik und Medizin zu demonstrieren.
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2 MATERIALIEN UND METHODEN

2.1 Materialien

2.1.1 Gerate

Tab. 2-1 Gerdte.

Gerat

Hersteller

Apple Macintosh G3 PowerPC
Fluoreszenz-Spektrophotometer F-4500
Kapillarelektrophorese ABI PRISM 310
LightCycler

PC mit Intel Pentium Il Prozessor
PCR-Gerat GeneAmp PCR-System 2400
Reinstwasseranlage RRO 90 CN
UV-Spektrometer U3000
UV-Transilluminator

Videodokumentationssystem

Apple, San Jose

Hitachi/Colora, Lorch

Applied Biosystems, Weiterstadt

Roche Diagnostics, Mannheim (s.a. 2.6.2)
Unicomp, Giefien

Applied Biosystems, Weiterstadt

Seralpur, Ransbach-Baumbach
Hitachi/Colora, Lorch

Bachhofer, Reutlingen

Intas, Géttingen

2.1.2 Software

Tab. 2-2  Software.

Programm

Hersteller

ABI Prism Collection 1.0.4

ABI Prism GeneScan 2.1

Delphi 6.0 Standard Edition

Excel 2000

LightCycler3 Data Analysis 3.5.28
LightCycler3 Run 5.10

Applied Biosystems, Weiterstadt
Applied Biosystems, Weiterstadt
Borland/Inprise, Langen
Microsoft, Verl

Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim

Maple 6 Waterloo Maple, Waterloo
Melt94 MICHIKAWA et al. "’
Oligo 5.0 National Biosciences, Plymouth
Photoshop 6.0 Adobe Systems, San Jose
Windows 98 Microsoft, Verl
Materialien Kapitel 2.1
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2.1.3 Datenbanken

Tab. 2-3 Datenbanken. Die Internet-Seiten sind Uber das hypertext transfer protocol (http://)

aufzurufen.
Datenbank Internet-Adresse
dbSNP www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/
European Bioinformatics Institute www.ebi.ac.uk/
Genome Database www.gdb.org/
HGBASE hgbase.cgr.ki.se/
Human Gene Mutation Database www.archive.uwcm.ac.uk/
Human SNP Database www.genome.wi.mit.edu/SNP/human/
PubMed Medline www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed/

2.1.4 Chemikalien und Biochemikalien

Tab. 2-4 Chemikalien und Biochemikalien.

Chemikalie Hersteller

Acrylamid, ultra pure Life Technologies, Eggenstein
Agarose (Ultra Pure) Life Technologies, Eggenstein
Azorubin Aldrich, Steinheim
Bisacrylamid, ultra pure Life Technologies, Eggenstein
Bovines Serumalbumin (BSA) Roche Diagnostics, Mannheim
Desoxynukleotide (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) Roche Diagnostics, Mannheim
EDTA Merck, Darmstadt

Ethanol absolut Merck, Darmstadt

Glucose Merck, Darmstadt
Ethidiumbromid Serva, Heidelberg

Haelll 5x Reaktionspuffer USB, Cleveland

Hinfl 10x Reaktionspuffer MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Hefe-Extrakt Gibco BRL, Carlsbad

MgCl, Roche Diagnostics, Mannheim
Pepton Gibco BRL, Carlsbad

POP4 (4%iges performance optimized polymer) Applied Biosystems, Weiterstadt
Sorbitol Sigma-Aldrich, Deisenhofen
SYBR-Green | Roche Diagnostics, Mannheim
Tag DNA-Polymerase 10x Reaktionspuffer Promega, Mannheim

TaqStart Antikérper CLONTEC Laoboratories, Heidelberg
TagStart Verdinnungspuffer CLONTEC Laboratories, Heidelberg
TEMED Merck, Darmstadt

TSR (template suppression reagent) Applied Biosystems, Weiterstadt
Xylencyanol Serva, Heidelberg
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2.1.5 Enzyme

Tab. 2-5 Enzyme.

Enzym Hersteller

AmpliTag DNA-Polymerase, Stoffel-Fragment Applied Biosystems, Weiterstadt
Haelll USB, Cleveland

Hinfl MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Lysozym Serva, Heidelberg

Proteinase K Merck, Darmstadt

RNase A, DNase-frei QIAGEN, Hilden

Tag DNA-Polymerase Roche Diagnostics, Mannheim

2.1.6 DNA-Standards

Tab. 2-6 DNA-Standards.

DNA-Standard Hersteller
GeneScan-500-TAMRA Applied Biosystems, Weiterstadt
Humane genomische DNA Roche Diagnostics, Mannheim
pTR54xHinfl selbst; s. unten

Der Fragmentldngenstandard pTR54xHinfl wurde hergestellt wie beschrieben?®? durch voll-
sténdige Hinfl-Restriktionsspaltung des Plasmids pTR54. Der mit Auftragspuffer auf eine
Konzentration von 100 ng/ul eingestellte Standard beinhaltet die in Tab. 2-7 aufgefihrten
Fragmente:

Tab. 2-7 Léngenstandard pTR54xHinfl fir die Polyacrylamid-Gelelektrophorese (2.5.2).
Fragmentléngen (Bp) und Gewichtsmengen (ng) je Mikroliter.

Bp 1061 769 719 517 396 338 398 255 221 220 191 154 145 75
ng 197 148 134 96 74 63 55 47 41 41 35 29 27 14

Tab. 2-8 Léngenstandard GeneScan-500-TAMRA fir die Kapillarelektrophorese (2.5.4).

Nt 35 50 75 100 139 150 200 250° 300 340" 350 400 490 500

" Diese Fragmente werden bei der Langenberechnung nicht berticksichtigt, da sie ein abnormes Laufverhalten
aufweisen.
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2.2 Herkunft und Lagerung von Blut- und DNA-Proben

2.2.1 Blutproben

Alle in dieser Arbeit verwendeten Blutproben stammen von nicht miteinander verwandten
freiwilligen Probanden mitteleuropdisch-kaukasischen Typs. Das Blut wurde in 10ml-
Monovetten (Sarstedt, Nirnbrecht) als K-EDTA-Blut abgenommen. Aus vier Aliquots von je
200 ul wurde sofort die Lymphocyten-DNA isoliert (siehe 2.4.1), die restliche Blutmenge
wurde zur spéteren bedarfsgemaBen DNA-Isolation in 200ul-Aliquots bei -20 °C gelagert.

2.2.2 DNA-Proben von Zelllinien

Zellen der humanen Brustkrebs-Zelllinien MDA-468 (ATCC Nr. HTB-132), MCF-7 CI.18
(ATCC Nr. HTB-22) und SK-BR-3 (ATCC Nr. HTB-30) stammen von der American Type
Culture Collection (ATTC). Die schockgefrorenen und bei -70 °C in flissigem Stickstoff ge-
lagerten Zellproben wurden freundlicherweise von B. BRANDT, Munster, zur Verfigung ge-
stellt. Die DNA wurde wie in 2.4.1 beschrieben isoliert und bei -20 °C gelagert.

2.2.3 DNA-Proben von Tumorpatienten

Tumor- sowie zugehdrige Normalgewebe-Proben anonymisierter Patienten mit Blasentu-
moren wurden freundlicherweise zur Verfigung gestellt von J. SERTH, Medizinische Hoch-

schule Hannover. Die DNA wurde extrahiert wie unter 2.4.1 beschrieben und anschlie-
Bend bei -20 °C gelagert.

2.2.4 DNA-Proben von Poeciliidae-Spezies

Fische der Poeciliidae wurden bezogen vom lokalen Zierfischziichter (Girardinus falculatus;
G. metallicus; Heterandria formosa; Lebistes reticulatus; Priapella compressa; Xiphophorus
guentheri; X. variatus) sowie von F. ANDERS und A. ANDERS, Institut fir Genetik der Justus-
Liebig-Universitat GieBen (X. helleri catemaco; X. helleri; X. maculatus; X. variatus; Hybride
von X. helleri X X. maculatus, Gber mehr als 50 Generationen rickgekreuzt mit X. helleri).
Die DNA wurde wie in 2.4.1 beschrieben aus dem Gehirn der in Eiswasser andsthesierten
Fische isoliert und dann bis zum Gebrauch bei -20 °C gelagert. Die fir die Untersuchun-
gen verwendeten Fisch-DNA-Proben wurden freundlicherweise von J. MICHEL, Institut fir

Genetik der Justus-Liebig-Universitat Giefien, zur Verfigung gestellt.?®

Bei dem verwendeten Plasmid pXIR-2.5 handelt es sich um ein Derivat von pBluescript
Sk(+) mit einer Lange von 5786 Bp mit einem inserierten 2.5 kBp langen Xiphophorus-
Retrotransposon, das als XIR-2.5 bezeichnet wird. Das Plasmid wurde aus einer 500ml-
Ubernachtkultur eines transformierten E. coli Stamms HB 101 isoliert (siche 2.4.1). Die

Kapitel 2.2 Herkunft und Lagerung von Blut- und DNA-Proben



MATERIALIEN UND METHODEN 29

Plasmid-DNA wurde durch einen quantitativen Restriktionsverdau mit EcoRV linearisiert.
Die linearisierten Fragmente wurden mit dem QIAGEN PCR Purification Kit nach dem Pro-
tokoll des Herstellers aufgereinigt. Die Bakterienkultur wurde ebenfalls von J. MICHEL zur
Verfigung gestellt.?%3

2.2.5 DNA-Proben von Saccharomyces cerevisiae

Die DNA-Proben von S. cerevisiae wurden aus 3ml-Kulturen des unten aufgefihrten
Stammes gewonnen, der freundlicherweise von J.H. HEGEMANN, Insitut fir Mikrobiologie
der Heinrich Heine Universitat Disseldorf, fir diese Arbeit zur Verfigung gestellt wurde:

ura 3-52 GAL 2 trp 1-63 leu 2-Al his 3-A200
ura 3-52 GAL 2 + + +

#368 FY 1679, Genotyp a/«

Dazu wurden 3 ml autoklaviertes YPD-Medium mit einer Einzelkolonie angeimpft und Gber
Nacht bei 28 °C im Schittelwasserbad inkubiert, bis ein OD,y0-Wert von 10 erreicht war.
Die Isolation der DNA erfolgte wie in 2.4.1 beschrieben. Die isoliete DNA wurde bei
-20 °C gelagert.

YPD-Medium:

20.0 g/l Hefe-Extrakt
10.0 g/l Pepton
20.0 g/I Dextrose

2.3 Oligonukleotide

2.3.1 Planungskriterien fur Oligonukleotide

Zur Planung von Oligodesoxyribonukleotiden oder kurz Oligonukleotiden, die als PCR-
Primer dienen sollen, wurde das Programm Oligo 5.0 verwendet. Soweit keine speziellen
Sequenzvorgaben oder Einschrénkungen zu beachten sind, sollten die gewdhlten PCR-
Primer dabei

e keine selbst- oder paarweise komplementéren Sequenzen enthalten;

e weder im Plus- noch im Minus-Strang weitere exakte oder degenerierte Bindungs-
stellen in der Néhe der Ziel-Bindungsstelle im Templat besitzen (als Néhe ist der in
der Sequenzdatenbank hinterlegte Sequenzkontext definiert, welcher die Zielse-
quenz enthdlt);

e keine oberhalb von 40 °C stabilen stem-loop- oder hairpin-Strukturen ausbilden;

e 3’-terminal die geringste interne Stabilitdt (AG) aufweisen;

e paarweise vergleichbare Ty-Werte (55+0.5 °C) aufweisen;
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e ein PCR-Produkt einer Lénge von 100-300 Bp amplifizieren.

Die Primer zur Amplifikation von cDNA zum Transkriptnachweis sollten paarweise mindes-
tens in verschiedenen Exonen des betreffenden Gens lokalisiert sein, damit ein falschli-
cherweise direkt aus genomischer DNA amplifiziertes Fragment anhand seiner gréBeren
Lénge identifiziert werden kann.

Die Planung von Oligonukleotiden, die als Hybridisierungssonden dienen sollen, unterliegt
aufgrund des sehr eingeschrankten Sequenzraumes zwischen den Primerbindungsstellen
starken Limitationen. Die Sonden kénnen fdlschlicherweise nicht als Primer dienen, da sie
3’-terminal entweder mit Fluoreszein markiert oder phosphoryliert sind. Fir sie gelten ge-
nerell dhnliche Planungskriterien wie fur Primer; ihre T,-Werte sollten jedoch diejenigen
der Primer um ca. 5 K Ubersteigen.

2.3.2 Sequenzen und Bezeichnungen der verwendeten Primer

Nachfolgend sind alle in dieser Arbeit verwendeten Zielsequenzen und darauf hybridisie-
renden Primer in alphabetischer Reihenfolge aufgefihrt. Die Primer wurden von der Firma
MWG, Ebersberg, synthetisiert, die fluorophormarkierten Primer stammen von Applied Bio-
systems, Weiterstadt.

Tab. 2-9  Zielsequenzen fur die PCR-Amplifikationen. Soweit nicht anders angegeben, han-
delt es sich um Zielsequenzen im humanen Genom. Die Genbank-Eintrége bezeichnen
die Zugriffsnummern zu den Datenbankeintrégen (accession number) der Sequenzen in
der Gen-Datenbank ,Nucleotide” des National Center for Biotechnology Information
(www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Zielsequenz Genbank Bezeichnung / Genprodukt

BCR/ABL AJ131466 Fusionstranskript der Gene fir breakpoint cluster region /
Abelsontyrosinkinase

D1751818 AFM200zf4 Mikrosatellitenmarker

D175800 AFMa312zc9  Mikrosatellitenmarker

F7c J02933 Blutgerinnungsfaktor Vlic

HBB AF007546 Betaglobin

HER-2/neu M12036 Rezeptor fir den humanen epidermalen Wachstumsfaktror 2

IGF-1 M12659 Rezeptor fir den Insulinartigen Wachstumsfaktor 1

plé u12820 Tumorsuppressorgen pl6 (INK4A)

p53 X54156 Tumorsuppressorgen p53

PAI-1 J03836 Plasminogen-Aktivator Inhibitor 1

rps3 U34347 Ribosomales Protein S3 aus S. cerevisiae

XIR S77502 Retrotransposon XIR-2.5 aus X. maculatus

Xp53 U34751 Tumorsuppressorgen p53 aus X. maculatus
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Tab. 2-10 PCR-Primer. Bei Primemn beruhen, soweit nicht explizit vermerkt, auf eigener Planung.
Die fur die Primer angegebenen Positionen beziehen sich auf die Datenbankeintrége
(siehe Tab. 2-9). FAM: 5,6-Carboxyfluoreszein, HEX: 6-Carboxy-4,7,2',4',5',7'-
hexachlorofluoreszein, TET: 6-Carboxy-4,7,2’,7 -tetrachlorofluoreszein.

Zielsequenz Name Position nt  Primersequenz 5’ — 3’
BCR/ABL ber(2)! 124 19  ACGTTCCTGATCTCCTCTG
abl(1)’ 380 20 AGATGCTACTGGCCGCTGAA
D1751818 9a-TET? 17 23 TET-CATAGGTATGTTCAGAAATGTGA
Om+-2 138 25 GTTTCTTTGCCTACTGGAAACCAGA
D17S800 4a-HEX? 186 20 HEX-GGTCTCATCCATCAGGTTTT
4m+2 33 30 GTTTCTTATAGACTGTGTACTGGGCATTGA
F7c F7c-H1 77 20 GTCTGGAGGCTCTCTTCAAA
F7c-H1-FAM 77 20 FAM-GTCTGGAGGCTCTCTTCAAA
F7c-R1 195 20 AGAATTCCAAACCCCTAATG
F7c-R2 203 20 AATTCCAAACCCCTAGGATA
F7c-R3 230 20 GGCACCAACACTTCAAATAC
HBB PC033 143 20 ACACAACTGTGTTCACTAGC
PC043 233 20 CAACTTCATCCACGTTCACC
HER-2/neu HER-H1 12 20 TGGAGGCCACAAGGTAAACA
HER-H?2 967 21  GAACTGGTGTATGCAGATTGC
HER-R1 108 21  CCTACTCCATCCCAAGCCTAT
HER-R?2 1051 19  AGCAAGAGTCCCCATCCTA
IGF-1 IGF-H1 1135 16 AGCTCGGCATAGTCTT
IGF-H?2 1034 25 CCCAGGTACCCTTCTCCCAGAGTGG
IGF-R] 1241 17 CCAAGTGAGGGGTGTGA
IGF-R2 1139 21  GATGAGGCAAAGACTATGCCG
plé pl6-H 146 18 AAGCCATTGCGAGAACTT
pl6-R 253 18 CAGAGGGCAGAAAGAAAA
p53 p53-H 14674 19  TTCCTAGCACTGCCCAACA
p53-R 14779 20 GACTGGAAACTTTCCACTTG
QPCR-242 14513 21  CGGCGCACAGAGGAAGAGAAT
QPCR-2b? 14834 21 CAAATGCCCCAATTGCAGGTA
VNTR-1b2 8963 25 AAGAGCTGAGACTCCGTCTCAAAAT
VNTR-2-HEX? 9053 24 HEX-ACAAAACATCCCCTACCAAACAGC
PAI-1 PAI-H1 116 18 AGTCTGGACACGTAGGGG
PAI-H? 116 18 AGTCTGGACACGTAGGGA
PAI-H3 38 18 CACCACCCCACCCAGCAC
PAI-RT 232 18 CCAGCCACGTGATTGTCT
PAI-R2-FAM 142 20 FAM-GGCCGCCTCCGATGATACAC
rps3 RPS3-H1 1376 20 CCAACCAAGACCGAAGTTAT

Oligonukleotide
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Zielsequenz Name Position nt  Primersequenz 5’ — 3’
RPS3-H?2 1285 19  CGCTGACGGTGTCTTCTAC
RPS3-R1 1531 16 GACAGCGGACAAACCA
RPS3-R2 1646 20 CGGAAACAACAACTTCACAA

XIR-2.5 XIR-H*4 1517 20 TGCTCGCTGCTGGCTGAACG
XIR-R* 1739 20 TCGATGCGTCGAGGAGATAC

Xp53 xp53-H1 1010 19 CGGTGCTTCGAGGTCCGTG
xp53-H2 1198 19 GAGCGCTCCTGCTCCAGAT
xp53-R1 1377 19 CACAGATAACGATTACGGC
xp53-R2 1267 19 GAGAGTGTAAATCTCCTTG
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Fluoreszenzfarbstoffe der Hybridisierungssonden. A) 3'-(6-FAM)-CPG zur 3'-ter-
minalen Markierung, B) RED-640-N-Hydroxysuccinimidester zur 5’-terminalen Markie-
rung von Oligonukleotiden. C) Absorptions-/Emissionsspektren der fluorophormarkier-
ten Oligonukleotide. Die Spektren der 5 uM Lésungen der Hybridisierungssonden HBB-
D (FAM) und HBB-A (RED-640) in Tris/HCI, pH 8.5 bei 20°C, wurden aufgezeichnet
wie in 2.7 beschrieben.
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2.3.3 Sequenzen und Bezeichnungen der verwendeten
Hybridisierungssonden

In Tab. 2-11 sind alle in dieser Arbeit verwendeten Paare von Hybridisierungssonden in
alphabetischer Reihenfolge aufgefihrt. Die Sonden wurden von der Firma TIB Molbiol,
Berlin, synthetisiert. Die Donorsonden sind 3’-terminal mit Fluoreszein markiert, die Akzep-
torsonden tragen 5’-terminal den Fluoreszenzfarbstoff LightCycler RED-640 und sind 3'-
terminal phosphoryliert, damit sie von der DNA-Polymerase nicht verldngert werden kén-
nen. Die Strukturformeln der zur Markierung verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe sowie die
Absorptions- und Emissionsspektren der an Oligonukleotide gekoppelten Fluorophore sind
in Abb. 2-1 gezeigt. Das Absorptionsmaximum von FAM liegt bei ca. 485 nm, das Emis-
sionsmaximum bei 525 nm. RED-640 zeigt ein Absorptionsmaximum bei ca. 625 nm und
ein Emissionsmaximum bei 635 nm. Das Emissionsspekirum des ebenfalls vom LightCycler
(sieche 2.6.2) detektierbaren Farbstoffs RED-705 ist in Abb. 2-3 gezeigt.

Tab. 2-11 Hybridisierungssonden. Soweit nicht explizit vermerkt, beruhen die Sonden auf eige-
ner Planung. Die fir die Sonden angegebenen Positionen beziehen sich auf die Daten-
bankeintréige der Zielsequenzen (siehe Tab. 2-9). FAM: 5,6-Carboxyfluorescein, P: 3'-
terminales Phosphat, RED: LightCycler RED-640.

Zielsequenz Name Pos. nt Sondensequenz 5’ — 3’
BCR/ABL Lc(1)! 154 35 GCAGAGTGGAGGGAGAACATCCGGGAGCAGCAGAA-FAM
LC(2)! 190 26 RED-AAGTGTTTCAGAAGCTTCTCCCTGAC-P
HBB HBB-D? 168 35 CAAACAGACACCATGGTGCACCTGACTCCTGAGGA-FAM
HBB-A2 203 30 RED-GAAGTCTGCCGTTACTGCCCTGTGGGGCAA-P
HER-2/neu HER-D1 36 34 ACATCCCCCTCCTTGACTATGCAATTTTACTAGA-FAM
HER-AT 70 36 RED-GGATGTGGTGGGAAAACCATTATTTGATATTAAAAC-P
HER-D?2 992 29 GTATGCACCTGGGCTCTTTGCAGGTCTCT-FAM
HER-A2 1021 27 RED-CCGGAGCAAACCCCTATGTCCACAAGG-P
IGF-1 IGF-D 1174 33 ATGAGACAGTGCCCTAAAGGGACCAATCCAATG-FAM
IGF-A 1207 33 RED-CTGCCTGCCCCTCCATAGGTTCTAGGAAATGAG-P
plé p16-D 185 30 CGGTAGGGACGGCAAGAGAGGAGGGCGGGA-FAM
P16-A 215 34 RED-TGTGCCACACATCTTTGACCTCAGGTTTCTAACG-P
p53 P53-D 14707 34 CCCCAGCCAAAGAAGAAACCACTGGATGGAGAAT-FAM
P53-A 14742 35 RED-TTTCACCCTTCAGGTACTAAGTCTTGGGACCTCTT-E
' A. FReIST?%

2 C. WITTWER et al.2%
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2.4 DNA-Praparationsverfahren

2.4.1 Praparation genomischer DNA aus biologischem
Material

DNA aus biologischem Material (humane Blut- und Gewebeproben, E. coli, S. cerevisiae)
wurde unter Verwendung von QIAGEN Kits (QIAGEN, Hilden) nach dem Protokoll des
Herstellers durchgefihrt. Das Standard-Protokoll wurde stets um einen Inkubationsschritt
mit RNase A ergénzt.

Zur Isolation der DNA aus Blutproben wurde das QlAamp DNA Mini Kit ,Blood” verwen-
det, die DNA aus Gewebeproben wurde mit dem QIAamp DNA Mini Kit ,Tissue” isoliert.
Die Plasmidextraktion erfolgte mit dem QIAGEN Plasmid Maxi Kit.

Die Hefe-Zellen wurden zundachst in Sorbitol-Puffer (1 M Sobitol, 100 mM EDTA, 14 mM
2-Mercaptoethanol) Gberfihrt und die Zellwénde enzymatisch angedaut. Dazu wurden die
3ml-Kulturen zundchst 10 min bei 5000 g zentrifugiert. Das Pellet wurde anschlieBend in
600 ul Sorbitol-Puffer resuspendiert. Nach Zugabe von 200 U Zymolase wurde die Sus-
pension 30 min bei 30 °C inkubiert, dann erneut 5 min bei 5000 g zentrifugiert und das
Pellet in 180 ul ATL-Puffer des QlAamp Mini Kit ,Tissue” aufgenommen. Die weitere Pro-
zedur der DNA-Isolation erfolgte entsprechend der Isolation aus Gewebeproben mit dem
QlAamp DNA Mini Kit , Tissue”.

2.4.2 Isolierung von DNA-Fragmenten aus
Polyacrylamidgelen

Zur Préaparation von DNA-Fragmenten aus nicht-denaturierenden Polyacrylamidgelen (sie-
he 2.5.2) wurden die Banden auf einem UV-Transilluminator (siehe 2.5.3) mit einem steri-
len Skalpell méglichst exakt aus dem Gel ausgeschnitten. Die DNA wurde dann Gber
Nacht durch Inkubation der Gelsticke in dem 10- bis 20-fachen Volumen TE-Puffer aus
der Gelmatrix herausgelést. Die durch eine Sephadex-G-25-Gelfiltration mit einer NAP10-
Saule von Pharmacia Biotech, Freiburg nach Herstellerangaben entsalzte Lésung wurde
anschlieBend im Vakuum getrocknet und die DNA in Reinstwasser aufgenommen oder wie
in 2.4.3 beschrieben aufgereinigt.

2.4.3 Isolierung von DNA-Fragmenten aus wdssrigen
Losungen

Die Aufreinigung von PCR-Produkten aus den Reaktionsansétzen wurde unter Verwendung

des QlAquick PCR-Purification-Kit (QIAGEN, Hilden) nach dem Protokoll des Herstellers
durchgefihri.
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2.4.4 Praparative DNA-Restriktionsspaltung

Zur praparativen Restriktionsspaltung wurden 1-50 ug DNA 3 h bei 37 °C mit 5 U Restrik-
tionsenzym in einem Volumen von 50 ul des zugehérigen 1x Puffers des Herstellers inku-
biert. Die Restriktionsfragmente wurden anschlielend wie in 2.4.3 beschrieben aufgerei-
nigt.

2.5 DNA-Analyse

2.5.1 UV/VIS-Spekirophotometrie

Die DNA-Konzentrationen von wdssrigen Lésungen wurden UV-spekiroskopisch bestimmt.
Hierzu wurden Absorptionsspektren im Wellenldngenbereich von 220 - 320 nm gemessen
(Hitachi U3000 UV-VIS Spektrophotometer mit Suprasil-Quarzglas Mikro-Kivetten (Helma,
Mullheim/Baden)). Die Konzentrationsberechnung und Qualitétsabschétzung beruht auf
den unten angegebenen Werten fir Umrechnungsfaktoren und Stoffeigenschaften:2*7

L4 1 ODQéO =50 Mg CISDNA bZW 37 Mg SSDNA,
e 660 g/mol als mittleres M, fir ein Basenpaar;
e das Verhdéltnis OD,gy: ODygq einer reinen DNA-L&sung betragt 1.8-1.9.

Ein OD,, ist definiert als die Menge eines Oligonukleotids, die in einem Volumen von
1 ml bei einer Schichtdicke von T cm und einer Wellenléinge von 260 nm eine Extinktion
von 1 aufweist.

2.5.2 Polyacrylamidgel-Elektrophorese (PAGE)

15%iges Polyacrylumidgelz (5x)-AAP:
% (w/v)  Acrylamid 100 mM EDTA, pH 8.0
% (w/v) Bisacrylamid 25 % (w/v) Ficoll 400
O 08 % (w/v) APS 0.1 % (w/v) Bromphenolblau
% (v/v) TEMED 0.1 % (w/v) Xylencyanol FF
in  (1x)-TPE-Puffer
(1x)-TPE-Puffer:
80 mM Tris-Phosphat, pH 8.2
2 mM EDTA

Zur Analyse von PCR-Produkten wurden 15%ige Polyacrylamidgele im Format 10 x 10 x
0.1 cm (Laufstrecke x Breite x Dicke) verwendet. Die Auftrennung erfolgte in einer Vertika-
lelektrophorese-Apparatur bei konstanter Stromstérke von 40 mA in einem TPE-Puffer-
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system (Zusammensetzung der Gele und Puffer s. unten). Die Proben wurden vor dem Auf-
trag mit '/s Endvolumen (5x)-AAP vermischt. Bei dem verwendeten Probenkamm mit 18
Taschen reichen 1-2 ul dieser Mischung aus, um nach EtBr-Farbung des Gels deutliche
Produktbanden zu erhalten. Die EtBr-Farbung erfolgte in einer 1 ug/ml EtBr-Lésung, worin
das Gel ca. 10 min auf einem Rotationsschittler bewegt wurde. Anschlieflend erfolgte eine
ebenfalls ca. 10 min Entférbung in Reinstwasser.

2.5.3 Geldokumentation

EtBr-geférbte DNA-Fragmente in Polyacrylamidgelen wurden auf einem Transilluminator
unter Durchlicht bei 312 nm Gber ein Videodokumentationssystem dokumentiert. Die mit
einer CCD-Kamera aufgezeichneten Graustufenbilder wurden im TIFF-Format gespeichert
und kénnen anschlieBend mit entsprechender Software weiterverarbeitet werden. Die Auf-
bereitung der Bilddateien bestand in der Feinjustierung von Helligkeit, Kontrast und Gam-
ma sowie dem Zuschnitt oder der VergréBBerung der interessierenden Abschnitte. Die
Nachbearbeitung der Gelbilder wurde mit dem Programm Photoshop durchgefihrt.

2.5.4 Kapillarelekirophorese

Zur kapillarelektrophoretischen Analyse von Fragmentléngen und -mengen fluorophormar-
kierter Oligonukleotide wurde ein ABI Prism 310 Genetic Analyzer verwendet. Die Auftren-
nung der Fragmente erfolgte unter denaturierenden Bedingungen in einer mit flissigem, li-
nearem Polymer gefillten Kapillare im elekirischen Feld nach elektrokinetischer Injektion.
Das Gerdt besitzt einen 10mW-Argonionenlaser mit den Emissionswellenldngen 488 nm
und 514.5 nm zur Exzitation der die Anregungs-/ Detektionseinheit passierenden Fragmen-
te. Die Fluoreszenzintensitét wurde im Wellenlédngenbereich zwischen 525 und 650 nm
von einer CCD-Kamera aufgezeichnet und als Elektropherogramm mit der Auftragung der
Fluoreszenzintensitat gegen die Zeit (= Laufzeit der Fragmente bis zum Detektor) ausgege-
ben.

Jeweils 2 ul der mit Reinstwasser vorverdinnten Proben wurden zur Analyse zu 12 ul TSR
gegeben, 3 min bei 95 °C im Heizblock denaturiert und dann auf Eis abgeschreckt. Die
Vorverdinnung der Proben erfolgte so, dass die Fluoreszenzsignale im Messbereich der
Kapillarelektrophorese-Apparatur liegen (zwischen 100 und 8000 relativen Fluoreszenz-
Einheiten).

Die Proben wurden 5 s bei 15 kV elektrokinetisch injiziert und bei 15 kV und 60 °C in einer
47 cm x 50 um (Lange x Durchmesser) Kapillare aus unbeschichteter gesinterter Kieselsgu-
re aufgetrennt. Als Polymer wurde POP4 eingesetzt, das verwendete Laufmodul war ,GS
STR POP4 (1ml) C“. Die Laser-induzierten Fluoreszenz-Signale wurden unter Verwendung
der ABI Prism Collection Software aufgezeichnet und anschlieBend mit der ABI Prism Ge-
neScan Software ausgewertet.

Zur DNA-Fragmentlédngen-Bestimmung wurden 0.5 ul GeneScan-500 TAMRA als interner
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DNA-Fragmentléngenstandard zugegeben. Anhand der Fragmentlangen des Standards
(siehe Tab. 2-8) wurde von der Software eine Kalibrierkurve nach der ,local Southern me-
thod” erstellt: die Bestimmung der Proben-Fragmentléngen erfolgte hierbei anhand der In-
terpolation eines Polynoms zwischen den drei zum jeweiligen Probenfragment ndchsten
Standardfragmenten.

2.5.5 Schmelzkurvenanalyse

Zur Charakterisierung entstandener PCR-Produkte bei der RT-PCR mit SYBR-Green I-
Detektion sowie zur quantitativen Analyse der Produkte bei der kompetitiven RT-PCR mit

Detektion durch Hybridisierungssonden (siehe 3.4) wurden Schmelzkurvenanalysen auf
dem LightCycler (siehe 2.6.2) durchgefihrt.

Das Standard-Temperaturprofil zur Schmelzkurvenanalyse begann mit der Einstellung der
Temperatur auf 72 °C (fur SYBR-Green |) bzw. auf 55 °C (fir Hybridisierungssonden). An-
schlieBend wurde die Temperatur mit einem Gradienten von 0.2 K/s auf 95 °C erhoht,
wdhrend die Fluoreszenzsignale der Proben im Modus ,continuous” gemessen wurden.
Dabei wurden die Proben so oft sequenziell gemessen, bis die Zieltemperatur erreicht war.
Die Frequenz der Datenaufzeichnung je Probe hédngt bei diesem Modus von der Anzahl
der zu messenden Proben ab (die Messung einer Probe erfordert ca. 130 ms, siehe auch

2.6.2).

Die aufgezeichneten Daten wurden anschlieBend entweder mit der LightCycler Data Analy-
sis Software oder mit der selbst entwickelten Software (Algorithmus siehe 3.2) ausgewertet.
Die Temperaturwerte, bei welchen eine lokal maximale Signalabnahme auftritt, kennzeich-
nen die Schmelztemperatur (T),) des Produkts bzw. des Produkt/Sonden-Hybrids.

2.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

2.6.1 Aligemeine Hinweise zur Durchfuhrung

Bei der Durchfihrung von PCRs kénnen Probleme auftreten, die durch entsprechende
MafBnahmen vermieden werden kénnen. Besonders zu erwéhnen sind hier die Kontamina-
tion von Reaktionslésungen mit DNA-Templaten (z. B. PCR-Produkten, die bei der post-
PCR-Analyse in hohen Konzentrationen vorliegen) sowie die Entstehung unerwinschter
Nebenprodukte.

Die Wahrscheinlichkeit fir auftretende Kontaminationen ldsst sich minimieren, indem alle
Reaktionskomponenten méglichst fern von PCR-Arbeitsplétzen aliquotiert, gelagert und pi-
pettiert werden und die Arbeitsschritte vor und nach der PCR an réumlich getrennten Orten
und mit separaten Geréten (z. B. Pipetten) durchgefihrt werden.
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Die Entstehung von unerwinschten Nebenprodukten bei der PCR ist nicht nur bedingt
durch die Primersequenzen und -Konzentrationen sowie den Reaktionsbedingungen wah-
rend der PCR (Hybridisierungstemperatur, Mg®*-Konzentration, Polymerisationszeit; siehe
0), sondern auch von den Bedingungen wdhrend des Ansetzens des Reaktionsgemisches.
Hier ist darauf zu achten, dass alle Reagenzien eisgekihlt gemischt werden und als letzte
Komponente das Enzym hinzugegeben wird. Nach der Fertigstellung des Reaktionsgemi-
sches sollte die PCR unverziglich gestartet werden. Eine weitere Erhéhung der Spezifitét
der Reaktion lasst sich durch die Anwendung einer Hot-start-Technik erreichen, bei welcher
die Polymerase erst wéhrend der initialen Denaturierungsphase aktiviert oder zugegeben
wird. Die in Teilen dieser Arbeit verwendete Hot-start-Technik beruht auf der Inaktivierung
der Polymerase durch die Bindung eines Antikdrpers. Wéhrend der initialen Denaturierung
denaturiert auch der Antikérper und gibt die aktive Polymerase frei. In dieser Arbeit werden
Primersysteme nur dann fir Real-time-Quantifizierungen verwendet, wenn sie unter den
Standardreaktionsbedingungen (2.6.5) in der PCR keine Nebenprodukte bilden. Die Sys-
teme wurden wéhrend der Optimierungsphase im Anschluss an die PCRs anhand von
PAGE-Analysen (2.5.2) und Schmelzkurvenanalysen (2.5.5) auf die Abwesenheit von Ne-
benprodukten Uberprift.

Ein weiterer kritischer Punkt, insbesondere bei der quantitativen PCR mit externer Standar-
disierung, ist die Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit von Reaktionen. Eine grundle-
gende Voraussetzung fur eine gute Vergleichbarkeit von Reaktionen ist die méglichst iden-
tische Zusammensetzung der Reaktionsansédtze. Um pipettierbedingte Variationen in den
Konzentrationen der Reagenzien zwischen den zu vergleichenden Ansdtzen zu minimieren,
wurden bei allen Versuchen, wo immer méglich, die in allen Einzelreaktionen gleichen Be-
standteile in einem ,master-mix” gemeinsam pipettiert und anschlieBend in gleiche Volu-
mina aufgeteilt.

2.6.2 Apparatetechnik

Zur konventionellen PCR wurde das GeneAmp 2400 PCR-System mit 0.2ml-Reaktions-
geféBBen verwendet. Die Temperatursteuerung erfolgt bei diesem Gerdt Gber Peltier-
Elemente, die einen Aluminiumblock mit Vertiefungen fur die Reaktionsgeféfie temperieren.
Eine Kondensation von Wasserdampf am Deckel der Reaktionsgeféfie wird durch eine De-
ckelheizung verhindert.

Bei dem in dieser Arbeit verwendeten RT-PCR-Gerat handelt es sich um den urspringlich
von Idaho Technology (ldaho, USA) entwickelten LightCycler (sieche Abb. 2-2),229%2%¢ der
1999 von der Firma Boehringer Mannheim (jetzt Roche Diagnostics) Gbernommen und
weiterentwickelt wurde. Da dieses Gerdt verhéltnisméBig neu ist und die methodischen
Entwicklungen in dieser Arbeit speziell fir dieses Gerdt gemacht wurden, werden der Auf-
bau und die Funktion an dieser Stelle etwas ausfihrlicher erléutert.
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Lufteinlal ﬁ Glaskapillare

Heizspirale

@ _ ) J Proben-Karussell

i Proben- - Schrittmotor
) Kammer
Schrittmotor )
Ventilator —

NS
— T -:i:- =

Filter

Photo-Hybriden

LED
Fluorimeter

Abb. 2-2 Schema des LightCyclers. Die Symmetrieachse der Probenkammer befindet sich in

Abb. 2-3

rel. Emission

der Schnittebene. Einzelheiten zum Aufbau und die Erklérung der Funktionsweise sind
im Text gegeben. Abbildung veréndert gegentber dem Original aus dem LightCycler-
Benutzerhandbuch.

Kanal 1 Kanal 2 Kanal 3
530 % 20 nm 640 £ 30 nm 710 £ 40 nm
Fluoreszein Red 640 Red 705

L L] )
490 520 550 580 610 640 670 700 730 760 790 820 850

Wellenlange [nm]

Emissionsspekiren der im LightCycler verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe und
Detektionsbereiche der Kanéle. Die Detektionsbereiche sind farbig unterlegt. Sie
entsprechen der doppelten Halbbandbreite um den Bandpass der Interferenzfilter. Ver-
dndert aus dem LightCycler-Benutzerhandbuch.
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Das Gerdat ist im Wesentlichen eine Kombination aus einer temperierbaren Probenkammer
und einem Fluorimeter. Die Temperierung erfolgt durch einen Luftstrom der Umgebungs-
luft, welche durch eine Heizwendel von Raumtemperatur bis auf tber 100 °C aufgeheizt
werden kann. Der temperierte Luftstrom wird durch eine rotationssymmetrische Proben-
kammer geleitet, in welcher ein Ventilator fir zusétzliche Verwirbelungen und somit fir eine
gleichméBigere Temperaturverteilung sorgt.

Die Reaktionsansdtze mit einem Maximalvolumen von 20 ul befinden sich in Glaskapilla-
ren, welche in einem Proben-Karussell fixiert werden, das in die temperierte Probenkammer
eingesetzt wird. Das Proben-Karussell bietet Platz for bis zu 32 Glaskapillaren. Durch die
Kombination aus Luft als Temperierungsmedium mit geringer spezifischer Warmekapazitat
einerseits und einem zylindrischen Probenvolumen mit hohem Verhélnis von Oberfléche zu
Volumen andererseits sind Heiz- und Kihlraten der Proben von bis zu 20 K/s méglich, wo-
bei die Temperaturverteilung im gesamten Probenvolumen jederzeit sehr gleichmaBig ist.
Hierdurch kénnen sehr kurze Zykluszeiten fur die Amplifikation erreicht werden. Wéhrend
eine PCR mit 35 Amplifikationszyklen in herkémmlichen Gerdten mit Peltier-Element be-
stickten Aluminiumblécken (,Block-Cycler”) Gblicherweise mehrere Stunden dauert, ist sie
in einem LightCycler schon nach 15-30 min abgeschlossen. Dieses auch als rapid-cycle-
PCR bezeichnete Verfahren eignet sich sehr gut zur schnellen Optimierung und sukzessiven
Analyse verschiedener Reaktionen mit unterschiedlichen Temperaturprotokollen und kom-
pensiert den im Vergleich zu einem ,Block-Cycler” mit 96 Probenpldtzen geringeren Pro-
bendurchsatz pro Lauf fir Hochdurchsatz-Bestimmungen.

An einer Stelle im Boden der Probenkammer befindet sich das Linsensystem der Optik zur
Anregung und Detektion der Fluoreszenz in den Reaktionsansatzen. Das Anregungslicht mit
einer Wellenlénge von 470 nm wird von einer LED erzeugt und Uber das Linsensystem auf
die Kapillarenspitze fokussiert. Das im Inneren der Kapillare darauthin von den im Reakti-
onsgemisch enthaltenen Fluorophoren emittierte Fluoreszenzlicht wird zum gréBten Teil
durch Totalreflexion an den Glaswénden zur Kapillarenspitze zurickgeleitet und von ihr
wiederum auf das darunter befindliche Linsensystem fokussiert. Uber dichroitische Filter
wird es dann an Photohybrid-Detektoren weitergeleitet. Die optische Einheit enthalt drei In-
terferenzfilter fur Licht der Wellenldngen von 530, 640 und 710 nm, so dass eine simulta-
ne Detektion von drei verschiedenen Fluoreszenz-Farbstoffen mit entsprechenden Emissi-
onsmaxima méglich ist. Eine Ubersicht tber die Emissionsspektren der im LightCycler ver-
wendeten Fluoreszenzfarbstoffe sowie den durch die Filter bedingten Detektionsbereichem
(=Kanale) ist in Abb. 2-3 gegeben.

Da sich immer nur eine Glaskapillare Gber dem Linsensystem befinden kann, kénnen die
Proben nur sequenziell gemessen werden. Zur Messung einer Probe wird das Proben-
Karussell mit Hilfe eines Schrittmotors so gedreht, dass die Glaskapillare mit der zu mes-
senden Probe zentrisch Uber dem Linsensystem positioniert wird. Die Positionierung dauert
ca. 130 ms, der Messvorgang 20 ms, so dass zur sequenziellen Messung eines mit 32
Proben vollbesetzten Probenkarussells etwa 5's bendtigt werden. Die Fluoreszenz kann
entweder einmal pro Zyklus zu unterschiedlichen Zeitpunkten gemessen werden oder in
Form eines kontinuierlichen Messvorgangs, z. B. zum Aufnehmen einer Schmelzkurve.
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2.6.3 Reaktionskomponenten

Alle Reaktionskomponenten wurden in Aliquots fir 10-100 Reaktionen bei -20 °C gelagert
und zum Gebrauch auf Eis aufgetaut und pipettiert.

Bei der verwendeten thermostabilen Polymerase handelte es sich um die rekombinant in
E. coli produzierte Tag DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus oder das Stoffel-Fragment,
welches der Tag DNA-Polymerase ohne die endonukleolytische Doméne entspricht. Die
Enzyme lagen in einer Konzentration von 5 U/ul in 50 mM Tris/HCI, pH 7.5, 0.1 mM
EDTA, 5 mM DTT und 50 % Glycerin vor. Es wurde der vom Hersteller zusammen mit der
Polymerase gelieferte PCR-Puffer verwendet. Der (1x)-PCR-Puffer enthielt 10 mM Tris/HCI,
pH 8.3, 50 mM KCl sowie 1.5 mM MgCl,. Die Magnesium-Konzentration im Reaktionsan-
satz wurde durch Zugabe von MgCl,-Lésung so eingestellt, dass eine optimale Amplifikati-
onseffizienz bzw. ein optimaler Signalverlauf bei minimaler Nebenproduktbildung erreicht
wurde (siehe 0).

Als  2'-Desoxynukleosid-5’-triphosphat-Gemisch  (dNTP-Mix) wurde eine &quimolare
Stammlésung von je 20 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP eingesetzt. Der dNTP-Mix wurde
aus 100 mM Lésungen der Desoxyribonukleotide hergestellt.

Die in dieser Arbeit verwendeten und in 2.3.2 aufgefihrten Primer wurden mit Reinstwasser
auf eine Konzentration von 5 uM eingestellt und aliquotiert. Die Hybridisierungssonden
(siehe 0) wurden in Aliquots mit Konzentrationen von 2 uM und 4 uM in TE-Puffer, pH 8.0,
vom Hersteller bezogen.

Die SYBR-Green |-Stammlésung wurde 1:100 mit Reinstwasser verdinnt und aliquotiert
gelagert. Von diesen Verdinnungen wurden Arbeitslésungen mit einer Endverdiinnung von
1:1000 angesetzt, die direkt in die PCR-Reaktionen eingesetzt wurden.

2.6.4 Standardreaktionsbedingungen der konventionellen PCR

Soweit nicht anders angegeben, wurden die konventionellen PCRs unter den unten aufge-
fGhrten Bedingungen durchgefuhrt: Das Ansatzvolumen betrugt immer 25 ul. Fur préapara-
tive Produkt-Generierung wurden entsprechend gréflere Reaktionsansdtze hergestellt, zur
Amplifikation allerdings in Aliquots zu je 25 ul aufgeteilt. Das Standard-Temperaturpro-
gramm einer konventionellen PCR ist in Tab. 2-12 wiedergegeben.

Tab. 2-12 Standard-Temperaturprogramm einer konventionellen PCR

Programm Anzahl Wdh. Segment Nr. Temperatur [°C] Dauver [s]
1 Initiale Denaturierung 1 x 1 95 300
2 Amplifikation 35 x 1 95 30

2 55 30

3 72 60
3 Finale Extension 1 x 1 72 120
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Reaktionsansatz:

20-50 ng Templat-DNA
0.5 uM  Hin-Primer
0.5 uM Rick-Primer
200.0 uM  dNTP-Mix
0.5 U  DNA-Polymerase
in (1x)-PCR-Puffer (enthalt 1.5 mM MgCl,)

2.6.5 Standardreaktionsbedingungen der Real-time-PCR

Soweit nicht anders angegeben, wurden die RT-PCRs unter den im unten aufgefihrten Be-
dingungen durchgefihrt.

Reaktionsansatz mit Reaktionsansatz mit Hybridisierungssonden:
SYBR-Green |: 0-30 ng Templat-DNA
0-30 ng Templat-DNA 6.0 mM MgCl,
6.0 mM MgCl, 0.5 g/l BSA
0.5 g/l BSA 0.5 uM  Hin-Primer
0.5 uM  Hin-Primer 0.5 uM Rick-Primer
0.5 uM Rick-Primer 0.2 uM Donorsonde
200.0 uM  dNTP-Mix 0.4 uM Akzeptorsonde
1:30000 x SYBR-Green | 200.0 uM  dNTP-Mix
0.5 U  DNA-Polymerase 0.5 U  DNA-Polymerase
in (1x)-PCR-Puffer in (1x)-PCR-Puffer

Das Ansatzvolumen betrug 10 ul.

Das Standard-Temperaturprogramm einer RT-PCR ist in Tab. 2-13 wiedergegeben. Der
eingestellte Temperaturgradient betrug immer 20 K/s. Der Analyse-Modus des 1. Pro-
gramms war ,None”, der des 2. Programms war ,Quantification”. Der Zeitpunkt der Fluo-
reszenzmessung war fir SYBR-Green |-Detektion am Ende des Segments 3 von Programm
2 (nach der Polymerisation), fir die Detektion mit Hybridisierungssonden am Ende des
Segments 2 von Programm 2 (nach der Hybridisierung). Der eingestellte Messmodus war
,Single”, d. h. in jedem Zyklus wurde jeweils ein Messpunkt aufgezeichnet.

Tab. 2-13 Standard-Temperaturprogramm einer RT-PCR.

Programm Anzahl Wdh. Segment Nr. Temperatur [°C] Davuer [s]
1 Initiale Denaturierung 1 x 1 95 30
2 Amplifikation 50 x 1 95 0

2 55 5

3 72 10
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Dem Temperaturprogramm in Tab. 2-13 konnte sich fir die Schmelzkurvenanalyse nach
der Amplifikation ein dritter Programmpunkt ,Schmelzkurve” anschlieBen. Das Tempera-
turprofil dafir ist in 2.5.5 beschrieben. Der Analyse-Modus dieses Programms war ,Mel-
ting Curves”.

2.6.6 Hot-start-PCR

Zur Erhéhung der Spezifitat der Produktbildung wéhrend der PCR wurde in Teilen dieser
Arbeit eine Hot-start-Technik mit Antikdrpern gegen die Tag DNA-Polymerase verwendet.
Dazu wurde die DNA-Polymerase vor der Herstellung des PCR-Reaktionsgemisches Gber
einen Zeitraum von 5 min bei RT mit dem 27-fachen molaren Uberschuss an Antikérper im
Antikérper-Verdinnungspuffer des Herstellers (TagStart-Dilution Buffer) inkubiert. Die En-
zymkonzentration in diesem Gemisch betrug 0.5 U/ul. Dem PCR-Reaktionsansatz wurde
sodann die mit dem Antikérper prainkubierte Tag DNA-Polymerase zugesetzt.

2.6.7 Optimierungsstrategie

Die Parameter der PCRs wurden so optimiert, dass bei maximaler Spezifitét eine maglichst
hohe Effizienz der Amplifikation bzw. Signalbildung erreicht wurde. Der erste Schritt dieser
Strategie bestand in der Wahl geeigneter Primerpaare. Die Sequenzen der Primer wurde
mit Hilfe spezieller Software so gewdhlt, dass neben besonderen Sequenzvorgaben die in
2.3.1 genannten Planungskriterien erfillt waren. Je Zielsequenz wurden wenn méglich
mehrere miteinander kompatible Hin- und Rick-Primer gewdhlt und in allen Kombinati-
onsméglichkeiten unter Standard-Reaktionsbedingungen fir eine RT-PCR eingesetzt. Das
Primerpaar, welches bei maximaler Sperzifitdt die gréBten Produktmengen liefert bzw. die
grofite Amplifikationseffizienz aufweist, wurde weiterverwendet. Der néchste Schritt bestand
in der Optimierung der Mg?*-Konzentration. Hier wurden die Effizienz und Spezifitat der
Produktbildung des gewdhlten Primerpaares unter verschiedenen Magnesium-lonenkon-
zentrationen verglichen. Schlieflich wurde im letzten Schritt, sofern nétig, die Temperatur
for die Hybridisierung der Primer justiert. Bei den im LightCycler durchgefihrten rapid-
cycle-PCRs war es dariber hinaus méglich, die Bildung zu langer Produkte zu verhindern,
indem die Polymerisierungszeiten verkirzt wurden.

Enzym, Primer, dNTPs und Sonden wurden, soweit nicht anders angegeben, im Uberschuss
eingesetzt. lhre Konzentrationen wurden nicht optimiert. Eine Verringerung der Konzentrati-
onen, insbesondere von Enzym und Primer, fihrte schnell zu einer deutlichen Verschlechte-
rung der Effizienz, wohingegen eine (méfige) Konzentrationserhdhung keinen signifikanten
Einfluss auf die Reaktion zeigte.
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2.7 Fluoreszenzspekiroskopie

Fur die Aufzeichnung von Emissions- und Exzitationsspektren von Fluoreszenzfarbstoffen
und fluorophormarkierten Oligonukleotiden wurde das F-4500 Fluoreszenz-Spektrophoto-
meter mit Suprasil-Quarzglas Ultra-Mikro-Fluoreszenzkivetten (Helma, Millheim/Baden)
verwendet. Von den Rohdaten wurde mit Excel der gleitende Mittelwert zur Glattung be-
rechnet.

2.8 Programmierung

Die Entwicklung der Software erfolgte auf einem PC mit 1 GHz Pentium-Prozessor und
256 MB Arbeitsspeicher unter Windows 98 als Betriebssystem. Als Entwicklungsumgebung
wurde Borland Delphi, Version 6 (Standard Edition) verwendet.

Die Programmierung bestand in der objektorientierten Formulierung des Problems, der
Konzeption adéquater Objekte zur Datenverarbeitung und der visuellen Bediener-Schnitt-
stelle. Diese umfasste die Anwendungsfenster oder Formulare sowie die darin befindlichen
Ein- und Ausgabe-Komponenten. Die erstellten Objekte zur Datenverarbeitung beinhalten
Methoden zum Laden, Berechnen und Analysieren der Daten. Die zu ladenden Daten be-
fanden sich in den von der LightCycler Run Software generierten Messwert-Dateien in Form
von tabellarisch organisierten Textdaten im ASCII-Format (American standard code for in-
formation interchange). Pro Experiment werden von der LightCycler Run Software jeweils
drei Dateien generiert: (i) eine Informationsdatei mit Angaben iber Protokoll und Proben
(about file ,ABT), (ii) eine Messwertdatei mit Aufzeichnungen von Zeit, Zyklusnummer,
Temperatur und Fluoreszenzwerten (fluorescence-file, ,FLO”) sowie (iii) einer Referenzdatei
mit der Aufzeichnung einer kontinuierlichen Temperaturmessung wéhrend des gesamten
Experiments (temperature file, “TEM”). Zur Auswertung des Experiments wurden nur die
ABT- und die FLO-Dateien benétigt und geladen.

Die Gestaltung der Bedienerfihrung richtete sich nach der von IBM festgelegten CUA-
Norm (common user access), die Teil der SAA (system application architecture) ist. Dies be-
traf insbesondere die MenUstruktur, Tastaturbelegung, Dialogboxgestaltung sowie die
Funktionalitét der Maus.

2.9 Statistische Tests

Zur Prifung, ob zwei Stichproben Teil derselben Grundgesamtheit sind, wurde fir normal-
verteilte Werte der t-Test angewendet mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 0.05. Sind
die Werte der Stichproben jedoch nicht normalverteilt, liefert der t-Test keine sinnvollen Er-
gebnisse. Wenn die Verteilung der Werte innerhalb der Stichproben nicht bekannt ist, mus-
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sen sogenannte nicht-parametrische Tests angewendet werden, die keine Annahmen Uber
die Art der zu Grunde liegenden Verteilungen machen. War die Verteilungstunktion der
Werte unbekannt bzw. nicht-normal, wurde der pair-wise randomization test verwendet.?””
Dieser Test ist ein sehr einfaches nichtparametrisches Verfahren, welches keinerlei Annah-
men Uber die zu Grunde liegende Verteilungsfunktion macht.

Beim pair-wise randomization test wird die Wahrscheinlichkeit berechnet, mit welcher der
gemessene Unterschied der Mittelwerte eines Stichprobenpaares nur zuféllig ist. Sei 4 eine

Stichprobe vom Umfang ny, B eine Stichprobe vom Umfang nz und ‘Z—E‘ der beobach-

tete Unterschied der Mittelwerte. Die insgesamt n,+nz Messwerte beider Stichproben wer-
den zum Test als Grundgesamtheit aufgefasst. Daraus werden alle Kombinationen
( _ (nAJrnB)!

n=-——=

nyl - np!

) von Stichproben 4" und B’ des gleichen Umfangs wie die urspringlichen

Stichproben gebildet. Der Anteil der durch Neukombination gewonnenen Stichproben, de-
ren Unterschied in den Mittelwerten mindestens so grof} ist wie der Unterschied der Mittel-
werte der urspringlichen Stichproben, p, ist ein MaB fir die Wahrscheinlichkeit, mit wel-
cher der beobachtete Unterschied in den Mittelwerten nur zufdllig ist. Unterschiede wurden
als signifikant beurteilt, wenn p < 0.05 war. Der Rechenaufwand fir den Test steigt expo-
nentiell mit dem Stichprobenumfang. Der Test ist fir Stichprobenumfdnge von 10 bis 15
Werten noch gut anwendbar (mit n = 155-10° Permutationen fir ny = nz = 15). Bei gro-
eren Stichproben kann man einen représentativen Teil aller méglichen Permutationen
prifen.

Als einfacher Test zur Feststellung von Normalverteilung wurde folgendes Verfahren be-
nutzt: Die normierten Daten (= Anzahl Beobachtungen je Klasse geteilt durch die Gesamt-
zahl der Beobachtungen) werden in Form eines kumulativen Histogramms dargestellt. Von
diesen Daten wurde die Quantile der Standard-Normalverteilung berechnet (die Quantile
entspricht dem X-Wert, bei welchem die kumulierte Verteilungsfunktion den gegebenen
Funktionswert aufweist. Bei der Normalverteilung ist die Quantile von 0: —o0, von 0.5: £0
und von 1:+©). Die Quantilen wurde dann gegen die Werte der kumulierten Standard-
Normalverteilung der Klassengrenzen abgetragen. Dies entspricht im Prinzip der Abtragung
der kumulierten Héufigkeiten in einem Diagramm, dessen Werteachse die Skalierung einer
kumulativen Normalverteilung aufweist. Dadurch ergibt sich fir den Fall, dass die Werte
normalverteilt sind, eine Gerade. Ebenso wurden z. B. exponentielle Funktionen in Dia-
grammen mit logarithmischer Werteachse als Geraden abgebildet. Der Korrelationskoeffi-
zient der Regressionsgeraden durch diese Punkte gibt Aufschluss Gber die Wahrscheinlich-
keit, mit welcher die Werte normalverteilt sind.
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3 ERGEBNISSE SOWIE DEREN DISKUSSION

3.1 Charakterisierung von Real-time-PCR-Systemen

Die Grade des Falschen festzustellen und die Nothwendigkeit des Grundirrthums als der
Lebensbedingungen des vorstellenden Seins — Aufgabe der Wissenschaft.

Friedrich Nietzsche

Die RT-PCR erméglicht eine vergleichsweise einfach durchzufihrende Quantifizierung von
Nukleinsduresequenzen innerhalb grofier Konzentrationsbereiche. Die experimentell be-
stimmte Grofle, der C;-Wert, ist dabei proportional zum Logarithmus der Templatmenge
im Reaktionsansatz. Bei der Berechnung der Ergebnisse steht die fehlerbehaftete Gréfe
somit im Exponenten, was die erreichbare Prézision empfindlich beeinflusst. Es ist daher bei
RT-PCR-Experimenten nicht nur von Bedeutung, dass nur das spezifische Produkt entsteht,
sondern die Amplifikation auch mit reproduzierbar hoher Effizienz erfolgt und die Signal-
kurven ein hohes Signal-Rausch-Verhélinis aufweisen. In den folgenden Abschnitten wird
untersucht, welche Parameter die Qualitét der Signalkurven beeinflussen.

3.1.1 Signalverlauf wahrend der PCR

Die aufgezeichneten Signalkurven lassen sich augenscheinlich in 4 bis 5 Phasen unterteilen
(Abb. 3-1). Wahrend der ersten Zyklen ist das Signal deutlich gréBer als Null, nimmt aber
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Abb. 3-1 Signalverlauf wéhrend einer PCR. A) SYBR-Green 1-Detektion. Die Zielsequenz
RPS3 wurde aus 105 initialen Kopien genomischer DNA von S. saccharomyces amplifi-
ziert. B) Hybridisierungssonden-Detektion. Amplifiziert wurde die HBB-Zielsequenz aus-
gehend von 104 initialen Kopien humaner genomischer DNA. Abschnitte der Kurve:
® Basislinie, @ exponentielle Phase, ® Ubergang in die Plateauphase, @ Plateau-
phase, ® Depressionsphase.
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nicht exponentiell zu. Es folgt die Phase erkennbarer exponentieller Signalzunahme, eine
Phase abnehmender Effizienz als Ubergang in die Plateauphase und schlieBlich die Pla-
teauphase.

Bei Messungen mit sequenzspezifischen Sonden, nicht aber mit SYBR-Green 1, folgt
manchmal noch eine Depressionsphase, in welcher das Signal wieder abnimmt und sich
einem konstanten Grenzwert anndhert. Dieses Verhalten ist vermutlich bedingt durch die
relativ zur entstandenen Produktmenge geringen Sondenmenge im Ansatz. Durch die Mas-
senwirkung rehybridisieren die aufgeschmolzenen Produkistréinge schneller mit ihren Kom-
plementen als mit den Sondenpaaren. Bis die Produkineubildung in den folgenden Zyklen
schlieBlich auf Null zurickgeht, féllt die Signalintensitét ab. Das Ausmafl des spaten Sig-
nalabfalls ist abhéngig von der Zielsequenz, den Sondensequenzen sowie den Versuchs-
bedingungen.

Das wahrend der PCR aufgezeichnete Fluoreszenzsignal bzw. die daraus abgeleiteten Sig-
nalgréBen sind also nicht immer proportional zur Menge an PCR-Produkt. Bis einschlief-
lich der exponentiellen Phase ist diese Beziehung aber gultig. Die Signalhéhe in den der
exponentiellen Phase folgenden Zyklen kann allerdings nur sehr bedingt dazu verwendet
werden, die Menge entstandener PCR-Produkte abzuschétzen. Da die proportionale Bezie-
hung zwischen der Menge an PCR-Produkt und Signalintensitat wéhrend der exponentiel-
len Phase aber gegeben ist, hat die Produkirehybridisierung in den spéteren Zyklen der
PCR keinen Einfluss auf die Quantifizierung der initialen Templatmengen. Die Magnesium-
lonenkonzentrationen des Standard-Reaktionsansatzes fir die in dieser Arbeit durchgefihr-
ten RT-PCRs betragen 6 mM. Dies ist eine deutlich héhere Konzentration, als sie Ublicher-
weise in konventionellen PCRs eingesetzt wird. Zwar kann eine hohe Magnesium-
lonenkonzentration durch eine Erhdhung der Schmelztemperaturen die Sperzifitat der Pri-

merbindung erniedrigen, doch zeigt sich, dass sie einen positiven Einfluss auf die Signal-
kurven hat (siehe Abb. 3-2).
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Abb. 3-2 Signalverlauf wéhrend der PCR in Abhéngigkeit von der Magnesium-lonenkon-

zentration. Die Beispiele zeigen die Amplifikationskurven von p53-H/R bei unter-
schiedlichen Magnesium-Konzentrationen. Als Templat wurden 30 ng humane genomi-
sche DNA eingesetzt. A) SYBR-Green | Detektion. B) Detektion mit Hybridisierungsson-
den.
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Unabhéngig vom Detektionsformat kénnen in Abhéngigkeit von der Mg?*-Konzentration
insgesamt hdhere Signalintensitdten erreicht werden, wobei die exponentiellen Phasen mit
zunehmender Mg?*-Konzentration nach links verschoben sind, was auf eine héhere Ampli-
fikationseffizienz hinweist. Durch die héheren Signalintensitdten vergréfiern sich das Sig-
nal/Rausch-Verhélinis sowie der Bereich der erkennbaren exponentiellen Phase. Aus diesen
Grinden sind bei hdheren Magnesium-lonenkonzentrationen exaktere Quantifizierungen
méglich.

3.1.2 Einfluss fehlerhafter Ci-Bestimmungen auf die
Quantifizierung

Die Datenpunkte der exponentiellen Phase der Amplifikationskurven lassen sich verwen-
den, um die C;-Werte zu berechnen. Dazu missen die in diskreten Zeitintervallen aufge-
zeichneten Daten interpoliert werden, da der Schwellenwert in der Regel nicht exakt einer
gemessenen Signalhéhe entspricht und die Amplifikationskurven somit zwischen den Da-
tenpunkten schneidet. Abweichungen der Signalanteile von dem zur Produktmenge propor-
tionalen Wert beeinflussen diese Interpolation und damit die Lage der Ci-Werte. Da die
C;-Werte proportional zum Logarithmus der initialen Templatmenge sind (siehe Gl. 1.7),
gehen Fehler in der Bestimmung der C;-Werte exponentiell in die Berechnung der initialen
Templatmenge ein.

Die Groflenordnung des Einflusses in Abhdngigkeit verschiedener Parameter ist anhand
von Simulationen zur Berechnung von C;-Werten und initialen Templatmengen gezeigt
(Abb. 3-3). In diesen Simulationen wurden exponentielle Signalzunahmen Uber drei bis
sechs Zyklen geméf der angegebenen initialen Templatmenge und Amplifikationseffizienz
berechnet, wobei dem berechneten Signalwert ein normalverteilter Fehler mit der angege-
benen Streuung addiert wurde. Der Fehler ist hierbei unabhéngig von der Signalhéhe. Die
Cr-Werte wurden als Schnittpunkte der Regressionsgeraden durch die berechneten Punkte
mit dem angegebenen Schwellenwert berechnet. Die berechneten C;-Werte sind normal-
verteilt, so dass als Maf} fir den Fehler die Standardabweichung (SD) der ermittelten C;-
Werte und initialen Templatmengen herangezogen wurde.

Die Streuung der Ci-Werte (SD¢,) nimmt linear mit der Signalfehlerstreuung zu
(Abb. 3-3 A). Bei einer fur den LightCycler durchschnittlichen Signalfehlerstreuung von
20 % des Schwellenwertes (MW aus mehr als 100 Experimenten mit SYBR Green | und
Hybridisierungssonden; in der Simulation entspricht dies einem Parameterwert von f= 200
for die Fehlerfunktion), der sich am unteren Ende der exponentiellen Phase befindet, ist
SD¢, = 0.142 und die berechneten Templatmengen schwanken zwischen 70 % und
144 % des wahren Wertes. Die Verteilung der berechneten Templatmengen hat einen Va-
riationskoeffizient CV von ca. 10 % (siehe rote Markierung in Abb. 3-3). Héhere Schwel-
lenwerte verringern die Streuung der C;-Werte (Abb. 3-3 B), sofern die Signalfehlerstreu-
ung unabhdngig oder zumindest nicht exponentiell von der absoluten Signalintensitét ab-
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hangig ist. Ebenso verringern auch héhere Effizienzen die Werte tir SD¢, (Abb. 3-3 C),

wobei allerdings hier, bedingt durch den exponentiellen Zusammenhang von & und N,
(No=S-£7), CV mit steigender Effizienz trotzdem leicht zunimmt. Wéhrend CV bei einer Ef-

fizienz von 1.7 bei ca. 10 % liegt, steigt er bei einer Effizienz von 2.0 auf tber 11.6 % an.
Die Verwendung einer zunehmenden Anzahl von Datenpunkten fir die Regressionsanalyse

(n) bewirkt eine bessere Glattung bzw. Filterung der Signalfehlerstreuung und dadurch
auch eine Verringerung von SD¢, (Abb. 3-3 D).

Aus den Ergebnissen der Simulationen folgt, dass ein alleine durch das Signalrauschen
bedingter relativer Standardfehler in der Bestimmung der initialen Templatmengen bei der
Schwellenwertmethode von etwa 10 % fir das LightCycler-System nicht unterschritten wer-
den kann. Abgesehen vom gerétebedingten Signalrauschen, worauf der Experimentator in
der Regel keinen Einfluss hat, ist die Lage des Schwellenwertes der Parameter mit dem
grofiten Einfluss auf den Standardfehler. Je héher der Schwellenwert gewdhlt wird, desto
geringer ist der Einfluss des statistischen Signalrauschens auf das Ergebnis. Da die Starke
des Signalrauschens tatséchlich jedoch leicht mit der absoluten Signalintensitét zunimmt,
ist zu vermuten, dass dieser Effekt bei realen Messungen geringer ist. Bei realen Messun-
gen ist die Lage des Schwellenwerts zudem nach oben hin durch die Ubergénge der Sig-
nalkurven in die Plateauphasen beschrénkt und muss aufgrund deren Existenz sogar mog-
lichst niedrig gewdhlt werden, wie in 3.1.3 noch gezeigt wird. Eine gréfere Effizienz be-
wirkt eine geringere Streuung der C;-Werte, weil die log-linearen Abschnitte der Signalkur-
ven steiler sind. Gleichzeitig wird aber die Steigung der Kalibriergeraden (Gl. 1.7) flacher,
so dass kleinere Abweichungen der C;-Werte gréfiere Abweichungen der berechneten ini-
tialen Templatmengen zur Folge haben. Dies bewirkt letztlich eine Zunahme der Streuung
der berechneten initialen Templatmengen (CV) bei zunehmender Effizienz, die im Rahmen
praktisch erreichter Effizienzen (1.7-2.0) jedoch vernachléssigbar gering ist (von 10 % auf
11.6 %).

3.1.3 Einfluss der Plateauphase auf die Quantifizierung

Betrachtet man die frihe, exponentielle Phase der PCR, so lasst sich die Produktentwick-

lung unter Vernachl@ssigung limitierender Faktoren nach Gleichung Gl. 1.4 durch eine

Exponentialfunktion beschreiben, woraus sich die lineare Abhdngigkeit zwischen dem Lo-

garithmus der initialen Templatkopienzahl Ny, und dem Schwellenwertzyklus Cr ableiten

lasst (siehe Gl. 1.7). Tatsdchlich handelt es sich bei der Produktzunahme jedoch um be-

grenzt exponentielles Wachstum, was sich durch die folgende Gleichung beschreiben lasst:
N, -&°

N =——"—— Gl. 3.1
1+ Ny-&"

Die zugehérige Kurve steigt initial exponentiell an (mit ¢ als Effizienzparameter), durchlauft
einen Wendepunkt und néhert sich fir groe Zyklenzahlen ¢ einem Plateauwert. Der Pa-
rameter m bestimmt hier die Lage des Wendepunktes der sigmoiden Kurve. Der Plateau-
wert P ergibt sich unter den Annahmen Ny > 0 und &> 1 durch
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Streuung der C;-Werte in Abhdngigkeit von verschiedenen Parametern. Gezeigt

sind die SD der C;-Werte [in Zyklen] (n = 1000). Die C;-Werte wurden anhand simu-
lierter, exponentieller Signalkurven berechnet. Die Werte der Datenpunkte dieser Kurven
sind berechnet nach der Formel y; = Ny'é + err(f), wobei i die Zyklusnummer be-
zeichnet und die Funktion err einen normalverteilten Zufallswert mit einem MW von Null
und einer SD von f zuriickgibt.?'® Die Parameter sind, sofern nicht anders angegeben:
Initiale Templatmenge Ny = 1000, Effizienz & = 2.0, Signalstreuung /= 200, Schwel-
lenwert S = 1000, Anzahl der Datenpunkte fir die Regressionsanalyse = 3. Diese Wer-
te gelten immer fir den weil markierten Wert () in den Diagrammen. Fir die Regres-
sionsanalyse wurden die logarithmierten Signalwerte log(y;) verwendet. Anhand der Pa-
rameter der Regressionsgeraden (Steigung m und Achsenabschnitt b) sind die C;-Werte
berechnet als Cr = (log(S) — b)'m™ (vom Schnittpunkt der Graden mit dem Schwellen-
wert mCr+ b = log(S), aufgeldst nach Cy). Die initialen Templatmengen sind berech-
net durch S-&°T (aus y; = Ny-&' folgt bei i=Cy: y;=S. Damit ist S = Ny 7. Aufgelost
nach N ergibt sich Ny = S-&7). Die Generierung der Datenpunkte mit anschlieBender
Berechnung der C;-Werte wurde je Parametersatz 1000mal wiederholt, wobei folgende
Parameter variiert wurden: A) Fehlerstreuung ( f), B) Schwellenwert (S), C) Effizienz (g),
D) Anzahl zur Anpassung verwendeter Datenpunkte (n).

Charakterisierung von Real-time-PCR-Systemen Kapitel 3.1



52 ERGEBNISSE SOWIE DEREN DISKUSSION

P=lim—0o°% =" Gl. 3.2

Fur den Parameter m folgt damit in Abhéngigkeit eines gegebenen Plateauwertes die Be-

ziehung mzlog(P)-(log(f;))q. Eingesetzt in Gl. 3.1 ergibt sich nach Vereinfachung

N, _PNo-& Gl. 3.3

P+N,-&
Mit einer zur Produktimenge N proportionalen Signalintensitdt S (S = p-N), wie es z. B. fir
die Verwendung eines hohen Uberschusses an SYBR-Green | als Farbstoff gegeben ist,
folgt fur den Schwellenwertzyklus ¢ = Cr

CT
L, - BNoe” Gl. 3.4
p ' P+N,-&7

Aufgeldst nach dem Schwellenwertzyklus ergibt sich daraus

P-p-S¢
1 log( P_SC’)
C,=- log(N,)———= Gl. 3.5
! log(g) og( O) loge
Mit m=—(10g(8))7]und b=m-log(P;;fC’) ergibt sich wiederum die einfache Gera-

dengleichung (vgl. Gl. 1.7), wobei hier der Achsenabschnitt b allerdings vom nicht not-
wendigerweise fur alle Proben gleichen Plateauwert P abhéngt. Formuliert man den Loga-
rithmus des Parameters b als Summe

b=m-(log(p-P—S)—log(S)—log(P))

so erkennt man an diesem Ausdruck, dass sich der Term log(p-P—S) for p-P> S (bzw.

for § — 0; ein im Vergleich zum Plateauwert sehr niedriger Schwellenwert, der zur Bestim-
mung der Cr-Werte dient) néherungsweise durch log(p-P) bzw. log(p)+log(P) be-

schreiben ldsst, womit sich b zu log(p)—1log(S) vereinfacht. Unter der Voraussetzung,

dass der Schwellenwert zur C;-Wert-Bestimmung deutlich niedriger ist als der Plateauwert,
kann der Einfluss des Plateauwertes auf den C;-Wert bei begrenzt exponentiellem Wachs-
tum vernachléssigt werden und somit die Konzentrationsbestimmung nach der Schwellen-
wertmethode erfolgen. Ein Beispiel fir die quantitative Auswirkung unterschiedlicher Pla-
teauwerte auf die C;-Werte ist in Abb. 3-4 dargestellt.

Bei Ublichen Parameterwerten und einer Variation der Plateauwerte um einen Faktor 2 liegt
die dadurch bedingte Variation der Ci-Werte in einer Gréflenordung von < 0.1 Zyklen,
was eine Fehlbestimmung von maximal 2°'-1 ~ 0.07 bzw. 7 % zur Folge hat.

Kapitel 3.1 Charakterisierung von Real-time-PCR-Systemen



ERGEBNISSE SOWIE DEREN DISKUSSION 53

B)

2

2.5 0.10
0.105 - O— s=10": =18
2.0 - 2 .08 —O0— §=510"% ;=18
P 0.100 é —— §=10"; =20
S 154 £ 0.06 -
x 0.095 +—4 2
-_— (]
© 27.25 27.75 S
E) 1.0 4 = 0.04
® 2
0.5 4 6'— 0.02 4
0.0 —— 0.00 +—7/—->—"v—"T—T—T—1
0 10 20 30 40 50 1 1.5 2
Zyklus Plateauwert (x10"")

Abb. 3-4 Auswirkung unterschiedlicher Plateauwerte auf die C;-Werte. A) Berechnete
Amplifikationskurven. Funktion siehe Gl. 3.3 mit Ny = 10°K; ¢=1.8; P = 2-10"" K;
Schwellenwert § = 10'° K (horizontale Linie). Die Ausschnittsvergrofierung zeigt den In-
tersektionsabschnitt des Schwellenwerts. B) Relative Lage des Ci-Werts in Abhéngigkeit
des Plateauwerts bei unterschiedlichen Schwellenwerten und Effizienzen. Die Verschie-
bung bezieht sich auf den C;-Wert der Kurve mit einem Plateauwert von 2-10'"" K. Be-

rechnung der Ci-Werte nach Gl. 3.5. Die blaue Kurve (-{1-) représentiert die Daten aus
A).

Fur die Verwendung von Hybridisierungssonden kann das Modell um das Massenwir-
kungsgesetz erweitert werden. In diesem Fall ist das Signal im Zyklus ¢ proportional zu dem
im Ansatz befindlichen Komplex Q. aus Sonde und Produkt. Mit F als der Gesamtmenge
der im Ansatz befindlichen Sonde, F’ der freien Sonde, N.” dem freien Produkts im Zyklus ¢
und K als Gleichgewichtskonstante fir die Komplexbildung folgt aus dem Massenwir-
kungsgesetz fur N,"+F'= Q. die Beziehung

k=92 Gl. 3.6
v

Nach Substitution der Nebenbedingungen (F = F'+Q. und N. = N, +Q,) ergibt sich

_ O,
K_(F—Qc)-(NC—QC) Gl. 3.7

Fur Q. folgt aus GI. 3.7

QE:%-(K+F+NC—\/(K+F+NE)2—4-F-NC Gl. 3.8

wobei sich N. bei begrenzter exponentieller Produktzunahme aus GI. 3.1 ergibt.
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Setzt man analog zum oben beschriebenen Verfahren (vergleiche Gl. 3.3) als Signalwert
den Schwellenwert ein (S, =p-Q. mit p als Proportionalitatsfaktor) und I6st die Glei-

chung nach dem Schwellenwertzyklus C7 auf, erhélt man

[SCT2+F-P~p2—SCT-p-(K+F+P)J

0g

P-S. \p-K+p-F-S§

CT=—10] -log(N, ) - o ( CT) Gl. 3.9
g loge

Als Parameter der Kalibriergeraden ergeben sich hieraus

- S 2+F.-P-p>—-S. .p(K+F+P
m:_(log(é‘)) ] Und b:m.log Cr + p e p ( + + )
P'SCT '(p'K+p~F—SCT)

Auch hier ist der Parameter b wieder vom Plateauwert abhéngig. Unter der Voraussetzung,
dass der Schwellenwert sehr viel kleiner ist als der Plateauwert, kann diese Abhéngigkeit
jedoch vernachldssigt werden. Zum Nachweis setze man P=r-S. , um das Plateausignal

als Vielfaches des Schwellenwertsignals zu beschreiben und l6se den Grenzwert des Argu-
ments des Logarithmus fir r gegen unendlich:

. {SCT (s, +r-p2-F—p-(K+F+r-SCT))] r(p?-F=p-S.,)+S., —p-(K+F)
lim =

r—m

rS,”(p-K+p-F-5.)

lim

r—ow

r(p’F-p-S,) . Se-p(K+F) -
rSe (pK+pF-5,) rSe(pK+pF-5,))

(P> F-p-S;) _ (1] S, —p-(K+F) p2-F—p-S,
+lim| — |- = L
S, (p-K+p-F=S.,) ==\r) S (p-K+p-F=S.) S -(p-K+pF-5.)

Der Plateauwert ist nach der Grenzwertbildung nicht mehr Teil des Arguments, womit der
Ci-Wert formell nur noch von den Konstanten p, F und K sowie vom Schwellenwert
Sc, abhdngt.

3.1.4 Einfluss hochschmelzender Regionen genomischer
Zielsequenzen

Wahrend Plateauwert-bedingte Abweichungen der C;-Werte vernachléssigbar sind (siehe
3.1.2), haben Schwankungen der Amplifikationseffizienzen einen sehr grofien Einfluss auf
den C;-Wert. Derartige Schwankungen auf die Effizienz kénnen statistischer Natur sein, die
sich insbesondere bei sehr geringen initialen Templatmengen bemerkbar machen, oder
durch UnregelméBigkeiten in den Reaktionsbedingungen bedingt sein. Durch eine mag-

Kapitel 3.1 Charakterisierung von Real-time-PCR-Systemen



ERGEBNISSE SOWIE DEREN DISKUSSION 55

lichst gute Gleichbehandlung aller Reaktionsansétze und die Verwendung von master-
Reaktionsansétzen wo immer maglich (vgl. 2.6.1), kénnen derartige UnregelmaBigkeiten
auf ein Minimum begrenzt werden. Es gibt jedoch einen wichtigen Parameter, auf den der
Experimentator keinen Einfluss hat: die Temperaturhomogenitét im PCR-Geréit.

Uber die Temperatur werden bei der PCR die Denaturierung, Primer/Templat-Hybridisie-
rung und Polymerisierung gesteuert. Besonders bei rapid-cycle-PCRs kann sich eine mode-
rate Abweichung der Temperatur bei jedem dieser Schritte merklich auf die Effizienz und
damit auf die C;-Werte auswirken. Wéhrend die Temperaturen fir Hybridisierung und Po-
lymerisierung gut an die jeweiligen Erfordernisse angepasst werden kénnen, ist der Wahl
for die Denaturierungstemperatur eine obere Grenze gesetzt. Zwar denaturiert hochmole-
kulare DNA im Mittel zwischen 90-95 °C, dennoch gibt es stabile, G:C-reiche Inseln im

A) 2.0 B) 2.0
0.55
1.5 4 1.5 1
0.50
E E
o 10190 . 2 101,
”n 24 25 26 27 28 p53 »
0.5 0.5
Schwellenwert
0.0 4 T T T T T T 0.0 -
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Zyklus Zyklus

Abb. 3-5 Amplifikationskurven von Mehrfachansétzen und resultierende Verteilungen der
C:-Werte. Je ein mit 32 identischen PCR-Ansdtzen mit 3 ng humaner genomischer
DNA als Templat bestiicktes Probenkarussell wurde dem Standardtemperaturprotokoll
im LightCycler unterzogen. Die Detektion erfolgte mit Hybridisierungssonden. Die auf-
getragenen Signalwerte sind das Verhélinis von Kanal 1 zu Kanal 2. Die Ausschnittsver-
gréBerungen zeigen die Signalkurven im Bereich um die C-Werte. A) Zielsequenz p53.
Mittlerer C-Wert: 25.7 = 0.07. B) Zielsequenz p16. Mittlerer C-Wert: 26.4 = 0.55.

2 — HER-2 Abb. 3-6 C;-Werte in Abhangigkeit von der
e p53 Position der Kapillare im Light-
28 4 16 Cycler Probenkarussell. Durchfih-
£ P rung und Auswertung sind der Le-
2 27 - gende von Abb. 3-5 zu entnehmen.
9 | Fur die HER-2-Zielsequenz wurden
26 die Primer HER-H1/R1 und die Son-
den HER-D1/A1 verwendet.
25 T T T T T T T

0 4 8 12 16 20 24 28 32
Kapillarposition
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Genom, die auch bei 95°C nicht vollsténdig aufschmelzen. Nach dem Abkihlen auf die
Hybridisierungstemperatur kénnen die nur partiell aufgeschmolzenen Templatstrénge sehr
schnell rehybridisieren und so eine Anlagerung der Primer behindern. Eine geringfigig
niedrigere Temperatur kann sich hier sehr stark auswirken. Denaturierungstemperaturen
oberhalb von 95 °C sind hingegen kritisch, da bei diesen Temperaturen zum einen die
Halbwertszeit der meist verwendeten thermostabilen Tag DNA-Polymerasen Uberproportio-
nal stark abnimmt.

Temperaturinhomogenitdten im PCR-Gerdt haben also besonders grofien Einfluss auf die
Effizienzen wdahrend der Denaturierung in den ersten Zyklen der PCR, wo die Menge
hochmolekularen Templats noch signifikant ist im Vergleich zur Menge an PCR-Produkten,
wenn sich die Primerbindungsstellen in der Néhe von hochschmelzenden Regionen befin-
den. Dieser Einfluss wird im Folgenden gezeigt und quantitativ untersucht. In Mehrfachan-
sdtzen erwartet man identische C;-Werte fir alle Reaktionsansétze, was in vielen Féllen
auch beobachtet wird (Abb. 3-5 A). Manche Primerkombinationen (p16-H/R, HER-
H1/R1) zeigen jedoch unter sonst gleichen Reaktionsbedingungen im selben PCR-Gerat
sehr grofie Schwankungen der C;-Werte (Abb. 3-5 B).

Die Verteilung der C;-Werte ist hierbei jedoch nicht zuféllig bzw. normalverteilt. Sie zeigt
bei anfdlligen Zielsequenzen eine deutliche Abhéngigkeit von der Position des Reaktions-

ansatzes im PCR-Gerét (Abb. 3-6).

Die gegen die Kapillarposition im LightCycler aufgetragenen C;-Werte zeigen einen sinu-
soidalen Verlauf als impliziter Hinweis auf die rotationssymmetrische Anordnung der Kapil-
laren. Diese typische Abhdéngigkeit der C;-Werte von der Kapillarposition wurde fir diese
Primerkombinationen an drei von insgesamt sieben unterschiedlichen getesteten LightCyc-
ler-Gerdten an verschiedenen Orten beobachtet. Die Phase und Amplitude dieser Vertei-
lung wurde hinsichtlich des Einflusses verschiedener Parameter untersucht (Abb. 3-7).

Das Phénomen ist dabei unabhéngig von der Quelle der DNA, die von unterschiedlichen
Personen und Isolierungen stammte, dem Detektionsformat (SYBR-Green | oder Hybridisie-
rungssonden), der Hybridisierungszeit (Abb. 3-7 A) und -temperatur (Abb. 3-7 B), der
Denaturierungszeit (O's, 5s und 10 s bei 95 °C) sowie der unmittelbaren Primersequenz,
wie die vergleichende Untersuchung verschiedener Primerpaare zeigte, deren Bindungsstel-
len sich alle in der unmittelbaren Néhe des HER-H1/R2-Primerpaares befinden. Eine Erhé-
hung der Denaturierungstemperatur verringert die Amplitude der positionsabhéngigen
Schwankungen der C;-Werte (Abb. 3-7 C). Die Schwankungen treten nicht auf, wenn staft
humaner genomischer DNA aufgereinigtes PCR-Produkt oder mit einem Restriktionsenzym
in der Nahe der Amplikonsequenz gespaltene genomische DNA als Templat verwendet
wird (Abb. 3-7 D). Die Streuung der C;-Werte bei der HER-2-Zielsequenz tritt fir ein wei-
teres, Primerpaar, HER-2-H2/R2 mit den Sonden HER-2-D2/A2, nicht auf. Die Bindungs-
stellen dieses Primerpaares liegen etwa 1 kBp weiter im Gen.

Anhand der Amplitude der sinusoidalen Schwankungen der C;-Werte (ca. 1.5 Zyklen bei
einer Denaturierungstemperatur von 95 °C, siehe Abb. 3-6 C) und der Abhdngigkeit der
mittleren C;-Werte von der Denaturierungstemperatur (ca. -0.5 Zyklen/K, siehe Abb. 3-8)
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Abb. 3-7 C;-Werte in Abhdngigkeit von der Kapillarposition im LightCycler. Die C;-Werte

for die pl6-Zielsequenz wurden ermittelt wie in Abb. 3-6 beschrieben. Einfluss von A)
Hybridisierungsdauer, B) Hybridisierungstemperatur, C) Denaturierungstemperatur und
D) der Zielsequenz benachbarter genomischer Bereiche. Das 298 Bp lange Haelll-
Restriktionsfragment genomischer DNA enthdlt die p16-Zielsequenz.
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lasst sich abschatzen, dass die maximale Temperaturdifferenz in der Probenkammer ca.
+1.5 K betrégt, was gut Gbereinstimmt mit den vom Hersteller angegebenen technischen
Sperzifikationen des LightCyclers, der eine Temperaturprézision von 1.0 K bei 95 °C nennt
(LightCycler Benutzerhandbuch, Version 1.2).

Bei einer Amplifikationseffizienz von 1.9 betrégt der relative Fehler in der Quantifizierung
for die hier gezeigten Beispiele 1.91.5 - 1 ~ 1.62 bzw. 162 %. Dieser Fehler lésst sich aus
der Kalibriergeraden oder aus der Streuung der C;-Werte von Mehrfachansatzen mit
n < 15 nur sehr bedingt ableiten. So ist in den gezeigten Beispielen etwa die Streuung der
C;-Werte fur die Proben in den ersten 10 Kapillarpositionen bei allen Zielsequenzen und
unter allen Versuchsbedingungen vergleichbar (siehe Abb. 3-6 C, Abb. 3-7 und
Abb. 3-8).

In der Summe zeigen die Ergebnisse, dass Temperaturschwankungen wéhrend der Denatu-
rierung hochmolekularer Template in den ersten Zyklen der PCR einen entscheidenden Ein-
fluss auf die Lage der C-Werte und damit auf die Ergebnisse von Quantifizierungen haben
kénnen. Die Zielsequenzen der Primer (p16-H/R und HER-H1/R1), welche fir derartige
Schwankungen bzw. Inhomogenitaten anféllig waren, zeigen in ihrer Néhe auf den geno-
mischen Templaten hochschmelzende Regionen.

Mit der Software Melt94 wurden fir beide anfélligen Zielsequenzen in etwa 100 Bp Entfer-
nung von den Primerbindungsstellen Regionen identifiziert, deren berechnete Schmelztem-
peratur 10-15 K h&her war, als die der Ubrigen Sequenz. Fir die getfesteten nicht-
anfélligen Zielsequenzen (p53, HBB, IGF-1) sowie die genomische Region um die Bin-
dungsstellen der Primer HER-2-H2/R2 konnten in einer Entfernung bis 500 Bp von den
Primerbindungsstellen keine hochschmelzenden Regionen identifiziert werden.

Der mégliche Fehler bei der Quantifizierung anfélliger Zielsequenzen kann minimiert wer-
den, indem die genomische Templat-DNA vor der PCR fir einige Minuten im Wasserbad
gekocht wird, um sie initial méglichst vollstdndig zu denaturieren. Eine Verbesserung der
Prézision ergibt sich auch, wenn sich die Kapillaren nicht wéhrend der gesamten Denatu-
rierungszeit am selben Ort im LightCycler befinden, sondern durch die Probenkammer be-
wegt werden. Dies kann bei LightCycler-Geréten aktueller Baureihen durch eine kontinu-
ierliche Rotation des Probenkarussells erreicht werden.

23 Abb. 3-8 Mittlere C;-Werte in Abhdangigkeit
von der Denaturierungstemperatur

22 4 in den initialen Zyklen. Ausgewertet

c 21: wurden die C;-Werte der ersten 10
K ] Kapillarpositionen wie in Abb. 3-6 be-
5 20 schrieben (MW+SD) von 6 Experimen-
—o—p53 ten mit der jeweils angegebenen De-

194 —=—p16 naturierungstemperatur in den ersten

10 Zyklen des Experiments. In den fol-
genden Zyklen betrug die Denaturie-
rungstemperatur immer 95 °C. Die
Denaturierungstemperatur [°C] Templatmenge betrug hier 30 ng je
Reaktionsansatz.

18 1) L) L) L) L) L)
92 93 94 95 96 97 98 99
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3.1.5 Einfluss des Sondenabbaus auf Quantifizierungen

Zur sequenzspezifischen Generierung von Fluoreszenzsignalen wéhrend der PCR stehen
verschiedene Formate zur Verfigung (vgl. 0). Bei nahezu allen Formaten fohrt die Hybridi-
sierung der Sonden mit dem Templat unmittelbar zum Anstieg der Reporter- bzw. Akzep-
torfluoreszenz. Die Ausnahme bildet das TagMan-Format, wo die Sonden von der Tag
DNA-Polymerase hydrolysiert werden missen, um den Reporter vom Quencher zu trennen.

Dazu verdréingt die Polymerase zunéchst das im Weg befindliche Oligonukleotid partiell
und formt so eine Y-férmige Struktur. Das nicht-gepaarte 5’-Ende dieser Verzweigungs-
struktur wird dann durch die strukturspezifische Endonukleaseaktivitat der Tag DNA-
Polymerase hydrolysiert.?''?'? Bei léingeren Fragmenten wiederholt sich der Vorgang so oft,
bis das verbliebene Fragment von der Polymerase einfach vom Templatstrang abgeschert
wird. Im Gegensatz dazu sollten die Sonden der anderen Formate gerade nicht hydrolysiert
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Abb. 3-9 Elektropherogramme der Donorsonden. Mit einer kapillarelektrophoretischen Ana-
lyse wurden die von den Donorsonden stammenden, mit Fluoreszein markierten Frag-
mente aus PCR-Ansétzen untersucht. Aliquots der Reaktionsanséitze unmittelbar vor der
PCR (obere Kurve) und nach 50 Amplifikationszyklen (untere Kurve) wurden verglichen.
Gezeigt sind die Daten fir die Zielsequenz p16. Die beiden mit Pfeilen markierten
Peaks entsprechen den Fragmenten der intakten, nichthydrolysierten Sonden mit den |-
someren 5- und 6-Carboxyfluoreszein. Die Lange der Donorsonde ist 30 nt. Die Peaks
linksseitig der Pfeilmarkierung kennzeichnen verkirzte fluoreszeinmarkierte Fragmente.
Die relativen Mengen der Fragmente wurden anhand der Peakfléchenintegrale be-
stimmt. Die mit RED-640 markierte Akzeptorsonde wurde nicht detektiert. A) Fragmente
der Donorsonde vor und nach Amplifikation mit Tag DNA-Polymerase. B) Fragmente
der Donorsonde vor und nach Amplifikation mit dem Stoffel-Fragment der Tag DNA-
Polymerase.
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werden, um die effektive Sondenkonzentration wéhrend der PCR nicht zu verringern.
Hydrolysierte, unmarkierte Fragmente kénnten zudem mitunter mit den intakten Sonden in
der Hybridisierung konkurrieren, aber nicht zum Signal beitragen. Interessanterweise wird
in allen Formaten die gleiche Tag DNA-Polymerase (mit Endonukleasedoméne) benutzt wie
im TagMan-Format. Tatséchlich werden die im LightCycler haufig verwendeten Hybridisie-
rungssonden ebenfalls widhrend der PCR durch die Polymerase hydrolysiert, wie durch die
kapillarelektrophoretische Analyse der FAM-markierten Donorsonden gezeigt werden kann

(Abb. 3-9 A).

Im Anschluss an die PCR befindet sich ein deutlich gréflerer Anteil sehr kurzer, FAM-
markierter Fragmente in den Reaktionsansétzen als vor der PCR. Bei den kurzen Fragmen-
ten kann es sich nur um die Hydrolyseprodukte der Sonden handeln. Die Sondenhydrolyse
wurde mit unterschiedlichen Primer/Sonden-Systemen untersucht (Zielsequenzen p16, p53,
IGF-1, HBB und bcr/abl). In allen untersuchten Féllen findet wihrend der PCR eine Hydro-
lyse der Sonden statt, wobei das Ausmafl jedoch unterschiedlich ist (zwischen 20 und
70 %, berechnet anhand der Peakfléchenintegrale in den Elektropherogrammen) und ver-
mutlich vom Sequenzkontext abhéngt. Wird statt der Ublichen Tag DNA-Polymerase das
Stoffel-Fragment, eine Variante der Tag DNA-Polymerase (ohne Endonukleasedoméne),
verwendet, so tritt kein erkennbarer Sondenabbau auf (Abb. 3-9 B). Dies zeigt, dass der
Sondenabbau nur durch die endonukleolytische Aktivitat der Tag DNA-Polymerase bedingt
ist. Dabei entstehen nicht Fragmente beliebiger Langen, wie es bei einem sequenziellen
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Abb. 3-10 Kinetik der Sondenhydrolyse. Aliquots von sechs Replikaten eines Reaktionsansatzes
mit Tag DNA-Polymerase wurden nach unterschiedlicher Anzahl Amplifikationszyklen
kapillarelektrophoretisch untersucht. Gezeigt sind die Anteile verkirzter Fragmente
(blaue Balken), die sich berechnen nach Ap/A; — Ap,/Az,, wobei Ay Summe der
Peakfléchen der verkirzten Fragmente, A7 Summe aller Peakfléichen, Ay,: Ay vor PCR,
Agp,: Ar vor PCR. Den Daten sind die Amplifikationssignale wéhrend der PCR iberlagert
(Kanal 2 / Kanal 1: rote Kurve). Die Punkte in den exponentiellen Phasen sind durch ro-
te Rhomben markiert. Die eingefigten Diagramme zeigen das Amplifikationssignal in
halblogarithmischer Auftragung. A) Zielsequenz p16. B) Zielsequenz HBB.
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Abbau der Sonden zu erwarten stinde. Vielmehr entstehen bevorzugt Fragmente, die etwa
15 Nukleotide kirzer sind als die vollsténdigen Sonden, wahrend nur um wenige Nukleoti-
de verkirzte Fragmente praktisch nicht detektierbar sind.

Dieser Befund ist bei strukturspezifischen Endonukleasen zu erwarten und bestétigt die be-
reits beschriebenen Eigenschaften der Tag DNA-Polymerase.?''?'? Der Anteil hydrolysierter
Sonden nimmt wéhrend der PCR ungeféhr parallel mit der Produktmenge zu (Abb. 3-10).
Detektierbare Mengen verkirzter Fragmente treten erst in der exponentiellen Phase auf und
erreichen gegen Ende der exponentiellen Phase einen Anteil von bis zu 15 %. Bei Verwen-
dung des Stoffel-Fragments erreichen die Amplifikationskurven wesentlich héhere Signal-
werte als bei Verwendung der Tag DNA-Polymerase (Abb. 3-11 A). Dadurch werden das
Signal/Rausch-Verhélinis sowie die Anzahl der Datenpunkte im Bereich des exponentiellen
Signalanstiegs und mithin die Prézision der C;-Wertbestimmung erhéht. Versuche mit
Mehrfachansétzen (n=8) verschiedener Zielsequenzen (p16, p53, IGF-1, HBB) zeigen,
dass die SD der C-Werte der mit dem Stoffel-Fragment amplifizierten Proben immer 20-
30 % geringer ist als die der mit Tag DNA-Polymerase amplifizierten Proben.
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Abb. 3-11 Vergleich von Tag DNA-Polymerase und Stoffel-Fragment. A) Signalkurven der
Hybridisierungssonden nach Amplifikation der IGF-1-Zielsequenz mit den Primern IGF-
H1/R1 aus humaner genomischer DNA (8000, 2000, 500, 125, 32, 8, 2, 0 Kopien)
mit Tag DNA-Polymerase (blau) oder Stoffel-Fragment (rot). Die Detektion erfolgte mit
den IGF-1-spezifischen Hybridisierungssonden. Die Kurven zeigen die exponentiellen
Anstiege in der Reihenfolge abnehmender Templatmengen von links nach rechts. Die
Kurven der Negativkontrollen (O Kopien) zeigen keinen Anstieg. Beim Stoffel-Fragment
zeigt zusétzlich auch die Kurve der Probe mit 2 Kopien keinen Signalanstieg. B) PAGE-
Analyse der PCR-Produkte aus A). M: Fragmentléngenstandard pTR54 x Hinfl (oberste
Bande: 220/221 Bp), AK: Antikérper, T: Tag DNA-Polymerase, S: Stoffel-Fragment.
Der Pfeil kennzeichnet die Position des spezifischen IGF-1-H/R-Produkts (123 Bp). Die
Amplifikate mit hoher elekrophoretischer Mobilitét stellen unspezifische Nebenprodukte

dar.
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Der héheren Prézision bei Verwendung des Stoffel-Fragments stehen allerdings eine gerin-
gere Sensitivitat und Genauigkeit gegeniber. Weniger als 30 initiale Templatkopien lassen
sich mit dem Stoffel-Fragment nur selten nachweisen, wahrend die Tag DNA-Polymerase
selbst solitdre Templatkopien im Reaktionsansatz gut amplifiziert (statistisch zeigt ca. jede
zweite PCR mit nur einer einzigen Templatkopie eine Amplifikation ?'®). So erreicht z. B. die
Probe mit 8 initialen Templatkopien in Abb. 3-11 A bei Amplifikation mit dem Stoffel-
Fragment nur noch einen Bruchteil der Signalintensitdt der Proben mit mehr Templatkopien
und die Probe mit 2 initialen Kopien zeigt keine erkennbare Amplifikation mehr. Weiterhin

entstehen bei Verwendung des Stoffel-Fragments vergleichsweise grofle Mengen unspezifi-
scher Nebenprodukte in der PCR (Abb. 3-11 B).

Die Bildung dieser Nebenprodukte kann durch die Anwendung einer Hot-start-Technik
zwar deutlich verringert, aber nicht ganz ausgeschlossen werden. Durch die Bildung von
Nebenprodukten werden Primer aufgebraucht und DNA-Polymerase gebunden, wodurch
ihre effektive Konzentration zur Amplifikation des spezifischen Produkts und damit auch die
Amplifikationseffizienz abnimmt. Da die Entstehung unspezifischer Produkte wéhrend der
PCR eine statistische Komponente hat, kann sich die Amplifikationseffizienz in den indivi-
duellen Ansétzen unterscheiden, was bei der Quantifizierung mit externer Standardisierung
zu fehlerhaften Ergebnissen fihren kann.

Durch die Verwendung des Stoffelfragments kann die Hydrolyse von Hybridisierungssonden
wéhrend der PCR verhindert werden, was zu besseren Signalausbeuten fihrt. Die dadurch
ladngeren exponentiellen Phasen der Amplifikationskurven mit besserem Signal/Rausch-
Verhdéltnis lassen eine héhere Genauigkeit fir die Quantifizierung erwarten. Allerdings
neigt das Stoffelfragment stark zur Bildung unspezifischer Produkte. Zudem ist die mit dem
Stoffelfragment erreichbare Amplifikationseffizienz (und damit die Sensitivitét) deutlich ge-
ringer als die mit der Taq DNA-Polymerase. Wéhrend die Bildung unspezifischer Produkte
durch den Einsatz einer Hot-start-Technik weitgehend unterdriickt werden konnte, entzog
sich die Effizienz einer weiteren Optimierung. Zusammenfassend |@sst sich sagen, dass die
Sondenhydrolyse durch die Taqg DNA-Polymerase zwar die Qualitét der Messergebnisse
beeintrachtigt, durch die Verwendung des Stoffelfragments wegen seiner geringen Spezifitét
und Effizienz allerdings keine Verbesserung erzielt werden kann. Es ist zu vermuten, dass
die Verwendung nicht-hydrolysierbarer Sondenanaloga wie z. B. PNAs die Qualitét von RT-
PCR-Daten zu verbessern vermag.

3.2 Algorithmen und Software

Denn es ist zuletzt doch nur der Geist, der jede Technik lebendig macht.
Johann Wolfgang von Goethe

Neben der Gerdtetechnik beeinflussen natirlich auch experimentelle Parameter die er-
reichbare Genauigkeit von RT-PCR-Experimenten, wie im vorigen Abschnitt gezeigt wurde.
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Zur Berechnung der Ergebnisse von RT-PCR-Messungen, sei es zur Quantifizierung oder
zur Schmelzkurvenanalyse, missen die gemessenen Rohdaten prozessiert werden. Die
Qualitét der Ergebnisse ist also zudem abhéngig von der Art der Datenprozessierung,
d. h., ausgehend von den Messdaten, von den verwendeten Algorithmen zur Berechnung
der Ergebnisse. Die bekannten Algorithmen zur Datenauswertung, implementiert in der mit
den RT-PCR-Geréten ausgelieferten Software, nutzen die Informationen der Messdaten nur
unzureichend, weshalb die damit ermittelten Ergebnisse bei Messdaten mit geringem Sig-
nal-Rausch-Verhdltnis oder ungewdhnlichem Verlauf nur eine geringe Prézision aufweisen.
Zudem treten unter bestimmten Bedingungen systematische Fehler auf. In den folgenden
Abschnitten werden neue Algorithmen zur Auswertung von RT-PCR-Daten vorgestellt, wel-
che nicht nur genauere und prézisere Ergebnisse liefern als die in der Literatur beschriebe-
nen Verfahren, sondern auch eine automatisierte Auswertung einschlieBlich einer qualitati-
ven Wertung der Ergebnisse erlauben, wie im letzten Teil dieses Abschnitts gezeigt wird, in
welchem eine neue Software, welche diese Algorithmen implementiert, vorgestellt wird.

3.2.1 Algorithmus zur quantitativen Auswertung

3.2.1.1 Prinzip

Das Prinzip der RT-PCR mit externer Standardisierung ist in O beschrieben. Zundchst wer-
den aus den Amplifikationskurven der PCR-Ansétzen mit Standard- und Proben-DNA deren
C;-Werte bestimmt, dann wird aus den C;-Werten der Standards eine Kalibrierfunktion er-
stellt (Gl. 1.7), tber welche schlieBlich anhand der C;-Werte der Proben deren initiale Ko-
pienzahlen berechnet werden. Dieses Verfahren erfordert die Festlegung eines geeigneten
Schwellenwerts zur Ermittlung der C;-Werte, der alle auszuwertenden Amplifikationskurven
in ihrer exponentiellen Phase schneidet. Dazu missen die Signalkurven zunéchst um die
Hintergrundfluoreszenz korrigiert werden. Im einfachsten Fall handelt es sich dabei um eine
Verschiebung, bedingt durch eine unterschiedliche, zeitlich konstante Grundfluoreszenz der
Proben, die z. B. durch Abweichungen in der Fluorophormenge oder der Positionierung
der Kapillare Uber dem Linsensystem hervorgerufen sein kann. Héufig lésst sich jedoch
schon in den ersten Zyklen der PCR auch ein Signaltrend beobachten, der nicht durch eine
Produktakkumulation begrindet ist. Diese Ursachen fir diese positiven oder negativen
Trends sind nicht bekannt, die Starke der Effekte schwankt mit den Pufferbedingungen und
Sondensequenzen. Exzimerbildung und Abspaltung von Fluorophoren kénnen mégliche
Ursachen dafir sein. Wahrend sich die Verschiebung sehr einfach korrigieren lasst, erfor-
dert die Korrektur der Signaltrends eine Extrapolation von den ersten Zyklen der PCR aus-
gehend bis Uber die exponentielle Phase hinaus, wo der Trend von der amplifikationsbe-
dingten Signalzunahme Uberlagert wird. Die aktuell von den Herstellern der PCR-Geréite
erhdltlichen Softwareprogramme zur quantitativen Auswertung von RT-PCR-Daten ermdagli-
chen nur die Korrektur einer unterschiedlichen Hintergrundfluoreszenz, nicht aber eine
Trendkorrektur.
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Nachdem die Signalkurven um Verschiebungen und amplifikationsunabhéngige Signal-
trends bereinigt sind, muss beurteilt werden, welche Teile der Signalkurven einen exponen-
tiellen Anstieg aufweisen, um den erlaubten Bereich fur den Schwellenwert zu bestimmen.
Hierzu werden bei den kommerziell erhéltlichen Softwareprogrammen die Signalkurven in
halblogarithmischer Auftragung grafisch angezeigt, so dass die exponentiellen Phasen als
Geradensegmente erscheinen. Der Anwender muss nun visuell beurteilen, wo er den
Schwellenwert definieren méchte. Die Programme der Gerdtehersteller machen hierbei
keine Aussage Uber die Gultigkeit der Wahl des Schwellenwertes bzw. dass die zur Berech-
nung der CT-Werte verwendeten Punkte der Amplifikationskurven auch tatséchlich alle Teil
der exponentiellen Phasen sind.

AnschlieBend werden anhand des Schwellenwertes die C;-Werte berechnet. Da es sich bei
den Daten der Signalkurven um diskrete Werte handelt, missen die Daten zur Berechnung
der C;-Werte interpoliert werden. Herkémmlicherweise wird dazu der Schwellenwert nicht
innerhalb, sondern direkt unterhalb der exponentiellen Phase als ,Rauschgrenze” oder
,noise band” gesetzt und eine willkirliche Anzahl — meist 2 bis 3 — von dariber liegenden
Punkten im Geradensegment der logarithmierten Kurve fir eine Regressionsanalyse ver-
wendet. Der Schnittpunkt der Regressionsgeraden mit dem Schwellenwert ist dann der C;-
Wert.?? Problematisch bei diesem als Fit-points-Methode bezeichneten Ansatz ist, dass die
gesetzte Rauschgrenze fur alle auszuwertenden Kurven gleichermaflen gilt und oftmals we-
niger als 4 Datenpunkte je Kurve fir die Regressionsanalyse verwendet werden kénnen,
wodurch kleine Abweichungen in den Signalwerten einen signifikanten Einfluss auf die La-
ge der Regressionsgeraden und damit auf den C;-Wert haben kénnen.

Der in dieser Arbeit entwickelte Algorithmus zur quantitativen Auswertung von RT-PCR-
Daten umfasst die Korrektur amplifikationsunabhdngiger Signaltrends, die automatische
Erkennung der exponentiellen Phasen, die Interpolation der exponentiellen Phasen durch
eine Amplifikationsfunktion und die automatische Wahl des optimalen Schwellenwertes.

3.2.1.2 Korrektur amplifikationsunabhangiger Signaltrends

Die Messdaten werden zundchst durch glattende, kubische nichtparametrische Splines be-
schrieben.?’*?'> Diese Form der Darstellung der zeitlichen Folge der Messwerte hat den
Vorteil, dass die Beziehung zwischen Zyklenzahl und Fluoreszenzsignal durch eine kontinu-
ierliche Funktion in guter Annéherung beschrieben wird. Die Glattung der interpolierenden
Funktion erméglicht die bessere Identifizierung bestimmter Eigenschaften des Signalver-
laufs, wobei sie allerdings bei schnellen Signaldnderungen, dhnlich wie eine gleitende Mit-
telwertbildung, eine systematische Abweichung von den Messwerten aufweist. Eine kurze
Beschreibung der Herleitung sowie der Eigenschaften kubischer gléttender Splines ist in
7.2 gegeben.

Anhand der interpolierten kubischen Splines wird zunéchst der ungeféhre Beginn der er-
kennbaren exponentiellen Signalzunahme bestimmt (Abb. 3-12). Dazu wird der Punkt ma-
ximaler Krimmung bzw. der Zyklenwert des Maximums der zweiten Ableitung des Splines,
Cs'max, berechnet (Abb. 3-12 A). Der Datenpunkt 4 Zyklen vor diesem Punkt (c,) ist der ge-
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Abb. 3-12 Hintergrundkorrektur und Bestimmung der exponentiellen Phasen von Amplifi-
kationskurven. Das Verfahren ist im Text beschrieben. A) Unkorrigierte Amplifikations-
daten (schwarz) und ihre zweite Ableitung (grau, dinne Linie) sowie der extrapolierte
Hintergrund-Signaltrend B(x) (grau, dicke Linie). B) Ausschnittsvergréferung von A)
(grauves Rechteck). Die zur Interpolation von B(x) verwendeten Datenpunkte sind hell-
grau gefillt.

schatzte Zykluswert des Beginns der exponentiellen Signalzunahme (Abb. 3-12 B). Bei ei-
ner Amplifikationseffizienz von 1.8 ist der Anteil des amplifikationsbedingten Signals beim
Zykluswert ¢; — 1 um mehr als eine Gréflenordnung geringer als beim Zykluswert cs- .

Die Parameter a, b und ¢ einer Sattigungsfunktion der Form

B(x):a'(1—e_b’“)+c Gl. 3.10

werden an die Datenpunkte vor ¢, angepasst, um den nicht amplifikationsbedingten Sig-
naltrend zu beschreiben (hellblau gefillte Punkte in Abb. 3-12 B). Die Subtraktion der
Funkfionswerte fir B(x) von den Signalwerten resultiert in der korrigierten Amplifikati-
onskurve, die allerdings vor dem Zykluswert ¢, noch negative Werte aufweist, was nicht
sinnvoll ist, da es keine negativen Fluoreszenzwerte geben kann. Daher wird noch der mitt-
lere Wert des Signalrauschens, e, zu jedem Datenwert addiert, um die korrigierten
Amplifikationskurve zu erhalten.

Das durch y,.i. beschriebene Signalrauschen wird anhand der Datenwerte bis zum Zyklus
¢4 der um die Hintergrundfunktion B(x) korrigierten Amplifikationskurve abgeschétzt. Die
Abweichungen der unkorrigierten Datenwerte von der angepassten Hintergrundfunktion fur
Werte kleiner dem Zykluswert ¢4 sind normalverteilt, wie am Beispiel einiger Signalkurven
for Messungen mit Hybridisierungssonden gezeigt ist (Abb. 3-13).

Die Mittelwerte der berechneten Verteilungen liegen sehr nahe Null. Das bedeutet, dass
die Funktion die amplifikationsunabhéngigen Trends in den Signalkurven gut beschreibt,
unabhdéngig davon, ob die Daten von Kanal 2 oder vom Verhdltnis Kanal 2 / Kanal 1 ver-
wendet werden. Eine systematische Abweichung der Funktion B(x) wirde in einer schiefen
Normalverteilung oder in einer Verteilung der Differenzwerte resultieren, woraus sich das
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Abb. 3-13 Verteilungen der Differenzen der Datenwerte der Signalkurven von den Werten
der angepassten Hintergrundfunktion in den Zyklen vor Beginn der erkennba-
ren exponentiellen Phase. Humane genomische DNA wurde mit dem Primerpaar
IGF-H1/R1 amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde mit den Hybridisierungssonden IGF-
D/A detektiert. Die Differenzwerte y—B(x;) von 10 Amplifikationskurven vor Beginn der
erkennbaren exponentiellen Phasen wurden ausgewertet (1 <i<c¢,). Die Gesamizahl
der ausgewerteten Datenpunkte betrdgt 133. Die dunkelblaue Linie zeigt die an die
Histogramme angepasste Normalverteilung. A) Auswertung der Daten von Ka-
nal 2/Kanal 1. Wertebereich: -4-10“...4-10%; KlassengréBe: 0.73-10*. Standardab-
weichung der Normalverteilung: 2.02-10“. B) Auswertung der Daten von Kanal 2.
Wertebereich: -3-102...3-10°%; Klassengréfie: 0.4-107. Standardabweichung der Nor-
malverteilung: 1.13-107.

Signalrauschen nicht ohne weiteres ableiten lieBe. Mit y,,i. als der doppelten Standardab-
weichung SD dieser Verteilung sind nach der Addition von . zu den Datenwerten durch-
schnittlich 95 % der Datenwerte mit i < ¢4 positiv.

Ein Beispiel fur den Effekt der Korrektur auf die Signalkurven ist in Abb. 3-14 dargestellt:
Die korrigierten Signalkurven weisen léngere exponentielle Phasen auf. Wéhrend die beo-
bachteten Effizienzen bzw. die Steigungen der exponentiellen Abschnitte in der logarithmi-
schen Auftragung bei den unkorrigierten Kurven mit abnehmender initialer Templatmenge
erkennbar abnehmen bzw. flacher werden, verlaufen die log-linearen Abschnitte der Kur-
ven nach Korrektur nahezu parallel. Dieser Effekt wird in 3.2.1.6 néher untersucht.

3.2.1.3 Bestimmung der exponentiellen Phase

Die Bestimmung der Phase erkennbarer exponentieller Signalzunahme erfolgt unter Ver-
wendung der logarithmierten Werte der korrigierten Signalkurve (Abb. 3-15).

Die globalen Extrema bei den Zykluswerten ¢, i und ce max der zweiten Ableitung der loga-
rithmierten Kurve schliefen die erkennbare log-lineare bzw. exponentielle Phase ein.
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Abb. 3-14 Effekt der Korrektur der Signalkurven um amplifikationsunabhéngige Trends.
Die Signalkurven stammen von der Amplifikation der IGF-1-Zielsequenz mit den Pri-
mern IGF-H1/R1, ausgehend von aufgereinigtem PCR-Produkt als Templat-DNA. Die
Detektion erfolgte mit IGF-1-spezifischen Hybridisierungssonden. A) Signalkurven von
Kanal 2 / Kanal 1. B) Logarithmische Darstellung der Kurven aus A). C) Kurven aus A)

nach Korrektur der amplifikationsunabhéngigen Signaltrends. D) Logarithmische Dar-
stellung der Kurven aus C).

Zur Berechnung der zweiten Ableitung werden die logarithmierten Daten, wie in 3.2.1.2
beschrieben, durch ein gléttendes Spline interpoliert. Innerhalb dieses Bereiches werden
nur diejenigen Punkte zur erkennbaren exponentiellen Signalzunahme gezahlt, die sich o-
berhalb 2y, befinden. Die Wahrscheinlichkeit, dass ein Datenpunkt zuféllig, d. h.
rauschbedingt, Uber dieser Grenze liegt, betrégt etwa 5 %, da die trendkorrigierten Signal-
werte zundchst um i = 2:SD verschoben wurden.

3.2.1.4 Bestimmung des Ci-Wertes

Zur Berechnung des C;-Wertes einer Probe wird eine Amplifikationsfunktion A4(x) an die
korrigierten Datenwerte innerhalb der erkennbaren exponentiellen Phase angepasst. Bei
der Amplifikationsfunktion kann es sich im einfachsten Falle um die Exponentialfunktion
(Gl. 1.4) handeln, die Ubergénge zu den angrenzenden Datenwerten kénnen mit sigmoi-
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Abb. 3-15 Bestimmung der Phase erkennbarer exponentieller Signalzunahme. A) Eine um
den Hintergrund-Signaltrend korrigierte Amplifikationskurve. B) Logarithmische Auftra-
gung der Signalkurve aus A) (schwarz) und die zweite Ableitung der logarithmierten Da-
ten (grau) sowie die Rauschgrenze (horizontale Linie). Die Datenpunkte innerhalb der
bestimmten exponentiellen Phase sind hellgrau gefollt.

den Funktionen angepasst werden. Der C;-Wert ist definiert als der Zykluswert, bei wel-
chem die Signalkurve einen Schwellenwert S Gberschreitet. Er kann auf einfache Weise be-
stimmt werden, indem die Gleichung 4(C7) = S nach Cr aufgelést wird. Der Wertebereich
von S beschrénkt sich dabei sinnvollerweise auf den Wertebereich der erkennbaren expo-
nentiellen Phase. Fir gréfBere oder kleinere Werte von S kann die Amplifikationsfunktion
A(x) signifikant von dem Verlauf der Signalkurve abweichen.

3.2.1.5 Bestimmung des optimalen Schwellenwertes

Wie bereits in 3.1.2 und 3.1.3 gezeigt, wirken sich bei niedrigen Schwellenwerten vorwie-
gend das Signalrauschen, bei hohen Schwellenwerten vorwiegend die Plateauphasen ne-
gativ auf die Genauigkeit der Quantifizierung und mithin auf den Fehler der Kalibriergera-
den aus. Zwischen den beiderseits extremen Einflissen muss ein Schwellenwert existieren,
der eine Kalibriergerade mit minimalem Fehler liefert.

Anhand der C-Werte der Standards mit bekannter initialer Templatmenge wird wie in 0
beschrieben eine Kalibriergerade ermittelt. Der Definitionsbereich des Schwellenwerts ist
der Uberlappungsbereich der exponentiellen Phasen aller auszuwertenden Standards. For
ieden beliebigen Schwellenwert innerhalb dieses Definitionsbereiches kann eine Fehlergré-
e der Kalibriergeraden, z. B. die Fehlerquadratsumme, angegeben werden. Da C-Werte
in Abhangigkeit von der Lage des Schwellenwertes fir alle Signalkurven eine wertekontinu-
ierliche Funktion beschreiben, ist auch die Fehlerfunktion der Kalibriergeraden wertekonti-
nuierlich. Sie besitzt genau ein Minimum im Definitionsbereich. Dies ist ein entscheidender
Vorteil gegentber der herkdmmlichen Fit-points-Methode (siehe 3.2.1.1), die keine konti-
nuierliche Fehlerfunktion der Standardgeraden liefert, da je nach Lage des Schwellenwertes
andere Datenpunkte der Signalkurven zur Berechnung der C;-Werte verwendet werden.
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Beispiele fir die Fehlerfunktionen von Standardkurven sind in Abb. 3-16 gezeigt. Sowohl
for Daten von SYBR-Green |-Messungen (Abb. 3-16 A) als auch von Messungen mit
Hybridisierungssonden (Abb. 3-16 B) sind die Wertebereiche der Fehlerfunktionen fir bei-
de C;-Berechnungsmethoden (Uber die Amplifikationsfunktion A4(x) oder nach der Fit-
points-Methode) vergleichbar. Man erkennt bei den in Abb. 3-16 dargestellten Fehlerfunk-
tionen nach Auswertung mit der Fit-points-Methode unterschiedlich breite kontinuierlicher
Abschnitte mit dazwischen liegenden Diskontinuitatsstellen (Springen). Diese Schwellen-
werte der Springe liegen genau auf den Datenpunkten der Signalkurven.

Im Vergleich weisen die Standardgeraden von SYBR-Green I-Messungen meistens geringe-
re Fehlerwerte auf als die von Messungen mit Hybridisierungssonden. Das ist méglicher-
weise auch durch die geringeren erreichten absoluten Signalwerte von Hybridisierungsson-
den begrindet, was ein geringeres Signal/Rausch-Verhdlinis bedingt (s. a. 3.1.2). Mit
SYBR-Green | lassen sich generell hdhere Signalintensitdten erreichen als mit sequenzspezi-
fischen Sonden, da hier je Amplikon im Reaktionsansatz eine Vielzahl von SYBR-Green |-
Molekilen mit hoher Quantenausbeute zur Fluoreszenz beitragen, wohingegen bei se-
quenzspezifischen Sonden je Amplikon nur etwa ein Sondenmolekil (beim TagMan-Format
zwei: die Summe aller in den vorherigen Zyklen hydrolysierten Sonden ist bei einer Effizienz
von zwei gerade gleich der Menge der im aktuellen Zyklus hydrolysierten) fluoresziert.

Ein weiteres magliches Kriterium fir den optimalen Schwellenwert ist die maximale Prézisi-
on (bzw. die minimale Streuung) der C-Werte identischer Ansétze. Wie fir den Fehler der
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Abb. 3-16 Fehlerfunktion der Standardgeraden in Abhdngigkeit des Schwellenwertes. Die
Ci-Werte wurden von den korrigierten Signalkurven der Standardreihen berechnet. Die
Berechnung erfolgte unter Verwendung der an die exponentiellen Phasen angepassten
Exponentialfunktion A(x) =a'¢* bzw. nach der Fit-points-Methode. Die Signalkurven
wurden den Demo-Dateien aus dem Lieferumfang des LightCyclers entnommen. A)
SYBR-Green |-Messung (Signalwerte von Kanal 1): ,Demo-Quant SYBR-Green”. Das
Minimum der kontinuierlichen Fehlerfunktion ist zur Verdeutlichung in der Ausschnitts-
vergréflerung dargestellt. B) Hybridisierungssonden (Signalwerte: Kanal 2 / Kanal 1):
,Demo-Quantification-RED-640".
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Abb. 3-17 Prazision der C;-Werte und Fehler der Kalibriergeraden in Abhdangigkeit vom
Schwellenwert. Die Standardabweichung der C;-Werte von 5-fach-Ansétzen dient als
Maf3 fur die Prézision, die Fehlerquadratsumme y2 der Kalibriergeraden als Maf3 fir
den Fehler der Kalibriergeraden. IGF-1-Zielsequenz nach Amplifikation mit den Primern
IGF-H1/R1 und Detektion mit dem Sondenpaar IGF-D/A. Ausgewertet wurden die Sig-
nalwerte von Kanal 2/Kanal 1.

Kalibriergeraden existiert auch fur die Streuung der C;-Werten von Mehrfachansétzen ein
optimaler Schwellenwert mit minimaler Streuung. Fir Experimente, die sowohl Standards
als auch Mehrfachansétze von Proben enthalten, zeigt sich, dass die Lagen des Schwellen-
werts bei einem minimalen Fehler der Standardgeraden und einer minimalen Streuung der
C-Werte von Mehrfachansétzen etwa gleich sind, wie in Abb. 3-17 beispielhaft fir eine
Messung gezeigt ist.

3.2.1.6 Vergleichende Auswertungen mit dem neuen Algorithmus

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse von Untersuchungen zur Genauigkeit und Ro-
bustheit des entwickelten Algorithmus dargestellt und mit den Ergebnissen der Auswertung
nach der Fit-points-Methode verglichen.

Wie schon in Abb. 3-14 zu sehen, bewirkt die Korrektur der Signalkurven eine Verldnge-
rung der erkennbaren exponentiellen Abschnitte, was die Verwendung von mehr Punkten
zur Berechnung der C;-Werte erméglicht und dadurch die Rauschfilterung verbessert. Wei-
terhin lasst sich erkennen, dass die log-linearen Abschnitte der unkorrigierten Signalkurven
nicht parallel verlaufen. Die Steigung verringert sich offensichtlich mit abnehmender initia-
ler Templatmenge. Die Steigung der Log-linearen Abschnitte entspricht der gemessenen
Amplifikationseffizienz der individuellen Reaktion. Diese missen aber in der quantitativen
RT-PCR fir alle initialen Templatmengen gleich sein, damit der lineare Zusammenhang
zwischen dem C-Wert und dem Logarithmus der initialen Templatmenge gegeben ist.
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Eine genaue Untersuchung der Abhdngigkeit der aus den individuellen Signalkurven be-
rechneten Effizienzen zeigt bei den unkorrigierten Kurven eine deutliche Abnahme mit der
initialen Templatmenge, wahrend die von den korrigierten Signalkurven berechneten Effi-
zienzen nicht mit der Templatmenge korrelieren (Abb. 3-18 A). Wenn die log-linearen Ab-
schnitte wie bei den unkorrigierten Signalkurven nicht parallel sind, ist die aus der Steigung
der Kalibriergeraden (Gl. 1.7, m = -(log(¢))"') berechnete Effizienz abhéngig von der Héhe
des Schwellenwertes (Abb. 3-18 B). Fir die korrigierten Signalkurven ist die so berechnete
Effizienz nahezu unabhéngig von der Lage des Schwellenwertes und stimmt sehr gut mit
den aus den individuellen Signalkurven ermittelten Effizienzen Gberein.

Die erreichbare Prézision in der Berechnung der C;-Werte hdngt von der verwendeten
Amplifikationsfunktion ab, mit welcher die exponentiellen Abschnitte der Signalkurven be-
schrieben werden. So kénnen z. B. sigmoide Funktionen die Randbereiche der exponentiel-
len Abschnitte besser beriicksichtigen. Abweichungen vom exponentiellen Signalverlauf in
diesen Randbereichen haben auf sigmoide Funktionen einen eher lokalen Einfluss, wéh-
rend sie die Lage der einfachen Exponentialfunktion global stérker beeinflussen. Die er-
reichbare Prézision wurde fur die folgenden Amplifikationsfunktionen ermittelt:

A(x)=Ny-e™ Gl. 3.11
A) 204 B) 1854
o Nicht korrigiert ] —o— Nicht korrigiert

1.8 m Korrigiert 1.80 4 —a—Korrigiert
g N 175 ]
216 2 ]
& 5 1703
14 ]
1.65 9
12 4 1.60 ]

6 5 4 3 2 1 0.002 0.008 0.014 0.02
Log Kopien Schwellenwert

Abb. 3-18 Berechnete Amplifikationseffizienzen in Abhéngigkeit der initialen Templat-
menge. Amplifiziert wurde die IGF-1-Zielsequenz mit den Primern IGF-H1/R1 ausge-
hend von PCR-Produkt als initialem Templat, die Detektion erfolgte durch die IGF-1-
spezifischen Hybridisierungssonden (Signalwerte: Kanal 2 / Kanal 1). A) Die Effizienzen
wurden anhand der individuellen Signalkurven ermittelt. Dazu wurde die Exponential-
funktion A(x) = a'&" an die wie in 3.2.1.3 bestimmte exponentielle Phase jeder Kurve
angepasst. Der Parameter & entspricht der Amplifikationseffizienz. MW und SD der kor-
rigierten Daten sind 1.64=0.07. B) Amplifikationseffizienzen in Abhédngigkeit des
Schwellenwerts. Die Effizienzen wurden anhand der Steigungen (m = -(log(g)") der Ka-
libriergeraden (Gl. 1.7) fir verschiedene Schwellenwerte berechnet.
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A(x)= N, - j _ Gl. 3.12
X" +x;
A(x) =Ny Gl.3.13

™ g0

Die Variable x bezeichnet die Zykluszahl, N, die initiale Templatmenge, N, die PCR-
Produktmenge in der Plateauphase. Der Parameter r ist ein Maf3 fir die Amplifikationseffi-
zienz, xr ist die Zykluszahl beim Wendepunkt der Funktion. Der Parameter r entspricht nicht
exakt der Amplifikationseffizienz &. In Gl. 3.11 ist » = In(g), wéhrend r in GI. 3.12 und
Gl. 3.13 die Steigung der Funktion im Wendepunkt (x = x7) anpasst. Der Vergleich der
drei angegebenen Amplifikationsfunktionen hinsichtlich der erreichbaren Prazision in der
Berechnung der C;-Werte wurde an einer aus 32 Signalkurven durch Medianbildung ge-
mittelten Kurve durchgefihrt, der ein Signalrauschen Gberlagert wurde.

Durch die Medianbildung wird das reale Signalrauschen verringert, ohne die Charakteristik
des Kurvenverlaufs zu verdndern. Die Signalkurven zur Medianbildung stammen von einer
Amplifikation der p53-Zielsequenz ausgehend von 30 ng humaner genomischer DNA als

A) 0.3 B) 0.3
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Abb. 3-19 Prézision der C;-Werte. Amplifiziert wurde die p53-Zielsequenz aus humaner genomi-
scher DNA, die Detektion erfolgte mit Hybridisierungssonden. Die C;-Werte wurden
entweder anhand der Signalkurven aus Kanal 2 oder dem Signalverhélinis von Kanal 2
/ Kanal T nach der in 3.2.1.4 beschriebenen Schwellenwertmethode (angepasste
Amplifikationsfunktion: Gl. 3.13) oder der Fit-points-Methode (siehe 3.2.1.1) mit 3 Da-
tenpunkten je Kurve berechnet. A) Die Berechnung der C;-Werte erfolgte jeweils mit
dem Schwellenwert bzw. dem Noiseband, fir den der Fehler der Kalibriergeraden mi-
nimal war (siehe 3.2.1.5). Gezeigt sind SD der C;-Werte von Finffach-Ansétzen, gemit-
telt von funf Proben mit unterschiedlichen initialen Templatmengen (zwischen 15 und
30 ng humane genomische DNA) und aus finf unabhéngigen Experimenten (n = 125).
B) Standardabweichung der C;-Werte von 32 identischen Ansétzen mit 1000 Templat-
kopien je Reaktion (Die Experimente enthielten keine Standards). Der Schwellenwert
wurde dabei in die Mitte und der Noiseband an die Untergrenze des Uberlappungsbe-
reichs aller exponentiellen Phasen gelegt.
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Templat. Die Detektion erfolgte durch Hybridisierungssonden, verwendet wurde das Sig-
nalverhéltnis Kanal 2 / Kanal 1. Zur Bestimmung der Prazision wurden die SD der CT-
Werte von jeweils 50 Mediankurven mit Gberlagertem Rauschen unterschiedlicher Intensitét
berechnet. Als Rauschanteile dienten Zufallswerte, die nach der Box-Muller-Methode ?'°
berechnet wurden. Der Schwellenwert wurde in die Mitte der exponentiellen Phase gesetzt.
Fur Rauschintensitdten mit SD von bis zu 0.5 % der Plateausignalwerte lieferte die einfache
Exponentialfunktion (Gl. 3.11) 10-15 % prézisere Ergebnisse als die sigmoide logistische
Funktion (Gl. 3.12). Bei gréfieren Rauschintensitéten war die logistische Funktion praziser.
In allen Féllen war jedoch die Prazision der C;-Werte bei Verwendung der sigmoiden ex-
ponentiellen Funktion (Gl. 3.13) 10-25 % grofler als bei Verwendung der anderen getes-
teten Funktionen.

Die Préazision der ermittelten C;-Werte erhéht sich auch durch die Korrektur der amplifika-
tionsunabhdngigen Signaltrends, wie es sich aus der SD der C;-Werte von Mehrfachanséit-
zen ableiten lésst (Abb. 3-19). In allen Féllen ist die Prézision der C;-Werte bei der Be-
stimmung nach der Schwellenwertmethode mindestens ebenso hoch oder héher als bei
Verwendung der Fit-points-Methode. Im allgemeinen werden bei Detektion mit Hybridisie-
rungssonden héhere Prézisionen erreicht, wenn die Daten des Verhdltnisses Kanal 2 / Ka-
nal T anstelle der Daten von Kanal 2 verwendet werden. Bei der Verhaltnisbildung kirzen
sich diejenigen Einflisse heraus, die sich gleichermaBBen auf das Donorsignal (gemessen in
Kanal 1) wie auf das Akzeptorsignal (gemessen in Kanal 2) auswirken. Dazu zéhlen insbe-
sondere Intensitdtsschwankungen durch Abweichungen bei den Positionierungen der Kapil-
laren Uber dem Linsensystem des LightCycler-Instruments.

Die Robustheit der Auswertung bei verrauschten Signalkurven wurde wie oben beschrieben
an einer durch Medianbildung von Signalkurven gewonnenen Kurve mit Uberlagertem
Rauschen unterschiedlicher Intensitét gewonnen. Die SD des Rauschens wurde zwischen
0.17 % und 1.36 % der Signalwerte der Mediankurve variiert. Dabei zeigte sich, dass die
Prazision der ermittelten C;-Werte wie erwartet mit zunehmender Rauschintensitét bei bei-
den Verfahren (Schwellenwertmethode und Fit-points-Methode) abnimmt und die Schwel-
lenwertmethode immer eine ca. 20 % grofere Prézision erreicht als die Fit-points-Methode.

Der Gewinn an Genauigkeit und Prazision des hier entwickelten Algorithmus im Vergleich
zum herkémmlichen Verfahren ist in Abb. 3-20 demonstriert. Wéhrend beide Verfahren
bei Auswertungen qualitativ sehr guter Messungen sehr vergleichbare Ergebnisse liefern,
erreicht das hier entwickelte Verfahren bei Messungen mit geringeren Signal/Rausch-
Verhéltnissen eine deutlich héhere Genauigkeit bei gleichzeitig gréBerer Prazision.

Im gezeigten Beispiel erhélt man nach dem herkédmmlichen Verfahren fir eine Probe mit
real 800 Templatkopien einen MW von 544 Kopien fir die Test-Probe, bei einer SD von
379 Kopien. Werden dieselben Daten nach dem hier entwickelten Verfahren ausgewertet,
betrdgt das Ergebnis 813 = 115 Kopien (MW + SD).
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Abb. 3-20 Genauigkeit und Prézision von Quantifizierungen. Die p53-Zielsequenz wurde aus

humaner genomischer DNA amplifiziert. Die Detektion erfolgte mit Hybridisierungsson-
den, zur Auswertung wurde das Verhélinis der Messwerte von Kanal 2 / Kanal 1 ver-
wendet. A) Unkorrigierte Amplifikationskurven einer seriellen Verdiinnungsreihe sowie
von einem Finffach-Ansatz einer Test-Probe. Bei der Test-Probe handelt es sich um die
Standard-Probe mit 800 Kopien, die es zu bestimmen gilt. Die horizontale Linie gibt die
Lage des Noiseband an. Jeweils drei Datenwerte jeder Kurve direkt oberhalb des Noi-
seband wurden fur die nach der Fit-points-Methode berechneten C;-Werte verwendet.
B) Kalibriergerade anhand der nach der Fit-points-Methode berechneten C;-Werte der
Signalkurven aus A). Die roten Datenpunkte bezeichnen die auf der Kalibriergeraden
abgebildeten C;-Werte der Test-Proben. C) Signalkurven aus A) nach Korrektur amplifi-
kationsunabhéngiger Signaltrends. Die horizontale Linie zeigt die Lage des Schwellen-
werts zur Berechnung der C-Werte nach Anpassung der Amplifikationsfunktion. D) Wie
B), nur von den korrigierten Signalkurven. Die Berechnung der C;-Werte erfolgte nach
der Schwellenwertmethode mit der in Gl. 3.13 beschriebenen Amplifikationsfunktion.
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3.2.2 Algorithmus zur Auswertung von Schmelzkurven

3.2.2.1 Prinzip

Schmelzkurven werden aufgezeichnet, indem wiéhrend eines langsamen Temperaturan-
stiegs die Fluoreszenzintensitdt der Reaktionsansdtze kontinuierlich gemessen wird. Dies
geschieht zumeist im Anschluss an die Amplifikation einer zu analysierenden Zielsequenz.
Je nach verwendetem Sondensystem wird bei der Schmelzkurvenanalyse entweder die
Schmelztemperatur (T,) des PCR-Produkts (mit SYBR-Green |) bzw. der Sonden/Templat-
Hybride (bei Hybridisierungssonden und Molecular Beacons, nicht allerdings bei TagMan-
Sonden und Sunrise- bzw. Scorpion-Primern) bestimmt. Bei der Schmelztemperatur der
Produkte bzw. Hybride zeigen die gemessenen Signalkurven ein lokales Maximum in der
Abnahme der Intensitat. Zur besseren Identifizierbarkeit der maximalen Intensitétsanderun-
gen werden die Schmelzkurven als Peakkurven dargestellt. Bei den Peakkurven handelt es
sich um die negative erste Ableitung der Schmelzkurven nach der Temperatur. Die einfach
zu erkennende Lage der Peakmaxima entspricht dann der Schmelztemperatur des Produkts.

Unter der Voraussetzung, dass die gemessenen Signalédnderungen ausschlieBlich auf dem
Schmelzvorgang beruhen, ist die Gréfle der Signaldnderung Uber den Temperaturbereich
eines Peaks proportional zur Produkt- bzw. Hybridmenge mit einem T,_-Wert innerhalb die-
ses Temperaturbereichs. Diese Signalédnderung entspricht dem negativen Integral der
Peakkurve in den Grenzen des Temperaturbereichs bzw. der Fléche des betreffenden
Peaks.

Tatsachlich fohrt allerdings schon die blofle Temperaturzunahme, unabhéngig vom eigent-
lichen Schmelzvorgang, zu einer Abnahme der Fluoreszenzintensitt. Durch die mit der
Temperatur zunehmende Molekilbewegung vergréfiert sich die Frequenz intermolekularer
StéBe sowie deren mittlere Energie, wodurch zunehmend mehr Anregungsenergie der
Fluorophore durch Stoprozesse strahlungsfrei abgegeben wird.?'® Die Gréfle dieses tem-
peraturabhdngigen Quenchs ist abhéngig von den Pufferbedingungen und von der Menge
fluoreszierender Molekile. Dieser Quench hat damit den Effekt, dass die Menge eines
Produkts/Hybrids mit héherem T, in einem Gemisch zu niedrig eingeschétzt wird, was bei
geringen Mengen dieses Produkts im Vergleich zur Menge der Produkte mit niedrigeren T,
Werten sogar dazu fihren kann, dass es sich in der Schmelzkurvenanalyse nicht nachwei-
sen lésst.

3.2.2.2 Korrektur der temperaturabhangigen Signalanderung

Die Messdaten werden zundchst durch gléattende, kubische nichtparametrische Splines be-
schrieben 22" (vgl. 3.2.1.2). Die Aufgabe der Spline-Funktion besteht hier in erster Linie
in der Glattung der Originaldaten, da sich das Signalrauschen empfindlich auf die Ablei-
tung auswirkt. Der Glattungsparameter zur Berechnung der Ableitung wird in Abhdngigkeit
von der Anzahl zur Verfigung stehender Datenpunkte pro Messkurve (n) gewdhlt und be-
tragt 1000-n"".
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Der Intensitétsabfall des Schmelzkurvensignals kann betrachtet werden als die Summe
zweier Anteile: einem Anteil proportional zum Schmelzprozess der fluoreszierenden Produk-
te und einem Anteil proportional zum temperaturbedingten Quench, der seinerseits wie-
derum abhéngt von der Menge noch fluoreszierender Produkte im Reaktionsansatz. Um
diese beiden Anteile voneinander differenzieren zu kénnen, werden zunéchst die ungefdh-
ren Charakteristika der Peaks in den Peakkurven bestimmt. Dabei werden die Peaks an-
hand lokaler Maxima in den Peakkurven identifiziert. Die angrenzenden Minima definieren
die Grenzen des Peaks. Betragt der Signalunterschied ber den Temperaturbereich des ge-
fundenen Peaks weniger als 10 % des Signals vor dem Peak, wird der Peak nicht berick-
sichtigt. In den Temperaturintervallen zwischen den Peaks ist die Menge fluoreszierender
Produkte konstant, so dass hier alle Anderungen der Fluoreszenzintensitdt ausschlieBlich
durch die Temperaturzunahme verursacht und nicht von Schmelzprozessen tberlagert wer-
den.

Innerhalb der Temperaturbereiche der gefundenen Peaks tragen sowohl der temperatur-
abhéngige Quench als auch der Schmelzprozess zu der beobachteten Signalabnahme bei.
Der temperaturabhéngige Quench an den Grenzen dieser Temperaturbereiche ist bekannt
(siehe oben). Der ungefiéhre Verlauf des Schmelzprozesses geht aus der aufgezeichneten
Schmelzkurve innerhalb des Temperaturbereichs des Peaks hervor. Da die absolute Gréfe
des temperaturabhéngigen Quenchs proportional ist zur Menge der fluoreszierenden, also
nicht geschmolzenen Produkte, entspricht der Quench im Peakintervall in guter Naherung
der Abbildung der Schmelzkurve auf die Quenchwerte an den Intervallgrenzen.

Das Ergebnis einer Berechnung ist in Abb. 3-21 veranschaulicht. Der ermittelte Quench
lasst sich als Anteil der Peakkurvenwerte verstehen. AuBerhalb der durch die Peakgrenzen

A) Peak 1 Peak 2 B) Peak 1 Peak 2
1 Nicht
< Nicht 1 korrigiert
T_; ] korrl.gl.ert ; ] Quer.nch-
c:n Korrigiert = Anteil
) 7 Korrigiert
72 76 80 84 88 92 96 72 76 80 84 88 92 96
Temperatur (T) [°C] Temperatur (T) [°C]

Abb. 3-21 Korrektur des temperaturabhdngigen Quenchs von Schmelzkurvendaten.
A) Schmelzkurven vor (blau) und nach (rot) Korrektur des temperaturabhéangigen
Quench. B) Peakkurven der Daten von A) sowie der ermittelte Quenchanteil
(grin). Die Bereiche der Peaks sind hellgrau hinterlegt.
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definierten Temperaturbereiche ist der Quench identisch mit der Peakkurve, innerhalb ist er
proportional zur Schmelzkurve in diesem Temperaturbereich und verbindet praktfisch die
angrenzenden Segmente (grine Kurve in Abb. 3-21 B).

Die Korrektur des Quenchs erfolgt durch die Subtraktion der berechneten Quenchwerte
von der Peakkurve. Die korrigierte Peakkurve wird anschlieBend wieder integriert und auf
den Signalbereich der urspringlichen Schmelzkurve abgebildet.

3.2.2.3 Bestimmung der Menge und Schmelztemperatur der PCR-
Produkte

Menge und Schmelztemperatur der entstandenen PCR-Produkte lassen sich anhand der
Peakkurven bestimmen. Da die Peaks mehrerer im selben Reaktionsansatz enthaltenen
Produkte sich Uberschneiden kénnen, werden die Charakteristika der Peaks durch die An-
passung von Gl. 3.14 an die korrigierte Peakkurve ermittelt:

;v(T)=Zn‘,h,»-e_[T;’Mj Gl. 3.14
i=1

Die Funktion beschreibt eine Summe von GauB3kurven. Dabei ist T die Temperatur, n die
Anzahl der Peaks, und A;, u; und o; sind die Héhe, Schmelztemperatur und die Breite (SD)
von Peak i.

Die zur Produktmenge proportionale Flache des Peaks i ergibt sich aus Gl. 3.14 durch
A(h,o)=h -0, 7 Gl. 3.15

Es werden nur Peaks bericksichtigt, deren Héhe Uber der durch das Signalrauschen defi-
nierten Grenze liegt. Das Signalrauschen wird anhand der Abweichungsquadrate von
Messwerten und Spline-Funktion ermittelt.

3.2.2.4 Vergleichende Auswertung mit dem neuen Algorithmus

Die rein temperaturbedingte, nicht durch Schmelzprozesse fluoreszierender Produkte her-
vorgerufene Signalabnahme kann bei geringen Produkimengen die schmelzbedingte Sig-
nalabnahme Uberschreiten. Je héher die Schmelztemperatur des nachzuweisenden Pro-
dukts, desto geringer ist der durch den Schmelzprozess bedingte Anteil an der Gesamtsig-
nalabnahme. Die Korrektur des temperaturabhéngigen Quenchs von Schmelzkurvendaten
erhdht hier die Sensitivitét, da die gesamte verbleibende Signalabnahme ausschlieBlich
dem Schmelzprozess zugeordnet wird. Je nach Qualitat der Ausgangsdaten lasst sich
durch die Korrektur die Sensitivitdt im Vergleich zum herkémmlichen Verfahren um das
vier- bis achtfache steigern. Ein Beispiel dafur ist in Abb. 3-22 gezeigt.

Das spezifische PCR-Produkt (125 Bp) hat eine Schmelztemperatur von ca. 86 °C. Wéh-
rend die Probe mit 10 initialen Templatkopien in der nicht korrigierten Darstellung keinen
erkennbaren Peak bei dieser Temperatur zeigt, ist nach der Korrektur deutlich zu erkennen,
dass sperzifisches Produkt gebildet wurde (vergleiche rote Kurve in Abb. 3-22 B bzw. D).
Erst nach der Korrektur wird ein weiterer Peak bei etwa 79 °C sowohl bei der Leerprobe (0
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Kopien) als auch bei der Probe mit 10 Kopien erkennbar. Bei den Produkten mit dieser
Schmelztemperatur handelt es sich wahrscheinlich um Primerdimere. Durch PAGE-Analyse
lie sich im Fall der Probe mit 100 initialen Templatkopien nur das spezifische Produkt
nachweisen.

Der Einfluss der Korrektur des temperaturabhéngigen Quenchs bei Schmelzkurvenmessun-
gen mit SYBR-Green |-Detektion auf die Genauigkeit der Produktmengenbestimmung an-
hand der Peakflachenintegrale wurde an den PAI- und F7c-Zielsequenzen getestet. Die
aufgereinigten PCR-Produkte, generiert mit den Primerpaaren PAI-H1/R1 und F7c-H1/R1
wurden nach UV-spekirophotometrischer Konzentrationsbestimmung in den Verhéltnissen
1:4,1:2,1:1,2:1 und 4:1 gemischt und zur Schmelzkurvenanalyse in PCR-Reaktionsgemi-
sche gegeben. Die Aufzeichnung der Schmelzkurven erfolgte wie in 2.5.5 beschrieben.
Das PAI-Produkt zeigt einen Schmelzpeak mit einem Maximum bei ca. 83.5 °C, wahrend

das F7c-Produkt bei einer Temperatur von ca. 89.5 °C schmilzt. Das Ergebnis ist in
Abb. 3-23 dargestellt.
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Abb. 3-22 Steigerung der Sensitivitét der Schmelzkurvenanalyse durch die Korrektur des
temperaturabhéangigen Quenchs. Unterschiedliche Mengen humaner genomischer
DNA wurden Uber 40 Zyklen mit den Primern IGF-H2/R2 in Anwesenheit von SYBR-
Green | amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden in einer anschlieBenden Schmelzkurven-
analyse untersucht. Die Detektion erfolgte in Kanal 1. A) Nichtkorrigierte Schmelzkur-
ven. B) Peakkurven der Daten von A). C) Korrigierte Schmelzkurven. D) Peakkurven der
Daten von C)

Kapitel 3.2 Algorithmen und Software



ERGEBNISSE SOWIE DEREN DISKUSSION 79
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Das im Unterschuss eingesetzte Produkt mit der niedrigeren Schmelztemperatur (PAI) wird
ohne Korrektur des temperaturabhéngigen Quenchs deutlich Uberbestimmt. Das liegt dar-
an, dass bei seiner Schmelztemperatur das im Uberschuss befindliche Produkt mit der hé-
heren Schmelztemperatur (F7c) hier noch zur Gesamtfluoreszenz beitrégt und der dazu
proportionale Quench die Signalminderung bei dieser Temperatur verstarkt. Das PAI-
Produkt konnte ohne Korrektur bei einem vierfachen Uberschuss des F7c-Produkts nicht
mehr quantifiziert werden, da die Signalminderung bei der Schmelztemperatur (Peakhshe)
in diesem Fall geringer war als der anféngliche Signalverlust durch den Quench. Nach
Korrektur des temperaturabhéngigen Quenchs ist die tendenzielle Uberbestimmung des
Produkts mit der niedrigeren Schmelztemperatur nahezu eliminiert, die Steigung der Reg-
ressionsgeraden ist ungefdhr gleich 1.

Die deutliche Steigerung der Genauigkeit durch die Quenchkorrektur bei der Bestimmung
von Produktmengenverhdlinissen anhand von Schmelzkurvenanalysen mit Hybridisierungs-
sonden ist in 3.4.2.5 fir den Fall einer kompetitiven PCR gezeigt. Dieses Beispiel demonst-
riert gleichzeitig die Vorzige der Quenchkorrektur, némlich die héhere Genauigkeit und
den gréBeren dynamischen Bereich, fir quantitative Schmelzkurvenanalysen, wie sie z. B.

bei der quantitativen kompetitiven PCR verwendet werden.'*"2"

3.2.3 Algorithmus zur Farbkompensation

In RT-PCR-Experimenten kénnen bei Verwendung sequenzspezifischer Sonden prinzipiell
mehrere unterschiedliche PCR-Produkte im selben Reaktionsansatz nachgewiesen werden.
Dazu missen die jeweiligen spezifischen Sonden unterschiedliche Fluorophore tragen, de-
ren Emissionslicht in separaten Kanélen detektiert wird. Sinnvoll ist dieses Vorgehen z. B.
bei Multiplexansdtzen in Hochdurchsatzverfahren, bei kompetitiven Amplifikationstechniken
wie der quantitativen kompetitiven PCR oder der parallelen Bestimmung mehrerer Se-
quenzvarianten durch Schmelzkurvenanalysen mit Molecular Beacons oder Hybridisie-
rungssonden (siehe auch 0 und 1.3).
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Ein Problem stellt hierbei die Bestimmung der Fluoreszenzintensitéten der individuellen Flu-
orophore aus den Messwerten der Kandle dar. Die meisten verwendeten Fluorophore wei-
sen partiell Gberlappende Emissionsspekiren auf (Abb. 2-3, S. 39), so dass die in einem
Kanal K, gemessene Signalintensitét nicht ausschlieBlich durch die Fluoreszenz desjenigen
Fluorophors F, bedingt ist, dessen Emissionsmaximum im Detektionsbereich des Kanals
liegt, sondern méglicherweise noch die Emissionen anderer Fluorophore (Fg, Fc, usw.) zum
gemessenen Signal beitragen. Die Gréfie dieses Beitrags z. B. von Fg zum Signal in K, ist
aufBer von der Fluoreszenzintensitét von Fy auch von der Lage und Breite des durch die Fil-
tersysteme definierten Detektionsbereichs des Kanals K, sowie von der Form des Emissions-
spektrums von Fg abhdngig, welches wiederum von den Pufferbedingungen und der Tem-
peratur abhdngig ist.

Die Messung der Fluoreszenz eines Fluorophors in einem Kanal, dessen Detektionsbereich
nicht das Emissionsmaximum des Fluorophors einschlieBt, wird als Ubersprechen oder
crosstalk bezeichnet. Die durch das Ubersprechen bedingten Signalanteile kénnen mit der
Farbkompensation der Messwerte korrigiert werden, wenn das geréte-, puffer- und tempe-
raturabhéngige Ubersprechverhalten der gleichzeitig verwendeten Fluorophore bekannt ist.

Das Ubersprechverhalten wird in Farbkompensationsmessungen bestimmt, die nach einem
for das jeweilige Gerét und die verwendeten Fluorophore vorgegebenen Protokoll durch-
gefihrt werden. Ergebnis dieser Messung ist eine durch eine Kalibrierung bestimmte Para-
metermatrix, welche das temperaturabhédngige Ubersprechverhalten aller Fluorophore in
allen Kanélen fir ein bestimmtes Puffersystem charakterisiert. Fir den in dieser Arbeit ver-
wendeten LightCycler ist das Protokoll fir die Erstellung einer Kalibrierungsdatei zur Farb-
kompensation, welche die Parametermatrix enthélt, im Benutzerhandbuch beschrieben. Die
Fluoreszenzintensitéten der drei Farbstoffe Fluoreszein, RED-640 und RED-705 werden da-
zu im entsprechenden Puffer in getrennten Ansdtzen bei unterschiedlichen Temperaturen
gemessen. Die LightCycler-Software berechnet daraus die Parametermatrix und speichert
sie in einer Datei (,color compensation calibration” mit der Endung ,ccc”), die zur Farb-
kompensation in andere Messwertdateien importiert werden kann. Bei dieser Parameter-
matrix handelt es sich um die Parameter von insgesamt 4-3 = 12 Polynomen dritten Gra-
des, welche die Signalverléufe der drei Fluorophore plus den einer Pufferkontrolle (ohne
Fluorophor) in den drei Kandlen des LightCyclers in Anhdngigkeit von der Temperatur be-
schreiben. Diese Interpretation der Matrix ergibt sich aus der vergleichenden Analyse der
Daten aus der Messwertdatei zur Farbkompensation mit den Parametern der daraus er-
zeugten Kalibrierungsdatei.

Die Farbkompensation anhand dieser importierten Parametermatrix muss auch von der in
dieser Arbeit entwickelten Software durchgefihrt werden. Da es keine verdffentlichten In-
formationen zum Verfahren der Farbkompensation gibt, wurde in dieser Arbeit ein eigener
Algorithmus zur Farbkompensation entwickelt. Er nutzt die Daten der von der LightCycler-
Software erstellten Parametermatrix, kommt aber zu etwas anderen Ergebnissen als diese:
Die Anteile des Ubersprechens sind vollsténdig eliminiert, jedoch sind die residualen
Messwerte nach der Farbkompensation geringer als die von der LightCycler-Software be-
rechneten.
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3.2.3.1 Prinzip

Das in einem Kanal K gemessene Fluoreszenzsignal S einer Mischung aus n unterschiedli-
chen Fluorophoren ist die Summe der Signalanteile S’ aller n Fluorophore in diesem Ka-
nal:

Sy =Sk, Gl. 3.16
i=1

Die Indexvariable i bezeichnet die Nummer des Fluorophors. Die Signalanteile S” kénnen
als Teil a desjenigen Fluoreszenzwerts F' beschrieben werden, den der Fluorophor in dem
Kanal erzeugt, der sein Emissionsmaximum einschlieft:

Si,=ay,F Gl.3.17

S i

Durch diese Definition folgt fir den Fall der Betrachtung des Kanals, der das Emissionsma-
ximum des betrachteten Fluorophors einschlief}t, dass der Signalanteil genau dem Fluores-
zenzwert entspricht, also ax; = 1 (fur K = i).

Eingesetzt in Gl. 3.16 ergibt sich fir die n Kandle (K = 1..n) das lineare Gleichungssystem
Sy = ay,-F Gl. 3.18
i=1

bzw. in Matrixschreibweise

s=A-f Gl. 3.19

Der Vektor s enthdlt die gemessenen Fluoreszenzwerte aller Kanéle, f entsprechend die
(kompensierten) Fluoreszenzwerte der Fluorophore im jeweiligen Kanal. Die Matrix 4
(A = ag; mit K = 1..n und i = 1..n) lasst sich anhand der mit der Kalibrierung ermittelten
Parametermatrix bestimmen und muss fir jeden Temperaturwert der Messpunkte durchge-
fohrt werden, da A temperaturabhdngig ist. Fir die Daten der Amplifikationskurven muss A4
nur einmal berechnet werden, da immer bei derselben Temperatur gemessen wird. Tempe-
raturschwankungen von weniger als einem Kelvin bewirken nur vernachlassigbar kleine
Unterschiede in 4. Daher braucht auch zur Auswertung von Schmelzkurven mit dem Light-
Cycler A nur einmal je Messzyklus (der einmaligen Messung aller Proben) erfolgen: Die
sequenzielle Messung von maximal 32 Proben erfordert im LightCycler etwa 5 s; bei einem
Temperaturgradienten von 0.2 K/s betrégt der Temperaturunterschied der Messpunkte der
ersten und letzten gemessenen Probe weniger als ein Kelvin.

3.2.3.2 Farbkompensation von Messwerten

Zur Berechnung der Kompensation wird zundchst aus den Werten der Parametermatrix ei-
ne Matrix von Polynomen dritten Grades erstellt. Die Matrixspalten entsprechen den Fluo-
rophoren, die Matrixreihen den Kandlen. Fir die im LightCycler verwendeten drei Fluo-
rophore und drei Kanéle ergibt sich eine 3x3-Matrix. Das Element [1,1] bezieht sich auf
den Fluorophor Fluoreszein, gemessen in Kanal 1, das Element [1,2] bezieht sich auf Fluo-
reszein, gemessen in Kanal 2 usw. Die Polynome beschreiben die in der Kalibrierungsmes-
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sung ermittelten Signale der Fluorophore in den Kanélen in Abhéngigkeit von der Tempe-
ratur. AnschlieBend wird anhand der Polynome eine Matrix von Datenreihen erstellt, wel-
che die relativen, temperaturabhdngigen Signalanteile der Fluorophore in den Kandlen
beschreiben. Jede Datenreihe enthalt 10 Datenpunkte fir 10 unterschiedliche, gleichver-
teilte Temperaturwerte zwischen 40 °C und 100 °C. Die Werte dieser Datenreihen werden
schlieBlich wieder durch Polynome interpoliert. Die nun vorliegende Matrix von Polynomen
beschreibt die Signalanteile jedes in der Kalibrierungsmessung verwendeten Fluorophors in
iedem Kanal fir beliebige Temperaturen zwischen 40 °C und 100 °C.

Anhand dieser Polynommatrix wird jetzt fir die Messtemperatur eine Matrix 4 berechnet,
welche die Signalanteile der Fluorophore in den Kanélen fir die gegebene Messtempera-
tur enthélt. Die Bestimmung der kompensierten Messwerte erfolgt dann durch die Lésung
des linearen Gleichungssystems GlI. 3.19.

Die Lésung dieser Gleichungssysteme muss im Prinzip fir jeden Messpunkt durchgefihrt
werden und kann optimiert werden, indem A4 zunéchst in die LU-Form (siehe unten) ge-
bracht wird und das System anschlieBend nach dem CROUT-Algorithmus gelést wird. Die
Verfahren zur Dekomposition der Matrix und Lésung des Systems sind in Press et al. be-

schrieben.?'®

Die Dekomposition einer Matrix in die LU-Form leitet sich von der Darstellung einer Matrix
als Produkt zweier triangulérer Matrizen ab: 4 = L-U, wobei L die untere (lower) triangulé-
re und U die obere (upper) triangulére Matrix ist. Im Falle einer 3x3-Matrix sieht diese
Gleichung aus wie folgt:

Ay Gy g A 0 0 Uy Dy U
Ay Gyy Gyy |=| Ay Ay 0110 Uyp U3 Gl. 3.20
A3y dzp Az /13,1 /13,2 /13,3 0 0 Us3

Mit dieser Form |@sst sich ein lineares Gleichungssystem durch
A-f=(L-U)-x=L-(U-x)=s Gl. 3.21

|6sen, indem zundchst der Vektor y bestimmt wird, so dassL-y=s und dann U-f=y

geldst wird.

Der Vorteil dieses Verfahrens liegt darin, dass diese beiden Systeme einen trianguldren Satz
linearer Gleichungen darstellen, die sich durch einfache Substitutionsverfahren sehr leicht
|6sen lassen. Wéhrend die autwéandige Berechnung der LU-Form nur einmal je Tempera-
turwert erfolgen muss (und damit z. B. nur ein einziges Mal fir ein Experiment zur Quantifi-
zierung), kann diese Form dann verwendet werden, um das System in Gl. 3.19 sehr
schnell fir jeden Messpunkt jeder Probe zu l6sen.

3.2.3.3 Vergleichende Auswertung mit dem neuven Algorithmus

Der Effekt der Farbkompensation ist im Folgenden an den Demonstrationsdateien zur pa-
rallelen Messung mit RED-640 und RED-705 gezeigt, die mit dem LightCycler ausgeliefert
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werden. Die genauen Versuchsprotokolle zur Aufzeichnung der Daten sind dem LightCyc-
ler-Benutzerhandbuch zu entnehmen.

Das erste Beispiel zeigt Amplifikationskurven zweier unterschiedlicher Zielsequenzen im sel-
ben Reaktionsansatz (Abb. 3-24). Die erste Zielsequenz aus dem humanen TNF-Gen wur-
de mittels einer mit RED-640 markierten Hybridisierungssonde detektiert, deren Hauptsig-
nalanteil in Kanal 2 aufgezeichnet wird. Bei der zweiten, nicht néher beschriebenen Zielse-
quenz handelt es sich um einen Kompetitor, der mit einer mit RED-705 markierten Hybridi-
sierungssonde detektiert wurde, deren Hauptsignalanteil in Kanal 3 aufgezeichnet wird.
Wahrend die Proben unterschiedliche Mengen der TNF-Zielsequenz enthielten, war die
Menge der Kompetitorsequenz in allen Proben gleich. Beide Zielsequenzen werden mit
demselben Primerpaar amplifiziert.

Betrachtet man die Amplifikationskurven, die sich aus den in Kanal 2 aufgezeichneten
Messwerten ergeben, erkennt man das typische Muster einer seriellen Verdinnungsserie
der Zielsequenz mit dquidistanten exponentiellen Abschnitten der Kurven (Abb. 3-24 A).
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Abb. 3-24 Amplifikationskurven aus der Datei ,DemoQuant-DualColor”. A) Daten aus Ka-
nal 2 (zur Detektion der TNF-Sequenz mit RED-640) ohne Farbkompensation. B) Daten
aus Kanal 2 mit Farbkompensation. C) Daten aus Kanal 3 (zur Detektion der Kompeti-
torsequenz mit RED-705) ohne Farbkompensation. D) Daten aus Kanal 3 mit Farb-
kompensation.
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Das Muster bleibt durch die Farbkompensation unveréndert (Abb. 3-24 B).

Hierbei werden die Signalanteile des Fluoreszeins der Donorsonden sowie die des Farb-
stoffs RED-705 der Akzeptorsonden zur Detektion der Kompetitorsequenz vom gemessenen
Signalwert in Kanal 2 subtrahiert. Wie aus Abb. 2-3 auf Seite 39 ersichtlich, sind die in
Kanal 2 detektierten Anteile der Emissionsspektren sowohl von Fluoreszein als auch von
RED-705 sehr gering und haben einen entsprechend vernachldssigbaren Effekt bei der
Farbkompensation in Kanal 2. Aufgrund der deutlich héheren Quantenausbeute des Fluo-
reszeins im Vergleich zu RED-640 ist der Signalanteil des Fluoreszeins in Kanal 2 jedoch
messbar, éndert sich aber im Verlauf der PCR nicht signifikant, da die Sonden in einem
groBen Uberschuss im Reaktionsansatz sind. Daher ist die durch die Zunahme des spezifi-
schen PCR-Produkts bedingte Abnahme der Konzentration an freien Donorsonde wahrend
der Messung vernachléssigbar.

Deutlich anders verhalt es sich mit den Amplifikationskurven, die sich aus den in Kanal 3
aufgezeichneten Messwerten ergeben. Ohne Farbkompensation erkennt man ein sehr &hn-
liches Muster wie fir die Daten aus Kanal 2, obwohl die Amplifikationskurven wegen der in
allen Reaktionsansatzen gleichen Menge an Kompetitor zumindest in ihren exponentiellen
Phasen deckungsgleich sein sollten (Abb. 3-24 C). Das beobachtete Ergebnis lasst sich
durch die signifikanten Signalanteile von RED-640 erkléren, die in Kanal 3 gemessen wer-
den: zum einen ist der in Kanal 3 detektierte Anteil des Emissionsspekfrums von RED-640
vergleichsweise grof3 (Abb. 2-3), zum anderen ist die Quantenausbeute dieses Farbstoffs
deutlich gréBer als die von RED-705. Nach der Farbkompensation zeigen nur noch die
Amplifikationskurven der Proben mit weniger als 10° TNF-Kopien einen exponentiellen
Signalanstieg, diesen aber, wie erwartet, alle beim selben Zykluswert (Abb. 3-24 D). In
den Proben mit mehr als 10° TNF-Kopien, also mindestens der 5-fachen Menge des Kom-
petitors, wurde die Kompetitorsequenz nicht bis auf detektierbare Mengen amplifiziert,
wahrscheinlich weil die im Reaktionsansatz vorhandenen Primer zur Amplifikation der TNF-
Sequenz aufgebraucht wurden.

Das zweite Beispiel zeigt die Peakkurven einer Schmelzkurvenanalyse zur Detektion bzw.
Typisierung zweier unterschiedlicher Mutationen auf dem gleichen Amplikon im selben Re-
aktionsansatz (Abb. 3-25). Das Versuchsprotokoll ist bei Bernard et al. Beschrieben.?"
Untersucht wurden die Kodone 112 und 158 des Gens fir Apolipoprotein E (apo E) in ei-
ner Probe mit zwei Paaren von Hybridisierungssonden im Reaktionsansatz. Die Sequenz
des Kodons 112 wurde mit einer RED-640-markierten Akzeptorsonde analysiert, die des
Kodons 158 mit einer RED-705-markierten Akzeptorsonde. Ein beide Kodone umfassender
Sequenzbereich wurde zundchst amplifiziert, anschliefend wurde eine Schmelzkurve aufge-
zeichnet und anhand der ermittelten Schmelztemperaturen der Akzeptorsonden bestimmt,
ob das Kodon die Wildtypsequenz aufweist (,wt“) oder eine Mutation tragt (,mut”). Im Fal-
le einer Mutation hybridisieren die zu den Wildtypsequenzen komplementéren Akzeptor-
sonden nur unter Ausbildung einer Basenfehlpaarung auf dem Amplikon, welche die
Schmelztemperatur des Hybrids herabsetzt.
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Abb. 3-25 Peakkurven der Schmelzkurvenanalyse der Daten aus ,Demo-Mutation-
DualColor”. Verwendet wurden die Daten des Signalverhéltnisses von Kanal 3 und
Kanal 1: die Peakkurven sollen Aufschluss geben Gber den Genotyp in Kodon 158 des
Gens apok. Zur simultanen Bestimmung des Genotyps von Kodon 112 wurde eine mit
RED-640 markierte Sonde verwendet, deren Schmelzverhalten sich aus dem hier nicht
gezeigten Signalverhélinis von Kanal 2 und Kanal 1 ableiten Igsst. A) Daten ohne Farb-
kompensation. B) Daten nach Farbkompensation. C) Daten nach Farbkompensation
und Quenchkorrektur. D) Daten nach Farbkompensation, ausgewertet mit der Light-
Cycler-Software LCDA, Version 3.5. wt/wt: homotygote Wildtypsequenz in beiden Ko-
donen, mut/wt: homozygote Mutation in Kodon 112, homozygote Wildtypsequenz in
Kodon 158, mut/mut: homozygote Mutation in beiden Kodonen, het/het: heterozygot
in beiden Kodonen, -/-: Negativkontrolle ohne Templat-DNA.

Die Peakkurve aus den in Kanal 3 (RED-705, Kodon 158) aufgezeichneten Daten der Pro-
be mu/* (homozygote Mutation in Kodon 112, homozygote Wildtypsequenz in Kodon

mut | wt
158) sollte genau einen Peak haben mit dem Maximum bei ca. 66 °C, zeigt jedoch zwei
Peaks, was eigentlich einen heterozygoten Genotyp fir Kodon 158 anzeigen wirde. Bei
der Probe mu/mu (heteozygot an beiden Positionen) sollten hier hingegen zwei Peaks er-

wt wt

kennbar sein mit den Maxima bei ca. 57 °C und 66 °C. Staftdessen zeigt die Peakkurve
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drei Uberlagerte Peaks. Lediglich die Kurven fir die Proben £/ ynd e /mut k&nnen rich-

wt wit mut mut

tig und zweifelsfrei interpretiert werden (Abb. 3-25 A). Nach Farbkompensation lassen
sich alle Kurven korrekt interpretieren (Abb. 3-25 B). Wie in Abb. 3-25 C zu sehen, wird
das Ergebnis noch deutlicher, insbesondere fir die Probe 2« /=t “wenn die Daten zusdtz-

lich um den temperaturabhdngigen Quench korrigiert werden (siehe 3.2.2.2).
Abb. 3-25 D zeigt zum Vergleich die mit der LightCycler-Software LCDA (Version 3.5) er-
mittelten Peakkurven nach Farbkompensation. Das Ergebnis ist vergleichbar mit den in B
gezeigten Kurven, lediglich die Glattung der Kurven ist hier etwas schlechter (die Kurven
aus A, B und C sind wie in 0 beschrieben durch Splines gegléttet).

3.2.4 Software zur automatisierten Auswertung

Die in 3.2.1, 0 und 3.2.3 vorgestellten Algorithmen wurden in ein Computerprogramm
implementiert, welches die komfortable und automatisierte Auswertung von Real-time-PCR-
Messungen erméglicht. Zusétzlich werden die Ergebnisse von Quantifizierungen hinsicht-
lich ihrer Genauigkeit und Verlésslichkeit charakterisiert. Das Programm erlaubt zudem die
quantitative Auswertung von Experimentdateien nach den herkémmlichen Verfahren (ohne
Korrektur amplifikationsunabhdngiger Trends aus den Signalkurven und Bestimmung der
C;-Werte nach der Fit-points-Methode oder der 2nd-derivative-maximum-Methode, wie sie
im LightCycler Benutzerhandbuch beschrieben ist). Der Programmname ist SoFAR, was sich
ableitet von Software For the Analysis of Real-time PCR data. Das Programm ist vollsténdig
objektorientiert programmiert. Als Entwicklungsumgebung diente Borland Delphi in der
Version 6.0.

Im Rahmen dieser Arbeit kann und soll nicht auf die Details der Programmierung einge-
gangen werden. Der dokumentierte Quelltext sowie das lauffdhige Programm befinden
sich auf der beiliegenden CD-ROM im Verzeichnis ,SoFAR”. Hier wird im Folgenden nur
ein Uberblick tber die Konzeption, und die Verbindungsstrukturen der an den Auswertun-
gen beteiligten Klassen gegeben. Auf die Komponenten zur Anzeige von Datenreihen in
x/y-Diagrammen (sehr umfangreiche und leistungsfahige Eigenentwicklungen) beispiels-
weise, wird hier nicht eingegangen. Zwar ist die grafische Prasentation der Daten ein we-
sentlicher Teil der Software, allerdings haben diese Komponenten keinen Anteil an der
Auswertung von Messwertdateien.

Bezeichner von Programmteilen wie Objekten, Variablen und Prozeduren, wie sie im Pro-
grammcode verwendet werden, sind durch die Schriftart Courier gekennzeichnet. Das
Programm selbst ist mit dem Quellcode im Anhang hinreichend kommentiert.

Die zum Verstdndnis der folgenden Abschnitte wichtigen programmiertechnischen Begriffe
sowie Bezeichnungen, die im Zusammenhang mit RT-PCR-Experimenten stehen, sind im
Anhang in Tab. 7-1 erklart (7.3), Beschreibungen der wichtigen Klassen und Datenfelder
sind ebenfalls im Anhang (7.4) aufgefuhrt.
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3.2.4.1 Konzeption

Mit dem Softwareprogramm ist eine parallele Auswertung von Proben verschiedener Expe-
rimente mdglich, sofern die PCR-Protokolle dieser Experimente genau Gbereinstimmen.
Dies erlaubt z. B. den direkten Vergleich der Ergebnisse verschiedener Experimente, die
nach demselben Protokoll durchgefihrt wurden, oder die Quantifizierung von Proben aus
mehreren Experimenten anhand einer zuvor aufgezeichneten Standardkurve. Der direkte
Vergleich bzw. die gemeinsame quantitative Auswertung von Experimenten mit unterschied-
lichen PCR-Protokollen ist in der Regel nicht sinnvoll und wird daher vom Programm nicht
erlaubt. Es besteht jedoch die Méglichkeit, dass Proben gemeinsam ausgewertet werden,
bei welchen unterschiedliche Zielsequenzen amplifiziert wurden und/oder unterschiedlich
zusammengesetzte Reaktionsansétze verwendet wurden. Dariber liegen im PCR-Protokoll
keine Informationen vor, so dass hier immer der Anwender sicherstellen muss, dass nur
sinnvolle Kombinationen von Proben gemeinsam ausgewertet werden.

Allgemeine Informationen zu den geladenen Experimenten sowie die Ergebnisse der Analy-
sen werden in tabellarischer Form dargestellt, die zur Auswertung verwendeten Datenrei-
hen mit Messwerten werden in x/y-Diagrammen dargestellt. Die Anzeige und Auswertung
bezieht sich auf eine Selektion von Proben der geladenen Experimente, die jederzeit vom
Anwender geéndert werden kann, um z. B. nur eine Untergruppe von Proben auszuwerten
oder um Ausreifler aus der Auswertung herauszunehmen.

Wenngleich normalerweise nicht notwendig, so erlaubt das Programm dennoch die Ande-
rung aller wichtigen Einstellungen fur die Analysen wie z. B. der zu verwendenden Mess-
werte, unterschiedlicher Korrekturverfahren der Rohdaten, Schwellenwerte, unterschiedli-
cher Verfahren zur Bestimmung der Cr-Werte usw. Jede Anderung bewirkt die augenblick-
liche Neuberechnung aller Ergebnisse, so dass jederzeit jede Einstellung gedéndert werden
kann. Der Anwender wird nicht, wie bei den derzeit kommerziell erhaltlichen Programmen,
schrittweise durch die Auswertung gefihrt, wo in jedem Schritt ein anderer Analyseparame-
ter einzustellen und zu kontrollieren ist, sondern die Ergebnisse der Analysen liegen immer
vor und sind immer giltig fir die aktuell selektierten Proben und die aktuellen Einstellun-
gen. Bei Experimenten mit eindeutig auswertbaren Daten braucht der Anwender das Expe-
riment nur zu &ffnen, um sofort und ohne weitere Angaben das Ergebnis aller Analysen zu
erhalten. Bei zweifelhaften Ergebnissen kann der Anwender jede Einstellung direkt verdn-
dern und erhalt sofort die neuen Ergebnisse.

Der Quellcode des Projekts gliedert sich in verschiedene Abschnitte, die Units, welche
jeweils logisch zusammenhdngende Teile des Quellcodes enthalten. Diese Gliederung des
Quelltextes erhsht die Ubersichtlichkeit des Projekts und erlaubt eine schnelle und einfache
Navigation. Die Namen der Quellcodedateien selbsterstellter Units beginnen mit einem
,U”, um sie als Unit-Quellcodedatei zu kennzeichnen. Eine Liste der fir dieses Projekt er-
stellten Units ist in Tab. 3-1 aufgefthrt. Die zur Auswertung wichtigen Strukturen aus
diesen Units sind in den folgenden Abschnitten behandelt.
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Die Units stehen in einem hierarchischen Abhangigkeitsverhéltnis zueinander, da sie Tei-
le aus anderen Units bendtigen (zirkuldre Abhéngigkeiten sind in Delphi nicht erlaubt).
Beispielweise benétigt die in der Unit UAnalysis definierte Klasse TAnalysisData
einen Zugriff auf die Messdaten, die von der Klasse TSample verwaltet werden, die ihrer-
seits in der Unit TRun definiert ist. Dazu muss die Unit UAnalysis die Unit URun
einbinden. Anderungen innerhalb der Unit URun kénnen somit Auswirkungen auf die
Funktionsféhigkeit der in der Unit UAnalysis definierten Klassen haben. Eine Ubersicht
der Abhéngigkeiten ist in Abb. 3-26 gezeigt, aus welcher auch funktionale Gruppen von

Units hervorgehen, die durch einheitliche Farbgebungen gekennzeichnet sind.

Tab. 3-1 Dateinamen und Inhalte der Units, die im Projekt zur Datenverwaltung und
Analyse verwendet werden. Die meisten Units beinhalten die Deklaration von einer
oder mehreren Klassen. Die Bezeichner der wichtigsten Klassen sind jeweils im Inhalts-
feld angegeben.

Dateiname Inhalt Klassen
Units fir fundamentale Aufgaben
UArrays Klassen fir dynamische Felder zur Ver- TF1tList
waltung von Datenreihen und Matrizen u. a.
variabler Grofle.
UFlatComponents Standardkomponenten wie Schalt- und TFlatEdit
Auswahlfelder in flachem 3D-Design. TFlatCombo
u. a.
UObjList Klassen zur Verwaltung von Obijekilisten. TObjList
TListObj
UParser Klasse zum Einlesen und zur Inferpre- TParser
tation von Textdateien.
UStream Klassen zum Speichern und Laden ver- TPersistentWriter
offentlichter  Eigenschaftswerte  von TPersistentReader
Obiekten. TStreamObject
UUserDialog Abstrakte Dialogkomponente zur Dar- TUserDialog
stellung selbstdefinierter Dialoge.
Units for mathematische Funktionen
UFit Funktionen zur linearen Regression so- TFitFunc
wie eine Klasse zur Verwaltung para-
metrischer Funktionen, deren Parameter
an gegebene Datenreihen angepasst
werden kénnen.
UFunctions Klassen zur Verwaltung verschiedener TBgrFunction
Funktionen. TExponential
u. a.
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Dateiname

Inhalt

Klassen

UMath

UPeaks

USpline

Grundlegende mathematische und sta-
tistische Funktionen zur Berechnung von
Logarithmen, Potenzen, Mittelwerten,
Standardabweichungen und  Ableitun-
gen sowie Klassen zur Verwaltung von
mathematischen Funktionen ohne und
mit Parametern.

Klasse zur Verwaltung der Peakfunktion
(Summe von GauBkurven).

Klasse zur Verwaltung von Spline-Funk-
tionen.

TFunc
TParamFunc

TPeaks

TSpline

Units zur Datenanalyse

UAnalysis

UMeltAnalysis

UQuantAnalysis

Abstrakte Komponente zur Analyse von
Experimenten. Die Klassen werden in
den Units UQuantAnalysis und
UMeltAnalysis abgeleitet.

Komponente zur Schmelzkurvenanalyse
von Experimenten sowie Klassen zur
Verwaltung der Daten und Ergebnisse
der analysierten Proben und Pro-
bengruppen.

Komponente zur quantitativen Analyse
von Experimenten sowie Klassen zur
Verwaltung der Daten und Ergebnisse
der analysieten Proben und Pro-
bengruppen.

TAnalysis
TAnalysisData
TAnalysisGroup

TMeltAnalysis
TMeltAnalysisData
TMeltAnalysisGroup

TQuantAnalysis
TQuantAnalysisData
TQuantAnalysisGroup

Units zur grafischen Anzeige von Datenreihen

UChart

UChartComponents

UChartDialog

UDataStyleDialog

Visuelle Komponente zur Darstellung
von x/y-Diagrammen.

Komponenten zur Einstellung verschie-
dener Eigenschaften von Diagramm-
elementen der in UChart deklarierten
Komponente TChart.

Dialog zur Einstellung der Eigenschaften
von Diagrammelementen  der in
UChart  deklarieten  Komponente
TChart.

Dialog zur Einstellung der Eigenschaften
zur Anzeige von Datenreihen in Diag-
rammen der in UChart deklarierten
Komponente TChart.

TChart
TChartData
u. a.

TChartCombo
u. a.

TChartDialog

TDhataStyleDialog

Algorithmen und Software
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Dateiname Inhalt Klassen

Units zur Datenverwaltung

ULCTreeView Visuelle Komponente zur Verwaltung TLCTreeview
von LightCycler-Experimenten und zur
Anzeige und Selektion von Proben.

URun Klassen zur Verwaltung der Daten von TRun
LightCycler-Experimenten. TSample
u. a.

Die drei wichtigsten Gruppen umfassen (i) Units for mathematische Berechnungen wie
der Berechnung von Funktionswerten und statistischen Kennwerten sowie der Anpassung
von Parametern, (i) Units zur grafischen Darstellung von Datenreihen in x/y-
Diagrammen sowie Dialogen zur Einstellung von Anzeigeattributen und (i) Units zur A-
nalyse der Datenreihen fir quantitative Auswertungen oder Schmelzkurvenanalysen. Die
Units URun und ULCTreeview lassen sich keiner dieser Themengruppen zuordnen,
wobei URun eine zentrale Stellung einnimmt. Sie bindet UFunctions ein, da die Klasse
TPolynomial zur Farbkompensation bei Multiplexexperimenten bendtigt wird (siehe
3.2.3). ULCTreeview wiederum verbindet die Datenverwaltung Uber Instanzen der in
URun definierten Klasse TRun mit den Anzeigeattributen der Datenreihen in den x/y-
Diagrammen, weshalb sie neben URun auch Units aus den Themengruppen zur grafi-
schen Darstellung einbindet.

Auf der obersten Ebene finden sich die Units ULCTreeview, UQuantAnalysis und
UMeltAnalysis, welche die zentralen Komponenten mit den zugehérigen Klassen zur
Datenverarbeitung bereitstellen, die im Hauptprogramm genutzt werden.

3.2.4.2 Klassen zur Datenverwaltung und Auswertung

Eine Kurzbeschreibung der Klassen zur Verwaltung und Auswertung von LightCycler-Daten
befindet sich in Tab. 7-2 (7.4), eine Ubersicht Gber den Stammbaum dieser Klassen ist in
Abb. 7-1 (7.4) gezeigt.

Die Verwaltung der vom LightCycler-System aufgezeichneten Daten geschieht im Wesentli-
chen Uber die Klasse TRun, welche die Daten aus den Dateien lesen kann und anderen
Objekten fir Auswertungen und Anzeigen zur Verfigung stellt. Instanzen der Klasse TRun
werden von der Klasse TLCTreeView verwaltet, welche sicherstellt, dass die Protokolle
gleichzeitig gedffneter Dateien Ubereinstimmen sowie eine Schnitistelle zur Selektion von
Proben durch den Anwender bereitstellt.

Die Berechnungen zur Quantifizierung und Schmelzkurvenanalyse werden von den von
TAnalysis abgeleiteten Klassen durchgefihrt. Die dazu benétigten probenbezogenen
Daten wie z. B. Angaben Uber die exponentiellen Phasen von Amplifikationskurven oder
Uber die Peaks von Schmelzkurvendaten werden von den von TAnalysisData abgelei-
teten Klassen verwaltet. Die von TAnalysisGroup abgeleiteten Klassen sind zusténdig
for die statistischen Auswertungen von Probengruppen.
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ULCTreeView UQuantAnaly51s UMeltAnaly51s
UAnaly51s
|UDataStyleD1alog|
UChartDialog
A | UPeaks |
- A
|UChartComponents| | R OnS |
V\\\\\\\ ‘
| UChart | | USpline
UUserDialog |
| UFlatComponents | UMath

| UStream

| UObjList |

Abb. 3-26 Abhéngigkeitsdiagramm der selbsterstellten Projekt-Units. Die Units der hé-
heren Ebenen binden die durch Pfeile verbundenen Units niedrigerer Ebenen ein. Die
Units binden immer alle Units ein, von denen die eingebundenen Units abhéngig
sind. URun z. B. bindet auch UArrays ein, was aus der Reihe UArrays—-UMath-
UFit-UFunctions—URun hervorgeht. Die Farben kennzeichnen zusammengehérige
Themengruppen (grau: fundamentale Aufgaben, grin: grafische Anzeige, gelb: ma-
thematische Funktionen, rot: Analyse, blau: Datenverwaltung).

3.2.4.3 Klassenstruktur zur Verwaltung der LightCycler-Daten

Die vom LightCycler-System aufgezeichneten Daten beziehen sich auf jeweils ein Experi-
ment. Im ,About-File” (.ABT) befinden sich Informationen zum Experiment, zu Geréteein-
stellungen, zum PCR-Protokoll sowie zu den analysierten Proben. Die aufgezeichneten
Messwerte fir Zeit, Temperatur und Fluoreszenz befinden sich im ,Fluorescence-File”
(.FLO). Fur die Auswertungen werden die Daten aus diesen Dateien eingelesen und in
strukturierter Form Uber ein Objekt der Klasse TRun bereitgestellt, welches seinerseits
Schnittstellen zu anderen Objekten bereitstellt, welche spezielle Daten verwalten.

Eine Ubersicht tber die beteiligten Klassen, deren Daten sowie die Verbindungen zwischen
den Klassen ist in Abb. 3-27 dargestellt. Die Bezeichnungen der Datenfelder mit Angaben
Uber die Datentypen und deren Bedeutung sind in der Tabelle Tab. 7-3 (7.4) aufgefGhrt.
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Abb. 3-27 Klassenstruktur zur Verwaltung von LightCycler-Daten. Die Klassenstrukturen sind
durch graue Rechtecke symbolisiert. Sie enthalten den Klassenbezeichner (fett), Verweise
auf andere Objekte (Pfeile) sowie ggf. Feldbezeichner bzw. Eigenschaften (in den wei-
en Kasten) fur die gespeicherten Daten. Die Bedeutungen der Felder sind in Tab. 7-3
beschrieben. Methoden und Ereignisse der aufgefihrten Klassen sind der Ubersichtlich-
keit halber nicht angegeben.

Die Klasse TRun speichert selbst lediglich den Dateinamen der geladenen LightCycler-
Datei (Filename) sowie die Parameter der verwendeten Farbkompensation (CCSet), da
die Farbkompensation der Fluoreszenzdaten der Proben von TRun durchgefihrt wird. Alle
anderen probenibergreifenden Daten werden in der Klasse TRunInfo gespeichert. Das
PCR-Protokoll ist Uber den Eintrag Programs verfigbar, der auf eine Liste mit PCR-
Programmen zeigt, die ihrerseits wieder Verweise auf Listen mit den Segmentdaten enthal-
ten. Die probenbezogenen Daten sind Uber Samples erreichbar. Probengruppen identi-
scher Reaktionsanséitze sind durch Groups ansprechbar. Die Eigenschaft RawData Klasse
TSample verzweigt zu den Messwertdaten der Probe. Die dort referenzierte Klasse
TDataList enthdlt eine Liste mit Verweisen auf alle Messwertlisten der Probe, die je
Segment in einer Klasse TSegData zusammengefasst sind. Der Eintrag im Feld
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DataIndex der Klasse TSegment ist der Index desjenigen Eintrags in TDataList, wel-
cher die Daten dieses Segments enthalt.

Die Klasse ThataSegments enthdlt eine nach dem Analysemodus (Quantifizierung,
Schmelzkurve) sortierte Aufstellung von Listen mit Segmenten, welche Daten enthalten. In
der Lliste TRun.DataSegments[anQuantification] befinden sich z. B. alle Seg-
mente des PCR-Protokolls, die Daten zur Quantifizierung enthalten.

Die Datenreihen mit den Zeit-, Temperatur- und Fluoreszenzwerten werden von Objekten
der Klosse TF1tList verwaltet. Der benétigte Speicherplatz fir die FlieBkommawerte
wird je nach Bedarf dynamisch alloziert. Zwar bietet die verwendete Programmiersprache
dynamische Feldvariablen, die genau diesen Zweck erfillen (,dynamic arrays”) , jedoch
funktionieren diese in der aktuellen Version der Entwicklungsumgebung nicht fehlerfrei.
Daher war die Neuentwicklung einer Klasse zur dynamischen Speicherverwaltung nétig.

Die Objekte der Klasse TRun werden von einem Ubergeordneten Objekt verwaltet, wel-
ches eine visuelle Schnittstelle zur Auswahl der auszuwertenden Proben zur Verfigung stellt.
Bei diesem Objekt, TLCTreeView, handelt es sich um eine von TTreeView abgeleitete
Komponente, welche in der Lage ist, die Proben der gelodenen Experimente in einer
baumartig verzweigten Struktur darzustellen. Die Eintrége in dieser Struktur werden als
Knoten bezeichnet. Jeder Knoten kann seinerseits wieder eine beliebige Zahl untergeord-
neter Knoten enthalten. Die Knoten der obersten Ebene reprdsentieren die geladenen Ex-
perimente. Jeder Experiment-Knoten verzweigt in drei Unterknoten, welche die Proben glei-
chen Probentyps enthalten: Standards, Unbekannte und Kontrollen. Wenn Proben grup-
piert wurden, werden diese auch in TLCTreeView unter einem Gruppen-Knoten zusam-
mengefasst.

Die Komponente TLCTreeView verwaltet die Daten Gber eigene Datenstrukturen, welche
Verweise auf die Lauf-, Gruppen- oder Probendaten aus TRun mit Verweisen auf Darstel-
lungsparameter fur die grafische Anzeige und Informationen zum Selektionsstatus der Pro-
be zusammenfassen.

Die Anforderung, ein Experiment zu &ffnen oder zu schlieen, erfolgt im Programm Gber
die Komponente TLCTreeView. Diese prift zundchst, ob die gewinschte Aktion, z. B.
das Hinzufigen eines Experiments zur Auswertung, méglich ist. Wenn das der Fall ist, wird
die Aktion ausgefthrt, ansonsten wird ein Fehlerwert zurickgegeben. Wurde eine Aktion
ausgefihrt, erzeugt die Komponente ein entsprechendes Ereignis, worauf andere Kompo-
nenten reagieren kénnen, um nétige Anderungen vorzunehmen (z. B. die Aktualisierung
von Ergebnissen und Anzeigen).

Die gemeinsame Auswertung von Proben ergibt nur dann sinnvolle Ergebnisse, wenn so-
wohl die Reaktionskomponenten (bis auf das Templat) als auch die PCR-Programme bei
allen gemeinsam auszuwertenden Proben identisch sind. Da sich Angaben zu PCR-
Programmen in den LightCycler-Dateien befinden, kann ein Experiment nur dann bereits
geoffneten Experimenten hinzugefiigt werden, wenn die PCR-Programme in allen Punkten
Gbereinstimmen. Uber die Reaktionskomponenten sind in den Dateien keine zwingenden
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Angaben gemacht. Daher muss der Anwender sicherstellen, dass alle gleichzeitig selektier-
ten Proben, egal ob aus einem oder mehreren Experimenten, identische Reaktionskompo-
nenten beinhalten.

3.2.4.4 Klassenstruktur zur Auswertung selektierter Proben

Die Auswertung der selektierten Proben erfolgt durch die eigensténdigen Komponenten
TQuantAnalysis und TMeltAnalysis, die von der Komponente TAnalysis abge-
leitet sind. TAnalysis verweist auf ein Segment (TSegment), dessen Daten analysiert
werden sollen. Weiterhin verwaltet sie eine Liste mit probenbezogenen Daten sowie eine
Liste mit gruppenbezogenen Daten. Die probenbezogenen Daten werden in der Klasse
TAnalysisData verwaltet, die gruppenbezogenen Daten in der Klasse in
TAnalysisGroup. TAnalysis fuhrt die Methode Update ein, in welcher die virtuellen
Methoden CalcData und CalcResults sowie die Methoden zur Ereignisgenerierung
aufgerufen werden.

Eine Ubersicht tber die beteiligten Klassen, deren Daten sowie die Verbindungen zwischen
den Klassen ist in Abb. 3-28 dargestellt. Die Bezeichnungen der Datenfelder mit Angaben
Uber die Datentypen und deren Bedeutung sind in Tab. 7-4 (7.4) aufgefihrt.

TAnalysis

DataSourceX
DataSourceY
ChannelIndex

Segment )| TSegment |

Datal[i] TAnalysisData
Yy
TFltList
Group[i] ¢ TAnalysisGroup
XData Value[1i]
e U |
Uplaite Datal[i] b
YData |—
CalcResults Group )
Sample —’l TS, le |
| AddSample | »»»»» AddData | P H amp.
| RemoveSample | ..... S, | CalcData
: | TGroup |
| Cachroups | ..... calc |
CalcData T
ResultsChange

Abb. 3-28 Klassenstruktur zur Analyse der selektierten Proben. Die Klassen TAnalysis,
TAnalysisData und TAnalysisGroup sind abstrakte Klassen. Im Programm wer-
den die speziell fir die Quantifizierung und Schmelzkurvenanalyse abgeleiteten Klassen
verwendet, bei welchen die virtuellen Methoden der abstrakten Klassen tiberschrieben
sind. Aufler der Methode Update sind alle hier aufgefihrten Methoden virtuell dekla-
riert.
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Die Klasse TAnalysisData enthdlt einen Verweis auf die Probe (TSamp1le) sowie Listen
mit FlieBkommawerten (x- und y-Werte) der zu analysierenden Daten. Die Klasse hat einen
virtuellen Konstruktor und eine ebenfalls virtuell deklariete Methode CalcData, die in
den abgeleiteten Klassen TQuantAnalysis und TMeltAnalysis zur Quantifizierung
bzw.  zur  Schmelzkurvenanalyse ~ Gberschrieben  sind.  In der  Methode
TAnalysisData.CalcData werden lediglich die x- und y-Werte aus den Messdaten
zugewiesen. Die Uberschriebenen Methoden ergénzen dies um analysespezifische Berech-
nungen. Die Berechnungen im Einzelnen erfolgen geméf der in 3.2.1 und 0 beschriebe-
nen Algorithmen.

3.2.4.5 Klassen zur Verwaltung von Funktionen

Datenreihen zur quantitativen Analyse sowie zur Schmelzkurvenanalyse werden durch ver-
schiedene Funktionen beschrieben (siehe 3.2.1 und 0). Die Parameter dieser Funktionen
werden zusammen mit den Methoden zur Berechnung der Funktions- und Ableitungswerte
von speziellen Klassen verwaltet. Bei allen Funktions- und Parameterwerten handelt es sich
um FlieBkommazahlen doppelter Genauigkeit (Datentyp Double: 8 Byte, 15 signifikante
Stellen). Die von TObject abgeleitete, abstrakte Klasse TFunc stellt die abstrakte Funkti-
on y (x) zur Verfigung, die in abgeleiteten Klassen Gberschrieben werden muss, um an-
hand des angegebenen x-Wertes einen y-Wert zu berechnen. Die virtuelle Funktion dy (x)
berechnet die erste Ableitung bei x numerisch nach der Formel dy(x) = (y(x+h)—y(x))-h .,
wobei & ausgehend von 10® solange um den Faktor 0.2 verringert wird, bis sich der be-
rechnete Wert for dy(x) nicht mehr éndert oder nicht mehr konvergiert, die Anderung also
wieder zunimmt. Mit der ebenfalls virtuell deklarierten Funktion ddy (x) kann, wie bereits
for dy (x) beschrieben, die zweite Ableitung der Funktion y (x) numerisch ermittelt wer-
den, wobei hier ddy(x) = (y(x+h+h)-2-y(x+h)+y(»))-h>. Die von TFunc abgeleitete Klasse
TParamFunc ermdglicht die Verwaltung von Parametern und stellt die dazu notwendigen
Methoden zur Verfigung.

Die Klasse TFitFunc, ihrerseits abgeleitet von TParamFunc, implementiert die virtuelle
Methode Fit, Uber welche die Parameter der Funktion so angepasst werden, dass eine ge-
gebene Koordinatenreihe méglichst gut durch die Funktion beschrieben wird. Dazu wird
die Summe der Fehlerquadrate zwischen Funktions- und Datenwerten (x2) minimiert (least-
squares fif). Die numerische Ldsung dieses Problems erfolgt Uber den LEWENBERG-
MARQUARD-Algorithmus ??. Dabei wird, ausgehend von Schétzwerten fir die Parameter,
anhand der partiellen Ableitungen von 2 nach den Parametern der Funktion ein Gradient
ermittelt (die sogenannte HESSE-Matrix), der angibt, wie die Parameter veréndert werden
missen, um zu einem kleinern %2 zu gelangen. Nach der Anderung der Parameter und Be-
rechnung des neuen %2 wird diese Prozedur solange wiederholt, bis %2 konvergiert bzw.
sich nicht mehr signifikant verkleinert. Die Schrittweite der Anderungen wird fir jeden
Schritt neu angepasst. Wenn sich 2 nach einem Schritt verschlechtert, wird die Schrittweite
vergréBert, im anderen Fall wird sie verringert. Einen Anhaltspunkt fir die Gréf3enordnung
der zu wdhlenden Schrittweite erhélt man bei diesem Verfahren durch die Formulierung
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des Gradienten von x2 (HESSE-Matrix). DarGber kann das jeweils zu 16sende Gleichungssys-
tem so formuliert werden, dass die Schrittweite als Faktor angegeben werden kann.

Die Anpassungen der Parameter nichtlinearer Funktionen durch die Minimierung von 2 ist
auch nach dem bekannten Simplex-Verfahren maglich. Simplex bezeichnet einen Kérper in
einem n-dimensionalen Raum mit der minimal méglichen Anzahl an Eckpunkten (n+1),
z. B. einen Tetraeder im dreidimensionalen Raum. Die Anzahl n der Dimensionen des
Raums entspricht hier der Anzahl der Parameter der zu minimierenden Funktion. Zum Start
wird ein Simplex durch n Punkte um einen Startwert herum definiert. Zu jedem Punkt wird
dann 2 berechnet. Der Punkt mit dem gréfiten 2 wird an der Seite gespiegelt, deren Eck-
punkte die kleinsten y2-Werte aufweisen. Die Spiegelung erfolgt mit einem variablen Fak-
tor, der so grof3 gewdhlt wird, dass der x2-Wert des gespiegelten Eckpunkts nicht gréBer
wird. Im Gegensatz zum oben beschrieben LEWENBERG-MARQUARD-Algorithmus brauchen
hier keine partiellen Ableitungen berechnet werden (die fir bestimmte Parameterwerte nicht
definiert sein kénnten), jedoch missen hier fir eine verninftige Wahl von Startwerten und
Schrittweiten die GréBenordnungen fir sinnvolle Parameterwerte und die ,Glatftheit” des
x2-Raumes bekannt sein. Der LEWENBERG-MARQUARD-Algorithmus lasst sich daher leichter
zur Anpassung der Parameter sehr unterschiedlicher Funktionen an unterschiedlichste Da-
tenreihen verwenden als die Simplex-Methode.

Die zur Glattung und Analyse von Koordinatenreihen verwendeten Splines werden durch
die von TFunc abgeleitete Klasse TSpline verwaltet. Wie TFitFunc stellt auch
TSpline eine Methode Fit zur Verfigung, welche die Bestimmung der Parameter zur
Beschreibung einer Koordinatenreihe durchfihrt. Bei den Parametern handelt es sich hier
um Listen von Parametersétzen mit je 4 Elementen, welche je ein kubisches Polynom defi-
nieren. Die Intervallgrenzen der Polynome sind in einer weiteren Parameterliste gespei-
chert. Zur Berechnung von Funktions- und Ableitungswerten muss zunéchst das Intervall
bestimmt werden, welches den angegebenen x-Wert enthdlt, damit der entsprechende Pa-
rametersatz identifiziert werden kann, mit dem der Funktionswert zu berechnen ist. Die vir-
tuellen Methoden dy und ddy von TFunc zur Berechnung der ersten und zweiten Ablei-
tung sind Gberschrieben, da diese sich hier direkt aus den Parametern der Polynome be-
rechnen lassen.

3.2.4.6 Charakterisierung der Quantifizierungsergebnisse

Die Ergebnisse der Quantifizierung werden hinsichtlich ihrer Giltigkeit und Vertrauenswir-
digkeit auf der Ebene der Proben sowie auf der Ebene der Analyse charakterisiert. Die
Charakterisierung resultiert im Programm in der Zuweisung eines Fehler- oder Statuswer-
tes. Zu diesem Zeitpunkt in der Auswertung sind die Amplifikationskurven der selektierten
Proben berechnet und korrigiert. Jede Probe besitzt einen Statuswert, der angibt, ob die
berechnete Amplifikationskurve einen giltigen exponentiellen Bereich besitzt.

Zundchst wird versucht, anhand der selektierten Standards und der Angaben Uber den
Schwellenwert die Kalibriergerade zu berechnen. Im Rahmen dieser Berechnungen wird ei-
ne Reihe von Tests zur Eignung der selektierten Standards durchgefihrt, die in Abb. 3-29
schematisch dargestellt ist.
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Abb. 3-29 Entscheidungsdiagramm zur Bestimmung des Fehlerwerts der quantitativen A-
nalyse. Erklarung siehe Text.

Wenn mehr als zwei Standards selektiert sind, werden zundchst die Standards einzeln auf
ihre Eignung geprift. Ein Standard ist dann geeignet, wenn seine definierte Konzentration
groBer ist als Null und die Amplifikationskurve eine erkennbare exponentielle Phase besitzt.
Sind alle selektierten Standards nach diesen Kriterien verwendbar, wird Gberprift, ob die
Standards mindestens zwei unterschiedliche Konzentrationen reprdsentieren und ein ge-
meinsamer Uberlappungsbereich ihrer bestimmten exponentiellen Phasen existiert. Ist dies
der Fall, werden die C;-Werte der Standards berechnet und in der Folge auch die Kalib-
riergerade ermittelt, sofern fir jeden Standard auch ein C;-Wert berechnet werden konnte.
Wenn die automatische Bestimmung des Schwellenwerts ausgeschaltet ist, kann es vor-
kommen, dass der aktuelle Schwellenwert auflerhalb der bestimmten exponentiellen Phase
eines Standards liegt und damit die korrekte Berechnung eines Ci-Wertes fir diese Probe
nicht moéglich ist. Nach der Bestimmung der Parameter der Kalibriergeraden werden
schlieBlich noch die apparenten Amplifikationseffizienzen der Standards anhand ihrer ex-
ponentiellen Phasen ermittelt. Ist der Unterschied zwischen der minimalen und maximalen
berechneten Effizienz der selektierten Standards gréfer als 0.3, wird ein Statuswert zurick-
gegeben, welcher vor méglichen Unstimmigkeiten wie z. B. verhaltnismaBig schlecht
amplifizierten Standards warnt.
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Abb. 3-30 Entscheidungsdiagramm zur Charakterisierung der Ergebnisse der Quantifizie-
rung der selektierten Proben. Ag ist der Unterschied der berechneten Effizienz aus
der exponentiellen Phase der jeweiligen Amplifikationskurve zur mittleren Effizienz aller
selektierten Proben mit auswertbarer exponentieller Phase, ¢, und ¢, sind die grofte
bzw. kleinste Konzentration der selektierten Standards. Erklérung siehe Text.

Die abschlieBende Charakterisierung aller Proben im Einzelnen erfolgt im Anschluss an die
Konzentrationsbestimmungen. Das Entscheidungsdiagramm dazu ist in Abb. 3-30 darge-
stellt. Wahrend der Berechnung der Amplifikationskurven aus den Rohdaten wurde bereits
fir jede Probe festgestellt, ob eine erkennbare bzw. auswertbare exponentielle Phase exis-
tiert. Konnte fir die Probe keine exponentielle Phase ermittelt werden, wird sie als negativ
eingestuft.

Besitzt die Amplifikationskurve eine exponentielle Phase, konnte aber fir den aktuellen
Schwellenwert kein C-Wert ermittelt werden, schneidet der Schwellenwert die Kurve nicht
innerhalb ihrer exponentiellen Phase, was als ungiltiger Schwellenwert bezeichnet wird.
Besitzt die Probe eine erkennbare exponentielle Phase und konnte ein C;-Wert berechnet
werden, wird die Probe als positiv gewertet. Wenn es sich bei der betreffenden Probe um
eine Unbekannte handelt und die Kalibrierung erfolgreich war, wird zusétzlich festgestellt,
ob die berechnete Konzentration der Probe innerhalb des durch die Standards abgedeck-
ten Konzentrationsbereichs liegt. Ist das nicht der Fall, wird ein entsprechender Statuswert
zurickgegeben.

Die Charakterisierung der Quantifizierungsergebnisse fir die Proben wird zur Anzeige des
Status in den Ergebnissen in Abhdngigkeit vom jeweiligen Probentyp interpretiert. Die Ein-
stufung als ,positiv” sollte z. B. im Falle einer Negativkontrolle mit einer Warnung gekenn-
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zeichnet werden, wohingegen dieselbe Einstufung bei einer Positivkontrolle keine Warnung

auslésen sollte. Die maglichen Ergebnisse mit den Symbolen zur Kennzeichnung der Ein-
stufung sind in Tab. 3-2 aufgefihrt.

Tab. 3-2

Interpretation der Charakterisierung und Symbole zur Darstellung. Grine Sym-
bole zeigen an, dass bei der Charakterisierung und Interpretation der Ergebnisse dieser
Probe keine Auffélligkeiten aufgetreten sind. Gelbe Symbole warnen vor méglicherweise
fehlerhaften Ergebnissen, rote Symbole zeigen an, dass ein Standard nicht verwendet
werden kann oder dass die Kontrolle als falsch-positiv oder falsch-negativ charakteri-
siert wurde.

Symbol

Bedeutung

Standards

9

®

OO 6

Positiv: Giltiger Standard. Bei einer giltigen Kalibriergeraden ist auch die Konzentration
dieses Standards anhand der Kalibriergerade sowie der Variationskoeffizient als
prozentuale Abweichung der berechneten von der angegebenen Konzentration ermittelt.

Ungaltiger Schwellenwert. Der Schwellenwert befindet sich damit in jedem Falle
auBerhalb der Uberlappungsbereichs der exponentiellen Phasen der selektierten
Standards. Eine Kalibriergerade kann fir diesen Schwellenwert nicht berechnet werden.

Effizienz zu hoch. Das Ergebnis der gesamten Quantifizierung kénnte fehlerhaft sein.
Effizienz zu niedrig. Das Ergebnis der gesamten Quantifizierung kénnte fehlerhaft sein.

Die Amplifikationskurve des Standards hat keine erkennbare exponentielle Phase
(negativ). Solange dieser Standard selektiert ist, kann keine Kalibriergerade berechnet
werden.

Unbekannte

o

® ® © 00

®

Positiv: Ein C;-Wert ist berechnet, bei einer giltigen Kalibriergeraden auch die
Konzentration dieser Probe.

Negativ.
Konzentration zu hoch: Die berechnete Konzentration ist nicht innerhalb des durch die
selektierten Standards abgedeckten Konzentrationsbereichs.

Konzentration zu niedrig: Die berechnete Konzentration ist nicht innerhalb des durch die
selektierten Standards abgedeckten Konzentrationsbereichs.

Ungultiger Schwellenwert: Es ist kein Ci-Wert berechnet, die Probe ist aber positiv, d. h.
die Amplifikationskurve besitzt eine erkennbare exponentielle Phase.

Effizienz zu hoch: Der ermittelte C;-Wert und die bei giltiger Kalibriergerade berechnete
Konzentration der Probe kénnte falsch sein, weil beispielsweise ein falsches Produkt mit
hoherer Effizienz amplifiziert wurde.

Effizienz zu niedrig: Der ermittelte C;-Wert und die bei giltiger Kalibriergerade
berechnete Konzentration der Probe kénnte falsch sein, weil beispielsweise ein falsches
Produkt mit geringerer Effizienz amplifiziert wurde.
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Symbol Bedeutung

Positivkontrollen

@  Positiv: Ein Ci-Wert ist berechnet, bei einer giltigen Kalibriergeraden auch die
Konzentration dieser Probe.

® Ungdltiger Schwellenwert: Es ist kein C;-Wert berechnet, die Probe ist aber positiv, d. h.
die Amplifikationskurve besitzt eine erkennbare exponentielle Phase.

®  Effizienz zu hoch: Die Probe ist zwar positiv, jedoch ist méglicherweise ein falsches
Produkt mit héherer Effizienz amplifiziert worden.

®  Effizienz zu niedrig. Die Probe ist zwar positiv, jedoch ist méglicherweise ein falsches
Produkt mit geringerer Effizienz amplifiziert worden.

@  Falsch negativ.

Negativkontrollen

®  Negativ.

Ungiltiger Schwellenwert: Es ist kein C;-Wert berechnet, die Probe ist aber falsch-
positiv, d. h., die Amplifikationskurve besitzt eine erkennbare exponentielle Phase.

Produkt mit héherer Effizienz amplifiziert worden.

Effizienz zu niedrig: Die Probe ist zwar falsch-positiv, jedoch ist méglicherweise ein

®

®  Effizienz zu hoch: Die Probe ist zwar falsch-positiv, jedoch ist méglicherweise ein falsches

®
falsches Produkt mit geringerer Effizienz amplifiziert worden.

+

Falsch positiv. Ein C;-Wert ist berechnet, bei einer giltigen Kalibriergeraden auch die
Konzentration dieser Probe.

Die vom Programm automatisch durchgefihrten Charakterisierungen der Amplifikati-
onskurven und deren Interpretation helfen dem Anwender, die erhaltenen Ergebnisse rich-
tig zu werten. Zum einen wird dadurch sichergestellt, dass die Randbedingungen fir eine
quantitative Auswertung eingehalten werden, zum anderen werden Proben gekennzeichnet,
die durch abweichende Amplifikationskurven auffallen. So ist z. B. die Konzentrationsbe-
stimmung einer Probe mit einer Amplifikationskurve, deren exponentielle Phase nicht paral-
lel (innerhalb gewisser Toleranzen) zu jenen der Standards verlduft, normalerweise nicht
richtig. Die abweichende apparente Amplifikationseffizienz kann hier auf einen Fehler hin-
weisen. Méglicherweise wird bei dieser Probe eine andere Sequenz als die Zielsequenz (co-
Jamplifiziert oder die Zusammensetzung bzw. die Menge der Komponenten des Reaktions-
ansatzes sind fehlerhaft. Durch die entsprechende Warnung kann der Anwender auf solche
moglichen Fehler aufmerksam gemacht werden und die Messung gegebenenfalls wieder-
holen.

3.2.4.7 Programmoberflache

Fir jedes gedffnete Experiment ist eine Vielzahl von Informationen anzuzeigen. Neben den
Informationen zum Protokoll und den gemessenen Proben missen verschiedene Datenrei-
hen in Diagrammen grafisch dargestellt und die Ergebnisse von quantitativen Analysen und
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Schmelzkurvenanalysen angezeigt werden. Die variablen Einstellungen zu den Analysen,
wie z. B. das zu verwendende Datensegment und die auszuwertenden Kandle, sollten je-
derzeit sichtbar sein und direkt geéindert werden kénnen, ebenso wie die Selektion der aus-
zuwertenden Proben.

Eine rein parallele Darstellung aller Daten und Ergebnisse ist wegen des begrenzten Dar-
stellungsbereichs auf dem Monitor nicht sinnvoll, ebenso wenig wie eine rein sequenzielle
Darstellung, bei welcher immer nur ein Diagramm oder eine Tabelle exklusiv angezeigt
wird, da die gleichzeitige Darstellung verschiedener Kombinationen von Diagrammen und
Tabellen fir eine gute Ubersicht und Interpretation der Ergebnisse sinnvoll sein kann, was
letztlich von der Fragestellung und dem Anwender abhéngt.

Die hier gewdhlte Lésung besteht in der Darstellung der Diagramme und Tabellen in sepa-
raten Fenstern, die innerhalb des Anwendungsfensters beliebig positioniert werden kénnen,
in Kombination mit einer einfachen Navigation von den Einstellungen zu den zugehérigen
Fenstern sowie der Méglichkeit, Gruppen von Fenstern (z. B. mit Anzeigen zur Schmelzkur-
venanalyse) ein- und ausblenden zu kénnen. Dazu wurde die Anwendung als multiple do-
cument interface (MDI) Applikation programmiert. Der Begrift MDI wird von Microsoft zur
Bezeichnung eines Haupt- bzw. Anwendungsfensters (main window oder MDI-parent win-
dow) verwendet, welches mehrere sogenannte Dokumentfenster (client windows oder MDI-
child windows) verwaltet und innerhalb seiner eigenen Oberflache darstellen kann. Die
Dokumentfenster dienen hier jedoch nicht der Darstellung getrennter Dokumente, sondern
der Darstellung von Informationen, Messdaten und Ergebnissen von RT-PCR-Experimenten.

Die Auswahl der auszuwertenden Proben sowie benutzerdefinierte Einstellungen zur Aus-
wertung werden im Hauptfenster vorgenommen, welches in Abb. 3-31 gezeigt ist. Im Fol-
genden wird zundchst ein Uberblick Gber die Elemente des Hauptfensters gegeben, woran
sich eine kurze Beschreibung der Dokumentfenster im Einzelnen anschlieft.

Die verfigbaren Proben werden sortiert angezeigt in einer Baumsstruktur mit den Ebenen
Experiment, Probentyp, Gruppe (sofern vorhanden) und Proben. Die Selektion der auszu-
wertenden Proben erfolgt durch einen Klick aut die Auswahlfelder. Ein schwarzes Kreuz
() kennzeichnet die Probe oder Gruppe als ausgewdhlt, ein leeres Feld ([]) als ent-
sprechend nicht selektiert. Gruppen mit sowohl selektierten als auch nicht selektierten Pro-
ben sind durch ein graues Kreuz ( ] ) gekennzeichnet. Die rechts daneben angezeigten
Attribute zur grafischen Darstellung der Messwerte kénnen durch einen Doppelklick auf die
Symbole gedndert werden. Grundsdtzlich werden in den Dokumentfenstern nur Daten und
Ergebnisse selektierter Proben angezeigt.

Die Sektionstafeln zeigen in ihren Titelzeilen links das Symbol eines Ordners in entweder
gedftfneter (3) oder geschlossener (1) Darstellung. Bei einem geschlossenen Ordner
werden alle zu der jeweiligen Sektion gehérenden Eingabefelder und Dokumentfenster
nicht angezeigt. Dadurch kann die Ubersicht erhdht werden, indem nicht interessierende
Teile der Darstellung vollstdndig ausgeblendet werden. Durch einen Klick auf das Ordner-
symbol lésst sich zwischen den Zusténden offen und geschlossen wechseln. Auf der rechten
Seite in den Titelzeilen der Sekfionstafeln befinden sich Fenstersymbole, welche die zur Sek-
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tion gehdrenden Dokumentfenster symbolisieren (=, =1, =, ™=, =& ). Ein Klick auf ein
Fenstersymbol 6ffnet das entsprechende Dokumentfenster und bringt es in den Vorder-
grund. Damit wird eine sehr Gbersichtliche und direkte Ansteuerung der unterschiedlichen
Anzeigen maglich.

Im Folgenden werden die Elemente der vier Sektionen mit den zugehérigen Dokumentfens-
tern im Einzelnen kurz beschrieben.
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b & F'eaks| 3 il

Abb. 3-31 Anwendungsfenster von SoFAR. Auf der linken Seite des Anwendungsfensters befin-
det sich die Komponente zur Selektion der Proben, eine Instanz von TLCTreeview
(siehe Tab. 7-2 und Abb. 7-1). Gleich daneben befindet sich eine Leiste mit den Fel-
dern zur Anzeige und Eingabe der Einstellungen zur Datenanalyse, die sich in vier Sek-
tionen (Sektionstafeln) gliedert: ,Run Info”, ,Segment Data”, ,Quantification” und ,Mel-
ting Curves”, welche zum einen die Eingabefelder zusammenfassen und zum anderen
Schaltfléchen zur Anzeige der Dokumentfenster enthalten.
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Abb. 3-32 Dokumentfenster der Sektion ,Run Info”. Gezeigt ist das Fenster einmal mit dem se-
lektierten Tabellenblatt ,Info” und einmal mit dem selektierten Tabellenblatt ,Protocol”.
Im Tabellenblatt ,Info” befindet sich ein Auswahlfeld zur Selektion des ge&ffneten Expe-
rimentes, dessen Daten in der Tabelle angezeigt werden (im gezeigten Beispiel ist das
Experiment ,C:\SoFAR\Data\Demo" ausgewdhlt).

@ Run Info. Die Sektion ,Run Info” dient der Anzeige allgemeiner Informationen zu den
geoffneten Experimenten wie Benutzer, Datum, Gerdteeinstellungen und dem PCR-
Protokoll, welches das Temperaturprofil und die Messpunkte festlegt. AuBerdem werden
importierte Daten mit Informationen zur Farbkompensation bei Multiplexansétzen ange-
zeigt (,CC Data”), die hier auch selektiert werden kénnen. Die Liste mit Farbkompensati-
onsdaten umfasst alle importierten Daten aller gedffneten Experimentdateien. Die Selektion
eines Eintrages aus dieser Liste bewirkt die Anwendung dieser Daten zur Farbkompensation
for alle Messwerte aller gedffneten Dateien, sofern angegeben ist, dass eine Farbkompen-
sation durchgefihrt werden soll (,Use CC Data”).

Die Sektion enthalt ein Dokumentfenster (==, ,Run Information”) zur Anzeige der Protokoll-
daten und Gerdteeinstellungen (Abb. 3-32). Die Angaben Gber z. B. Benutzer, Datum und
Zeit mUssen bei den gleichzeitig gedffneten Experimenten nicht identisch sein. Daher lésst
sich in einem Auswahlfeld das gedffnete Experiment auswéhlen, dessen Angaben in der
darunter befindlichen Tabelle angezeigt werden.

> GegmentData M=K
Abb. 3-33 Dokumentfenster der Sektion
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@ Segment Data. In der Sektion ,Segment Data” werden die Datenreihen ohne weitere
Analyse dargestellt. Die Eingabefelder erméglichen die Auswahl des Datensegments
(,Segment”) sowie die Festlegung der Datenquelle fir die x- und y-Werte im Diagramm
des Dokumentfensters (,X-Values” bzw. ,Y-Values”). Diese Sektion enthalt ebenfalls nur ein
Dokumentfenster (=, ,Segment Data“), welches die gewdhlten Messwerte der selektierten
Proben in Form eines x/y-Diagramms anzeigt (Abb. 3-33).
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Abb. 3-34 Dokumentfenster der Sektion ,Quantification”. Das linke obere Fenster (,Data”)
dient der Darstellung der Amplifikationskurven. Die horizontale Linie stellt den aktuell
gewdhlten Schwellenwert dar. Wenn die automatische Bestimmung des Schwellenwerts
ausgestellt ist, kann der Schwellenwert durch Klicken und Ziehen der Linie mit der Maus
direkt im Diagramm gedndert werden. Das rechte obere Fenster (,Calibration”) dient
der Darstellung der Kalibriergeraden, wo auer den C;-Werten der selektierten Stan-
dards auch die der selektierten Kontrollen und Unbekannten angezeigt werden kénnen.
Die unteren beiden Abbildungen zeigen das Ergebnisfenster (,Results”) links mit ,Ca-
libration”, rechts mit ,Standards” als selektiertem Blatt. Die Blatter ,Controls” und
»Unknowns” entsprechen in ihrem Aufbau dem Blatt ,Standards”.

@ Quantification. Die Sektion ,Quantification” fasst die zur Quantifizierung wichtigen
Eingabefelder zusammen. In der Liste der Datensegmente (,Segment”) sind hier nur dieje-
nigen Datensegmente aufgefihrt, die Teil eines PCR-Programms sind, fir welches der Ana-
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lysemodus ,Quantification” gesetzt ist. Im Eingabefeld ,Channel” kann der Kanal bzw. das
Kanalverhélinis bestimmt werden, von welchem die Fluoreszenzwerte zur Auswertung ver-
wendet werden sollen. Weiterhin befinden sich in der Sektionstafel Listenfelder zur Auswahl
des Verfahrens zur Hintergrundkorrektur (,BackGrnd“), der Amplifikationsfunktion zur An-
passung an die exponentiellen Phasen (,Amp Fn“) und der Methode zur Bestimmung der
Ci-Werte (,CT Mode”). Je nach Wahl der Methode zur Bestimmung der C;-Werte (, Thres-
hold” fir die in dieser Arbeit entwickelte Schwellenwert-Methode oder ,Noiseband” fir die
Fit-points-Methode) werden Eingabefelder angezeigt, Gber welche die Lage des Schwellen-
werts manuell bestimmt und die Option der automatischen Bestimmung des Schwellen-
werts eingestellt werden kann. Uber ein Auswahlfeld (,Auto”) kann definiert werden, ob der
Schwellenwert automatisch eingestellt werden soll.

Daten und Ergebnisse zur Quantifizierung werden in insgesamt drei Dokumentfenstern
dargestellt (Abb. 3-34): einem Diagrammfenster zur Anzeige der Amplifikationskurven
(=, ,Data”), ein weiteres zur Darstellung der Kalibriergeraden (™, ,Calibration”) sowie
ein Ergebnisfenster zur Auflistung der Ergebnisse auf mehreren Tabellenblattern (=, ,Re-
sults”). Die Tabellenblatter umfassen ein Blatt zur Anzeige der Ergebnisse der Kalibrierge-
raden mit verschiedenen statistischen Kennwerten wie Korrelationskoeffizienten und Stan-
dardfehler sowie die aus der Steigung der Standardgeraden berechnete Effizienz. Die Gbri-
gen drei Blatter enthalten je Probentyp (Standards, Kontrollen und Unbekannte) eine Tabel-
le mit den Einzelergebnissen fir die berechneten C-Werte, Konzentrationen und Charakte-
risierungen.

@ Melting Curves. Diese Sektion beinhaltet die zur Schmelzkurvenanalyse wichtigen Ein-
gabefelder und Dokumentfenster. Wie in der Sektion ,Quantification” kénnen auch hier
das Segment mit den auszuwertenden Daten sowie der Kanal bzw. das Kanalverhdlinis

— = = 0] x M Melting Curves: Data M=
@l D sHMNB|SVG ¢ GRAE R[N X[E$
S Standerds C, Cortrols | U, Uniknowns | 17
[ [ Name [ w1 [ aeal | Tm2 Aea? | 8]
- —=—  Standard 10E7 g6 28.7 7
—o— Standard 10E6 56 57 =
——  Standard 10EG 8539 28.7 = q
—#—  Standard 10E4 8519 28.2 5 ]
Standard 10E3 B54 % T Y
——  Standard 10E2 5.9 225 7
24
L B e S R R e
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LI—I —.I « 78.79 |y: 0.74 | —i— Mo Template v

Abb. 3-35 Dokumentfenster der Sektion ,Melting Curves”. Das links gezeigte Fenster (,Data”)
stellt die Schmelzkurvendaten bzw. deren Peakkurven in einem x/y-Diagramm dar. Die
horizontale Linie in der gezeigten Peakkurvenansicht zeigt den Schwellenwert zur Peak-
detektion an. Im rechten Fenster (,Results”) sind die Ergebnisse der Schmelzkurvenana-
lyse dargestellt, ebenfalls sortiert nach den Probentypen, die in separaten Tabellenblét-
tern dargestellt werden (,Standards”, ,Controls” und ,Unknowns®).
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gewdhlt werden, dessen Fluoreszenzwerte zur Auswertung verwendet werden sollen (,Seg-
ment” und ,Channel”). Hier werden im Listenfeld ,Segment” jedoch nur diejenigen Daten-
segmente aufgefihrt, welche Teil eines Programms mit dem Analysemodus ,Melting Cur-
ve” sind. Weiterhin kann der Schwellenwert zur Peakdetektion gewdhlt werden (,Thres-
hold”) oder seine automatische Wahl bestimmt werden (,Auto”). Uber ein Auswahlfeld
(,Correction”) lasst sich angeben, ob die Schmelzkurven um den temperaturbedingten
Quench korrigiert werden sollen. Schlieflich kann noch die Anzahl maximal zu detektie-
render Peaks pro Kurve eingestellt werden (,Max Peaks”). Die Sektion beinhaltet zwei Do-
kumentfenster zur Anzeige der Datenreihen sowie der Ergebnisse (Abb. 3-35. Die im Dia-
grammfenster (ZE, ,Data”) dargestellten Datenreihen kénnen entweder in Form der
Schmelzkurven oder der Peakkurven in einem x/y-Diagramm angezeigt werden. Die in den
Tabellenblattern des Ergebnisfensters (=, ,Results”) aufgefihrten Ergebnisse beschreiben
die ermittelten Schmelztemperaturen und Peakfléchenintegrale der Proben, ebenfalls nach
Probentyp sortiert.

3.3 Anwendungsbeispiele in der molekularen
Tumordiagnostik

Immer effektivere und spezifischere Untersuchungsmethoden liefern einerseits immer schliissigere
diagnostische Informationen, sind aber andererseits - jedenfalls soweit invasiv - mit Risiken behaftet und
verfiifiren durch die Attraktion Rraft des Neuen oder durch den Zwang zur Amortisation zum Einsatz ohne
strenge IndiRation.

Hans-Peter Wolff

In den folgenden drei Abschnitten werden Beispiele zur Quantifizierung wichtiger, tumorre-
levanter genetischer Elemente mit den Mitteln der RT-PCR mit externer Standardisierung
dargestellt. Die Beispiele demonstrieren die Anwendbarkeit dieser Technik auf hochamplifi-
zierte mobile genetische Elemente, deren Anzahl im Genom grofien Schwankungen unter-
liegt, auf maBig amplifizierte Onkogene sowie auf deletierte Tumorsuppressorgene, die
hohe Anforderungen an die Genauigkeit der Technik stellen.

3.3.1 Bestimmung der Kopienzahl fransponierter Elemente

Der Platyfisch (Xiphophorus maculatus) ist eines der dltesten Tiermodelle zum Studium der
Tumorentstehung. Bereits 1928 entdeckten M. GORDON, G. HAUSSLER und K. KOSSWIG
unabhdngig voneinander, dass bestimmte F1-Hybride von Xiphophorus maculatus und
Xiphophorus helleri (Schwerttréiger) Melanome entwickeln.??'??% Die Untersuchungen dieser
nach Mendel vererbten Anlage zur Tumorentwicklung bildeten die Grundlage zur Etablie-
rung des Xiphophorus-Systems als Modell fir die Entwicklung und Vererbung humaner Me-

lanome und anderer Krebsarten, das wesentlich von F. und A. ANDERS entwickelt wurde.?**
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Abb. 3-36 XIR-2.5-Standardreihe. A) Amplifikationskurven der Standards (Kanal 1). Die Lage
des Schwellenwertes zur Bestimmung der C;-Werte ist eingezeichnet. Die Probe ,0“
enthalt kein Templat. B) Kalibrierkurve aus den C;-Werten der Standards aus A). Die
Gleichung der Regressionsgeraden sowie das Bestimmtheitsmaf sind im Diagramm an-
gegeben.

22 Hieran wurden in den 1960er Jahren erstmals Onkogene und Tumorsuppressorgene
nachgewiesen.'*’

Im Rahmen dieser Forschungen kam dabei die Frage auf, welche Rolle die Aktivitét eines
Retrotransposons bei der Entstehung bestimmter erblicher, aber nicht nach Mendel vererb-
ter Tumoren spielt.??” Retrotransposons sind ,mobile” genetische Elemente, welche kopiert
und an anderen Stellen im Genom integriert werden kénnen. Der ungerichtete Einbau ei-
nes transponierbaren Elements in genomische Sequenzen, welche fir die Regulation des
Zellzyklus von Bedeutung sind, kann eine Transformation der Zelle zu einer Tumorzelle be-
ginstigen, indem z. B. Tumorsuppressorgene ausgeschaltet werden.?®® Durch die Anwen-
dung der RT-PCR mit SYBR-Green | als Fluorophor war es méglich, die genomische Ko-
pienzahl des urspringlich in X. helleri nachgewiesenen Retrotransposons XIR-2.5 fir ver-
schiedene Stdmme, aber auch fir zahlreiche Wildarten der Gattung Xiphophorus und wei-
tere Gattungen der Familie Poeciliidae schnell und prézise zu bestimmen.

Die Quantifizierung der XIR-2.5-Kopienzahl erfolgte anhand einer seriellen 1:3 Verdin-
nungsreihe des linearisierten Plasmids pXIR-2.5 als Standard. Die Kopienzahlen der Stan-
dards in den Reaktionsansditzen betrugen zwischen 4-108 und 1.33-10°, der untersuchte
Konzentrationsbereich Uberdeckt damit mehr als 3 Gréflenordnungen (Abb. 3-36). So-
wohl Schmelzkurvenanalysen als auch PAGE-Analysen zeigen, dass bei allen untersuchten
Arten sowie bei den Standards dasselbe spezifische 223 Bp lange PCR-Produkt entsteht.

Die Ergebnisse der Bestimmung der genomischen Kopienzahlen von XIR-2.5 fir verschie-
dene Arten, Kreuzungen und Zuchtstémme aus der Familie Poeciliidae sind in Abb. 3-37
gezeigt. Die Standardabweichungen von Finffach-Bestimmungen pro Fisch liegen unter
10 %, wdahrend die Variationen von Fisch zu Fisch teilweise sehr grof} sind (siehe X.
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Abb. 3-37 XIR-2.5 Kopien pro Genom in verschiedenen Arten der Familie Poeciliidae. Es
wurden je zwei Fische jeder Art untersucht. Die Ergebnisse sind die Mittelwerte von
Funffach-Bestimmungen, die Fehlerbalken entsprechen den einfachen Standardabwei-
chungen. Die Ergebnisse fir Arten, fir die genomische XIR-2.5-Kopienzahlen von weni-
ger als 250 bestimmt wurden, sind im rechten Diagramm mit einer abweichend skalier-
ten Groéflenachse gezeigt.

maculatus und X. variatus in Abb. 3-37), die nicht durch Messfehler zu erkléren sind. Um
Aussagen Uber die tatsdchliche individuelle Variation der genomischen XIR-2.5-Kopienzahl
treffen zu kénnen, muss eine deutlich gréBere Zahl von Individuen jeder Art untersucht
werden.

Die Arten lassen sich offensichtlich in zwei Gruppen mit deutlich unterschiedlichen genomi-
schen XIR-2.5-Kopienzahlen einteilen. Die eine Gruppe mit den Arten der Gattungen
Xiphophorus und Priapella sowie Hybride dieser Arten weisen zwischen 500 und 1000 XIR-
2.5-Kopien je Genom auf, wobei die beiden eng verwandten Arten X. maculatus und X.
variatus sogar 2000 bis 3000 Kopien erreichen (grofles Diagramm in Abb. 3-37). Die
andere Gruppe bilden die Arten der Gattungen Girardinus, Heterandria und Lebistes
(Guppy) mit Kopienzahlen zwischen 5 und 20 (rechtes Diagramm in Abb. 3-37). Die klare
Unterscheidbarkeit dieser Gruppen anhand ihrer XIR-2.5-Kopienzahlen kann zur systemati-
schen Einordnung der phdnotypisch mitunter schwer unterscheidbaren Arten herangezogen
werden.

3.3.2 Bestimmung des Amplifikationsgrades von Onkogenen

Onkogenamplifikationen finden sich in vielen Tumoren und sind meistens verbunden mit
einer schlechten Prognose fir den Krankheitsverlauf. Tumore mit amplifizierten Onkogenen
sind in der Regel aggressiver und resistenter gegen therapeutische MaBnahmen.'®” Die Di-
agnose des Status bestimmter Onkogene ist daher von Bedeutung fir die Wahl einer ada-
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quaten Therapieform fir den Patienten. Die Bestimmung des Ausmafes der Amplifikation
kann auf drei Ebenen erfolgen: (i) auf der Proteinebene durch immunohistochemischen
Verfahren, (ii) auf der Transkriptebene durch quantitative Reverse-Transkriptase-PCR-
Techniken sowie (iii) auf der genomischen Ebene z. B. durch FISH- oder quantitative PCR-
Techniken.

Das hier entwickelte Verfahren erlaubt die Quantifizierung der onkogenen Amplifikation
von HER-2/neu, die in 20-30 % der Falle von Brustkrebs vorliegt '** und mit einer hoheren
Rickfallwahrscheinlichkeit nach einer Therapie sowie einer verkirzen Lebenserwartung kor-
reliert.'”” Die Heilungs- und Uberlebenschancen kénnen in den Féllen, in denen tatséich-
lich eine Uberexpression von HER-2 vorliegt, durch die Applikation eines gegen den Re-
zeptor gerichteten monoklonalen Antikérpers (Herceptin) deutlich verbessert werden. 3813
Daher ist ein einfach und schnell anwendbares, robustes Verfahren zur Diagnose einer

HER-2-Uberexpression von groBer klinischer Bedeutung.

Die Quantifizierung der HER-2/neu-Kopienzahlen (N7, T:Testgen) werden zur Berechnung
des Amplifikationsstatus auf die Kopienzahlen des IGF-1-Promotors (Ng, R:Referenzgen)
bezogen, der hier als Referenzsequenz zur Bestimmung der Zahl der Genomdquivalente in
der Probe dient: ¢ = Ny : Ni. Die Bestimmung von g erfolgt fir die Test- bzw. Tumorprobe
(gr = (Np)r: (NR)7) sowie fir eine Referenz- bzw. Normalprobe (gy = (N7)x : (Ng)w) dersel-
ben Person. Der normierte Amplifikationsstatus Q fir das Testgen berechnet sich daraus
mit

Q=;—;=—Ex;;: Ezj;z Gl. 3.22

IGF-1 wurde hier erstmals als Referenzgen gewdhlt, weil der Genlokus auf dem langen
Arm des Chromosoms 12 in Mammakarzinomen nur selten selbst von Verénderungen be-
troffen ist: Die Chromosomen 2, 6, und 12 sind die am seltensten in ihrer Anzahl verén-
derten, und nur vier von insgesamt 1638 Untersuchungen berichten Gber strukturelle Ver-
agnderungen der IGF-1-Promotorregion (12922).7%

Zur Amplifikation der Zielsequenzen werden die Primerpaare HER-2-H2/R2 und IGF-
H1/R1 verwendet. Die Signalgenerierung wéhrend der PCR erfolgt fir beide Zielsequenzen
durch Hybridisierungssonden, wobei das Signalverhéltnis von Akzeptor- zu Donorfluo-
rophor ausgewertet wurde. Damit kann dieses Verfahren ohne grofien Aufwand zu einem
Multiplex-Verfahren modifiziert werden, bei dem beide Zielsequenzen parallel im selben
Reaktionsansatz quantifiziert werden. Dazu muss lediglich der Akzeptorfluorophor einer der
beiden Akzeptorsonden durch RED-705 ersetzt werden, der im dritten Kanal des LightCyc-
lers detektiert werden kann.

Die Prézision und Linearitdt der Bestimmung von Q wurde in Simulationsexperimenten er-
mittelt (Abb. 3-38). Dazu wurden die Quantifizierungsergebnisse unterschiedlich konzent-
rierfer Proben mit genomischer DNA von Blutlymphozyten gesunder Personen verwendet.
Um z. B. eine zehnfache Amplifikation des Testgens (HER-2/neu) gegeniber dem Refe-
renzgen (IGF-1) zu simulieren (Q = 10), wurde die HER-2/neu-Kopienzahl in der unver-
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dinnten Probe gemessen, wéhrend die IGF-1-Kopienzahl in der 1:10-verdinnten Probe
bestimmt wurde. Die DNA-Menge im Reaktionsansatz zur Messung der IGF-1-Kopienzahl
betrug dabei immer 1.5 ng/ul, was etwa 500 Genomdquivalenten entspricht.

Mit dem vorgestellten Verfahren lassen sich die O-Werte fir eine Deletion (Q = 0.5) eben-
so wie fur eine zehnfache Amplifikation (O = 10) mit hoher Prézision messen (Abb. 3-38).
Die Variationskoeffizienten der Finffach-Bestimmungen liegen bei ca. 6 % (fir die Deletion
bei 11 %). Die Anhand von pair-wise randomization tests*® ermittelten p-Werte for die
Messwertgruppenpaare von Q = 0.5/1.0 und Q = 5/10 liegen jeweils bei 1.0, was be-
deutet, dass innerhalb des Messbereichs Unterschiede von einem Faktor 2 hochsignifikant
unterschieden werden kénnen. Der pair-wise randomization test wird angewendet, um die
Wahrscheinlichkeit zu ermitteln, mit welcher zwei Verteilungen unterschiedlicher Stichpro-
ben nicht Teile derselben Grundgesamtheit représentieren. Diese Methode |@sst sich auf
alle Verteilungen anwenden, da sie keine Annahme Gber die Art der Verteilungen macht,
wdahrend der Gblicherweise verwendete t-Test (oder Students-Test) nur fir Normalverteilun-
gen sinnvolle Ergebnisse liefert.

Die Genauigkeit der Quantifizierung wurde anhand von Zelllinien mit bekanntem HER-
2/neu-Amplifikationsstatus demonstriert (Abb. 3-39). Die Standardreihen fir beide Zielse-
quenzen, erstellt anhand serieller 1:2-Verdinnungsreihen humaner genomischer DNA, de-
cken einen Konzentrationsbereich von 125 bis 8000 Genomdaquivalenten je Reaktionsan-
satz ab. Die aus den Steigungen der Kalibriergeraden berechneten mittleren Amplifikation-
seffizienzen sind for HER-2/neu mit 1.85 etwas geringer als fur IGF-1 mit 1.94
(Abb. 3-39 B). Als Referenzprobe zur Bestimmung des gy-Werts wurde eine Blutlymphozy-
ten-DNA verwendet (Kontrolle).

Die Standardabweichungen der Finffach-Bestimmungen von Ny und Ny liegen jeweils bei
ca. 5 %, woraus sich fur die Standardabweichungen von Q Werte zwischen 5 % und 12 %
(MW: 7.5 %) ergeben. Die Ergebnisse in den untersuchten Zelllinien stimmen sehr gut mit

den in der Literatur beschriebenen Werten iberein,?”?*? was die Eignung dieses Tests be-

legt.
1.2 5 Abb. 3-38 Ergebnis des Simulationsexperi-
oo ] ] ments zur HER-2/neu-Genampli-
] y = 0.99-x ﬂ_ﬁ=10 fikation. Die Durchfihrung ist im Text
g 06 1 R2 = 0.9998 ol beschrieben. Aufgetragen sind die ex-
g ] Q=s perimentell bestimmten Q-Werte (Mit-
g 034 telwerte mit Standardabweichung von
P ] 5fach-Bestimmungen) gegen  die
o 004 L] Sollwerte for Q, die sich aus den be-
- 03 ] I/lﬂ kannten  Konzentrationsverhdltnissen
o Qi_OS ergeben. Die Sollwerte von Q sind je-
T S weils unter den Datenpunkten ange-

.06 -03 00 03 06 09 12 geben.
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Abb. 3-39 Analyse von Her-2/neu Amplifikationen in verschiedenen Zelllinien. Die PCR er-
folgte unter Standardbedingungen mit den Primerpaaren HER-H1/R1 und IGF-H1/R1,
die Detektion mit den sequenzspezifischen Hybridisierungssonden. Ausgewertet wurde
das Signalverhdlinis von Akzeptor zu Donor (Kanal 2/Kanal 1). Als Probentemplat wur-
den jeweils 4 ng genomische DNA eingesetzt. MDA: MDA-468, MCF: MCF-7, SKBR3:
SK-BR-3, Kontrolle: Blutlymphozyten-DNA einer gesunden Person. A) Ergebnis der Be-
stimmung des Her-2/neu-Amplifikationsstatus in Zelllinien. B) Mittlere Kalibriergeraden
fir beide Zielsequenzen von sechs Einzelbestimmungen aus verschiedenen Experimen-
ten (Mittlere C;-Werte und Standardabweichung). C) und D) Amplifikationskurven der
untersuchten Proben (jeweils funffach) fir beide Zielsequenzen.

AbschlieBend ist das Ergebnis der Untersuchung einer realen Tumorprobe gezeigt, die
freundlicherweise von M. KONIGSHOFF zur Verfigung gestellt wurde. Als Referenzprobe
diente hier die Blutlymphozyten-DNA des Patienten. Die Tumor-DNA stammt aus mikrodis-
sektiertem Gewebe eines groBen intraduktalen Karzinoms einer Patientin mit positivem Os-
trogen- und Progesteron-Hormonrezeptorstatus und wurde wie in 2.4.1 beschrieben iso-
liert. Zum Vergleich wurde diese Probe anhand zweier dem Genlokus benachbarter poly-
morpher Marker auch hinsichtlich ihrer HER-2/neu-Allelverteilung untersucht. Als Marker
dazu dienten die beiden am stérksten mit HER-2/neu koppelnden d(AC),-Dinukleotid-STRs
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D17S800 und D17S1818, die sich 0.9 cM proximal bzw. 0.5 cM distal vom Genlokus be-
finden. Das Verfahren entspricht einer LOH-Analyse (siehe auch 3.3.3), nur dass hier die
gefundene Allelungleichverteilung nicht als Heterozygositétsverlust aufgrund der Deletion
des einen Allels, sondern als Amplifikation des anderen Allels interpretiert wird. Die Ampli-
fikation der Zielsequenzen erfolgte unter Standardbedingungen ausgehend von 4 ng
Templat. Zur Bestimmung der Allelverteilung wurden die fluorophormarkierten PCR-
Produkte kapillarelektrophoretisch aufgetrennt und analysiert (2.5.4). Die Elektrophe-
rogramme zeigen die typischen Peakmuster einer heterozygoten Probe mit jeweils zwei
Gruppen, wobei jede Gruppe eines der beiden Allele représentiert (Abb. 3-40). Die unter-
schiedlich langen PCR-Produkte fir die Allele resultieren von slippage-Ereignissen, wobei
von der Polymerase eine Wiederholungseinheit (hier ein AC-Dinukleotid) zuviel oder zuwe-
nig einbaut wird. Aufgrund der etwas gréfieren Amplifikationseffizienz fir kirzere PCR-
Produkte sind in der heterozygoten Normalprobe die Peakfléchen fur das léngere Allel
(,B) kleiner als fur das kirzere Allel (,A”), obwohl anzunehmen ist, dass beide Allele in der
gleichen Konzentration in der Probe vorliegen (siehe auch 3.4.3.3).

Die Allelverteilung ergibt sich aus den Verhéltnissen der Peakflachen analog zu Gl. 3.22,
wobei g hier das Verhdlinis der Peakflachen von Allel B zu Allel A ist. Fir die betrachteten
Marker ergeben sich Q-Werte von 3.7 for D175800 und von 3.2 fir D1751818. Der
durch RT-PCR ermittelte O-Wert fur die gleiche Probe betrégt 3.1.

Da beide untersuchten STR-Marker eine sehr dhnliche Ungleichverteilung in der Tumor-
probe aufweisen, muss die onkogene Amplifikation mindestens ein Chromosomensegment
von 1.4 cM umfassen und nicht ausschlieBlich den Genlokus betreffen. Die Ubereinstim-
mung der O-Werte fir beide Methoden zeigt weiterhin, dass in der untersuchten Tumor-
probe nur eines der beiden Allele von der Amplifikation betroffen war. Diese Aussage ist
anhand der Ergebnisse nur einer der Methoden nicht abzuleiten.

— Normal Abb. 3-40 Elektropherogramme von
D17S800-PCR-Produkten

5 Tumor einer Patientin mit Mam-
4 makarzinom. Die den Alle-
T len (,A” und ,B“) zugeord-
2 neten Peaks sind gekenn-
g zeichnet. In der Tumorprobe
o (grau) ist die auf Allel A be-
§ zogene Menge von Allel B
s N N J deutlich gréBer als in der

> M Normalprobe (schwarz).
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170 175 180 185 190

Fragmentlange [Nt]
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Die Kombination beider Verfahren zur direkten Bestimmung des Amplifikationsstatus, einer-
seits durch RT-PCR, andererseits durch Bestimmung der Allelverteilung, kann neue Auf-
schlisse Uber die genetischen Vorgénge wahrend der neoplastischen Transformation von
Zellen bei der Entstehung von Tumoren geben. Leider eignen sich jedoch nicht alle Proben
zur Untersuchung von Allelverteilungen. So sind z. B. Proben, die fir die untersuchten Mar-
ker homozygot sind, nicht informativ. Bei groen Ungleichverteilungen kann es zu einem
allelic drop-out kommen, bei dem das unterpopulierte Allel in der Tumorprobe nicht mehr
nachgewiesen werden kann.'®" Weiterhin kénnen theoretisch auch beide Allele von Ampli-
fikationen betroffen sein. Der tatséchliche Amplifikationsstatus ist in diesem Fall gréfer als
das bestimmte Allelungleichgewicht. Ist das Ausmaf3 der Amplifikationen fir beide Allele
gleich, findet man sogar kein Allelungleichgewicht, obwohl eine bedeutende Amplifikation
vorliegen kann.

Aufgrund dieser méglichen Probleme bei der Untersuchung von Allelverteilungen ist die di-
rekte Quantifizierung der Zielsequenz das geeignetere Verfahren in der medizinischen Dia-
gnostik, wo es lediglich auf die schnelle und sichere Feststellung einer onkogenen Amplifi-
kation ankommt. Das hier entwickelte RT-PCR-basierte Verfahren ist dafir besonders gut
geeignet, weil es sehr schnell und einfach durchfihrbar ist und exakte Ergebnisse liefert.

3.3.3 Bestimmung des Deletionsgrades von
Tumorsuppressorgenen

Neben der Amplifikation von Onkogenen ist auch der Verlust funktionsfédhiger Tumor-
suppressorgene meist an neoplastischen Transformationen beteiligt.?** Das Tumorsuppres-
sorgen p53 ist dabei das am besten untersuchte Gen: Eine Inaktivierung von p53 wurde in
etwa der Halfte der untersuchten Félle nahezu aller Tumortypen diagnostiziert, wobei Dele-
tionen und Punktmutationen die héaufigsten Ursachen des Funktfionsverlusts sind. In den
meisten Tumoren befindet sich ein mutiertes p53-Allel, wihrend das andere Allel deletiert
ist. Das Mutationsspektrum umfasst Punktmutationen, Insertionen, Deletionen und Genre-
arrangements.?** Bei den vorwiegend in Karzinomen auftretenden Punktmutationen von
p53 handelt es sich meist um missense-Mutationen, im Gegensatz zu den in anderen Tu-
morsuppressorgenen wie RBT und APC hauptséchlich auftretenden nonsense-Mutatio-
nen.”>"”” Die beschriebenen Mutationen von p53 in Tumoren sind Uber das ganze Gen
verteilt, haufen sich jedoch in den vier hochkonservierten Regionen -V innerhalb der Exo-
ne 5 bis 8.2* Zur Diagnose des p53-Funktionsverlusts in Tumorzellen durch den Nachweis
von Punktmutationen oder kurzen intragenischen Insertionen bzw. Deletionen muss somit
mindestens ein Bereich von 900 Bp in 4 verschiedenen Exonen des Gens sequenziert oder
mit einem der anderen in 1.3 angesprochenen Verfahren analysiert werden. Bei der Be-
schrédnkung des Mutationsnachweises auf die Kodone der sechs am héufigsten mutierten
Aminosdurereste ldsst sich nur in etwa 35 % der Félle ein p53-Funktionsverlust diagnosti-

zieren.?®®
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Der Funktionsverlust von p53 in Tumoren ldsst sich damit weitaus einfacher und mit gréfie-
rer Sicherheit mit dem Nachweis einer Alleldeletion feststellen. Dieser kann entweder direkt
durch die Quantifizierung der Allelanzahl erfolgen (mittels Karyotypie, FISH oder QPCR)
oder indirekt durch die Messung der Allelverteilung polymorpher DNA-Marker (STRs,
VNTRs oder RFLPs) innerhalb oder in der Nahe des betreffenden Gens. Beim indirekten
Nachweis muss die Person fir den untersuchten Marker heterozygot sein. Der Verlust eines
Allels zeigt sich in einem Verlust der Heterozygositat fir diesen Marker, weshalb diese Un-
tersuchungen auch als loss of heterozygosity (LOH)-Analysen bezeichnet werden. Die
Nachteile dieses Verfahrens bestehen darin, dass zum einen entsprechende Marker be-
kannt sein missen, fir welche die untersuchte Person heterozygot ist, und zum anderen,
dass die quantitativen Aussagen nicht absolut, sondern nur relativ sind. So kann nicht nur
der Verlust des einen Allels, sondern auch die Amplifikation des anderen Allels Ursache ei-
ner gefundenen Allelungleichverteilung sein. Die direkten Verfahren erlauben die absolute
Bestimmung der Genkopienzahlen je Genom, wodurch Allelverluste zweifelsfrei nachge-
wiesen werden kénnen, allerdings sind sowohl die Karyotypie als auch die FISH-Techniken
vergleichsweise aufwdndig in Durchfihrung und Auswertung, weshalb vorwiegend PCR-
basierte Verfahren diagnostische Verwendung finden. Eine Ubersicht tber ausgewdhlte
Publikationen zum Nachweis von Aneuploidien, Genamplifikationen und Gendeletionen
findet sich bei M. HAHN.?%°
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_ ] y=1.12x-8438 I ]
c ] J
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) ] ] 1
- J_ ?
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(] L o
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Abb. 3-41 Prézision der Quantifizierung von p53. A) Mittelwerte und Standardabweichungen
von Finffachbestimmungen der p53-Kopienzahlen. Die Standards enthielten zwischen
8000 und 500 Genomdaquivalente je PCR, seriell 1:2 verdinnt. Als Templat diente in
allen Féllen Blutlymphozyten-DNA, die Detektion erfolgte mit Hybridisierungssonden.
Ausgewertet wurden die Signalverhdlinisse von Akzeptor- zu Donorfluorophor. Glei-
chung der Standardgeraden: y = -3.45-x + 35.9, R2 = 0.9944. Die aus der Steigung
der Standardgeraden berechnete Amplifikationseffizienz betrégt 1.95. B) Ergebnisse der
pair-wise randomization tests fir alle Kombinationen der Finffachbestimmungen aus A).
Die relativen Unterschiede entsprechen den Verhdltnissen der Soll-Kopienzahlen der
verglichenen Gruppen. Der p-Wert gibt die Wahrscheinlichkeit an, mit welcher der ge-
messene Unterschied zuféllig ist (Irtumswahrscheinlichkeit).
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Im Folgenden wird ein RT-PCR basiertes Verfahren zur Bestimmung von p53-Gendeletion-
en vorgestellt, welches die Quantifizierung der absoluten Menge von p53-Genkopien pro
Genom erlaubt.

Das Prinzip ist identisch mit dem in 3.3.1 beschriebenen und beruht auf der Bestimmung
eines O-Wertes. Auch hier dient IGF-1 als Referenzgen und genomische DNA zur Standar-
disierung. Im Gegensatz zur Quantifizierung von Genamplifikationen, wo nur selten Kon-
zentrationsunterschiede von weniger als dem Zweifachen aufgeldst werden missen, ist ein
zweifacher Konzentrationsunterschied bei der Quantifizierung von Gendeletionen praktisch
die Obergrenze, da zum einen die Wahrscheinlichkeit der Deletion beider Allele in einer
Zelle sehr gering ist und zum anderen nicht notwendigerweise alle Zellen in der untersuch-
ten Probe eine Gendeletion aufweisen missen.'*? Dies stellt héchste Anforderungen an die
Prézision des Verfahrens.

Die ermittelten Prazisionen fir die Quantifizierung der Genkopienzahlen, ausgehend von
1000 bis 2000 Templatkopien, sind fur beide Zielsequenzen vergleichbar. Die Variations-
koeffizienten von Finffachbestimmungen liegen fir IGF-1 im Mittel bei etwa 8.8 %, fir p53
bei circa 5.8 %. Die Signifikanzniveaus fir die Unterscheidbarkeit der eingesetzten
Templatmengen wurde durch pair-wise randomization tests *°” ermittelt (Abb. 3-41). Die
Wabhrscheinlichkeit (p-Wert des Tests), dass der gemessene Unterschied nur zuféllig ist, be-
tragt for 0.875-fache Mengenunterschiede nur etwa 1.6 %, d. h., dass Proben, deren
Templatmengen sich lediglich um 12.5 % unterscheiden, noch mit mehr als 98%iger Si-
cherheit unterschieden werden kénnen.

Da die Fehler von vier unabhéngigen Quantifizierungen (des Test- und des Referenzgens
jeweils in der Tumor- und in der Normalprobe) in die Berechnung der Q-Werte (Gl. 3.22,
Seite 109) eingehen, kann diese Prézision fir die O-Werte nicht ganz erreicht werden. Die
in Simulationsexperimenten bestimmten Variationskoeffizienten von Q betragen fir alle ge-
testeten Deletionswerte (p53:IGF-1 1, 0.875, 0.75, 0.62 und 0.5) etwa 10%
(Abb. 3-42). Ein pair-wise randomization test®” ergibt fur die kleinsten getesteten Men-
genunterschiede (0.875 bzw. 12.5 %) einen p-Wert von 0.0857 (n=5), fur den néchst
gréBeren (0.75) 0.0286. Das bedeutet, dass mit diesem Verfahren bereits der Verlust je
eines p53-Allels in nur jeder vierten Zelle (25 %) der Tumorprobe mit mehr als 90%iger Si-
cherheit messbar ist. Hat jede zweite Zelle in der Tumorprobe nur noch ein p53-Allel, be-
tragt die Sicherheit sogar schon mehr als 97 %.

Die Prifung der klinischen Anwendbarkeit erfolgte an zwei hinsichtlich ihres p53-Status be-

26 mit kor-

reits mittels konventioneller LOH-Analytik charakterisierten Blasentumorproben
respondierenden Normalgewebeproben, die freundlicherweise von M. HAHN zur Verfigung

gestellt wurden.

In beiden Féllen wurden die durch LOH-Analysen ermittelten O-Werte % bestdtigt, wobei
allerdings die O-Werte des hier vorgestellten Verfahrens fir die Proben etwas gréfler sind,
was ein geringeres Ausmaf3 von Genverlusten impliziert (Qion: Qrearime 0.61:0.75 und
0.68:0.80). Bei den veréffentlichten Werten handelt es sich nicht um Q-Werte, welche die
Genkopienzahl pro haploidem Genom angeben, sondern um q""-Werte, welche ein Maf3
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1.2 Abb. 3-42 Ergebnis des Simulationsexperi-

11 ] y=1.02.x - 0.04 ments zum p53-Genverlust. Die Q-
10 R® = 0.9948 I Werte  wurden  berechnet nach

= ] /l Gl. 3.22 (Seite 109), wobei hier p53
2 0-9: T das Testgen ist. Die Datengewinnung
£ 081 L und Auswertung erfolgten analog zur
5 07 ] . Bestimmung der simulierten Ge-
T T/J' namplifikation in 0. Die Templat-
£ 0-6: I menge in der ,Normal“-Probe sowie
! 0.5 - I/ der ,Tumor“-Probe betrdgt 2000
0.4 1 Genomdquivalente for die IGF-1-

1 Messung, fir die p53-Messung be-
03— finden sich 2000, 1750, 1500, 1250

04 05 06 07 08 05 10 11 und 1000 Genomdgquivalente in den

Q-Wert (soll) ,Tumor”-Proben.

for die Heterozygositat darstellen: Eine vollstédndig homozygote (bzw. hemizygote) Probe
(iede Zelle besitzt nur ein Allel) hat einen g““" von Null, eine heterozygote Probe mit einer

LOH

Gleichverteilung beider Allele (jede Zelle besitzt zwei Allele) hat einen " von Eins. Die

entsprechenden O-Werte kénnen daraus abgeleitet werden durch O = 0.5:(q"+1).

Die hier vorgestellte Methode erlaubt also die einfache und schnelle Quantifizierung von
Genverlusten anhand von wenig Probenmaterial auch mit fragmentierter DNA. Da diese
Technik von der Mischung der Komponenten bis hin zur Auswertung der Daten voll auto-
matisierbar ist, kann es zukinftig méglich sein, in Hochdurchsatzverfahren bereits wéhrend
der Tumorprogression diverse Tumortypen auf Verénderungen des Status tumorrelevanter
Gene zu untersuchen und so die Basis fir genaue molekulare Charakterisierungen und ei-
ne exakte Klassifizierung des Tumors zu entwickeln. Einfache Messverfahren, die mit wenig
Probenmaterial auskommen, kénnen weiterhin helfen, die mikroevolutiven Prozesse wdéh-
rend der Tumorentstehung besser verstehen zu lernen.

3.4 Methodische Entwicklungen

Schlussgelobnis iiber Wissenschaft. Wenn ihr es Rgnnt, werdet thr miissen.
Friedrich Nietzsche

Nachfolgend werden drei neue, RT-PCR-basierte Methoden vorgestellt, die im Rahmen
dieser Arbeit entwickelt wurden. Die kompetitive RT-PCR erméglicht die Quantifizierung
durch Einsatz interner Standards (Kompetitoren) mit sehr hoher Prézision, aber einge-
schranktem dynamischen Bereich. Mit der allelspezifischen RT-PCR lassen sich die Konzent-
rationen sehr &hnlicher Sequenzvarianten in Mischproben innerhalb eines sehr grofien
Konzentrationsbereichs bestimmen. Schliellich wird noch ein RT-PCR-basiertes Verfahren
vorgestellt, welches die einfache, schnelle und sehr prézise Bestimmung von Genomgro-
Ben erlaubt.
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3.4.1 Verfahren zur Bestimmung von Genomgro3en

Als eine weitere methodische Entwicklung, die gleichzeitig als Anwendungsbeispiel quanti-
tativer RT-PCR dient und damit zu 3.3 Uberleitet, wird ein Verfahren zur Bestimmung von
GenomgroBien dargestellt, mit welchem hier exemplarisch die Gréflen der Genome dreier
eukaryoter Organismen ermittelt wurden: von der einzelligen Backerhefe Saccharomyces
cerevisiae als vollsténdig sequenzierten Referenzorganismus, vom Platyfisch Xiphophorus
maculatus, einem wichtigen Tiermodell in der Krebsforschung sowie vom menschlichen
Genom, dessen Genomgréfle bereits mit vielen unterschiedlichen Verfahren bestimmt wur-
de und fir dessen Wert durch die Ergebnisse der Sequenzierprojekte inzwischen recht ver-
l&ssliche Schatzungen vorliegen.

In der Literatur ist eine Vielzahl unterschiedlicher Verfahren zur GenomgréBenbestimmung
beschrieben, von denen hier nur die prominentesten kurz vorgestellt werden. In ersten bio-
chemischen Arbeiten erlaubten quantitative chemische Analysen, z. B. des nukleéren Phos-
phatgehalts, Rickschlisse auf den Gehalt an Nukleinséuren je Zellkern. Die so ermittelten
Werte sind jedoch meist zu groB3,%*” wahrscheinlich bedingt durch die Anwesenheit nukled-
rer Ribonukleinséuren. Als klassisches biophysikalisches Verfahren wird schon seit den spé-
ten 1960er Jahren bis auf den heutigen Tag die Analyse von DNA-Reassoziationskinetiken
(,cot-Assay”) mit Hydroxylapatit-Chomatographie zur Trennung einzel- und doppelstrangi-
ger DNA eingesetzt.?*®?* Neuere Techniken basieren auf der Messung der Fluoreszenzin-
tensitdt DNA-bindender Farbstoffe in durchfluBzytometrischen 2*?*" oder absorptionszyto-

photometrischen?*? Analysen nach FEULGEN-Farbung.?*?

Die Kenntnis von Genomgréfen ist in vielen Bereichen der Biologie von Bedeutung. Die
Vergleiche der Genomgréfien verschiedener Arten kénnen z. B. Aufschluss Gber Verwandt-
schaftsverhdlinisse bzw. evolutive Prozesse sowie Uber Differenzierungsprozesse wdahrend
der Ontogenese und Verdnderungen des nukledren DNA-Gehalts wéhrend der Tumorge-

nese geben 241244246

3.4.1.1 Prinzip

Das hier vorgestellte Verfahren beruht auf der Quantifizierung genetischer Elemente, die in
bekannter Zahl im Genom vorliegen, durch quantitative RT-PCR mit externer Standardisie-
rung. Die zur Quantifizierung eingesetzte Probenmenge kann UV-spektrophotometrisch be-
stimmt werden. Das Schema des experimentellen Ablaufs ist in Abb. 3-43 gezeigt.

Bei der fir die Quantifizierung in der RT-PCR benétigten Standard-DNA handelt es sich um
ein PCR-Produkt der Zielsequenz. Da die Lange des PCR-Produkts (ng,pcr) bekannt ist,
kann ausgehend von der UV-spektrophotometrischen Bestimmung der Massenkonzentrati-
on des PCR-Produkts (c,.pcr) die Anzahl der PCR-Produktkopien je Volumeneinheit (cx pcr)
berechnet werden nach

c Masse ]
Kopien ] _ “m,PCR | Volumen

CK ,PCR [ Volumen | — Masse
My pcr | “Kopie

Gl. 3.23
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wobei mgpcr die Masse eines PCR-Produkimolekils bezeichnet. Diese ldsst anhand der
bekannten Produkildnge in Basenpaaren (ng,pcr) und der Masse eines Basenpaares
(mp,=Mp,/N4; Mp,: molare Masse eines Basenpaars, = 660 g/mol und N,: Avogadrosche
Zahl = 6.022-10% mol ™) ermitteln:

M Masse]
Masse | _ . _ . Bp | Mol
mK,PCR [ Kopie:| - an,PCR me - an,PCR N Kopie Gl- 3.24
Al Mol

Durch die Kenntnis von ¢k pcr der Standards kann mittels der quantitativen RT-PCR die ab-

solute Kopienkonzentration der Zielsequenz in der Proben-DNA bestimmt (cx py4) werden.

Die Grofie des haploiden Genoms (1n), T, in friheren Arbeiten auch als S-Wert bezeich-

net, entspricht dem Quotienten der UV-spekirophotometrisch bestimmten Massenkonzent-

ration (capn4) und dem Produkt der in der Quantifizierung bestimmten absoluten Kopien-

konzentration (cx py4) mit der Anzahl der Kopien der Zielsequenz im haploiden Genom ( f):
Masse

[t ] = S [ Gl. 3.25

Kopie f .c Kopien
k,DNA | Volumen

Probe genomischer DNA

PCR:
Generierung von DNA-Molekilen
bekannter Lange und bekannter
Anzahl im Genom

PCR-Produkt

UV-Spektrophotometrie: UV-Spektrophotometrie:
Bestimmung der DNA-Konzentration Bestimmung der DNA-Konzentration
in Masse/Volumen in Kopien/Volumen

[ Verdiinnungsserie ]

v

DNA-Standards

% |

Quantifizierung der DNA-Probe durch
Real-time-PCR:
Kopien/Ansatz

Abb. 3-43 Flussdiagramm zur Genomgréfienbestimmung. Ausgehend von einer Probe geno-
mischer DNA wird zundchst ein PCR-Produkt generiert, welches spéter als Standard-
DNA zur Bestimmung der Kalibrierfunktion eingesetzt wird. Das genaue Verfahren ist im
Text beschrieben.
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Fur den Fall einer Gensequenz, die nur einmal im haploiden Genom vorkommt, wie es fir
single-copy-Gene der Fall ist, gilt f = 1, womit sich Gl. 3.25 vereinfacht zu I' = ¢,/c;. Die
Zahl der Basenpaare pro haploidem Genom kann aus Gl. 3.25 berechnet werden, indem
" aut die Masse eines Basenpaares (mp,) bezogen wird.

Die Amplifikation des Standard-PCR-Produktes kann mit einem Primerpaar erfolgen, wel-
ches die Bindungsstellen fur die zur RT-PCR verwendeten Primer einschlieBt. Bei dieser
,nested-PCR” liegen dann die Bindungsstellen der zur RT-PCR verwendeten Primer nicht
genau am Rand des zu kopierenden Templats, wie es der Fall wére, wenn zur Generierung
der Standards die gleichen Primer verwendet wirden. In den ersten Zyklen der Amplifikati-
on kann die Effizienz von so genannten Randeffekten des Templats beeinflusst sein (z. B.
durch Ausbildung stabiler Sekundarstrukturen, welche die Hybridisierung der Primer sté-
ren). Durch die Verwendung eines Templats mit entsprechenden Randbereichen als Stan-
dard-DNA versucht man zu gewdhrleisten, dass die Amplifikationseffizienz bei Standards
(als PCR-Produkt) und zu quantifizierender Proben (als genomischer DNA) méglichst iden-
tisch ist, was eine essentielle Voraussetzung fir eine exakte absolute Quantifizierung mittels
der RT-PCR darstellt.

3.4.1.2 Beispiel Saccharomyces cerevisiae

Da das Genom der Béackerhefe sequenziert ist, liegt fir diesen Organismus ein sehr exak-
ter Wert fir die Genomgroéfie vor, weshalb dieser hier als Referenzmodell fir das Verfahren
zur GenomgréBenbestimmung dienen soll. Fur die Untersuchung wurde der Stamm #368

FY 1679 verwendet, der die Grundlage fur die Sequenzierungsprojekte war.?*’

Die UV-spektrophotometrisch bestimmte Konzentration der DNA-Probe, isoliert aus den
Zellen einer Hefekultur, betrug c,.pva = 17.9 ng/ul. Quantifiziert wurde das single-copy-
Gen rps3 fir das ribosomale Protein S3. Das nach dem Standard-PCR-Protokoll hergestell-
te und aufgereinigte PCR-Produkt der Primer RPS-H1/R1 mit einer Ldnge von 382 Bp wur-
de UV-spektrophotometrisch bestimmt und mit Reinstwasser auf eine Konzentration von
108 K/ul eingestellt.

Zur Quantifizierung der Kopienzahl der Zielsequenz im Hefegenom wurde eine serielle
1:10-Verdinnungsreihe der Standard-DNA (von 10® bis 10? K/ul) sowie ein Fiunffach-
Ansatz der genomischen DNA mit dem Primerpaar RPS-H2/R2 im LightCycler amplifiziert.
Das 172 Bp lange Produkt wurde mittels SYBR-Green | detektiert. Anhand der Kalibrierge-
raden (y = -4.0x + 38.7, R2 = 0.9993) wurde fir die Probe eine Konzentration von
ckova = 1.35:10° K/ul = 6 % (MW + SD) ermittelt. Nach Gl. 3.25 folgt damit fur die
(haploide) Genomgréfie ein Wert von I' = 13.26 fg, was einer Lénge von 12.1 MBp ent-
spricht. Dieser Wert stimmt sehr genau mit der durch Sequenzierung bestimmten Genom-
groBe von 12.069 MBp Gberein.?*’

3.4.1.3 Beispiel Homo sapiens

Die GréBe des menschlichen Genoms wurde anhand dreier DNA-Proben aus Blutlympho-
zyten mit einer Konzentration von jeweils ¢, pvs = 15 ng/ul bestimmt. Als Standard-DNA
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diente das mittels konventioneller PCR nach dem Standard-PCR-Protokoll hergestellte und
aufgereinigte PCR-Produkt der Primer QPCR-2a/2b mit einer Ladnge von 342 Bp.

Gemessen wurde die Kopienzahl des p53-Gens in Finffach-Ansétzen nach Amplifikation
mit dem Primerpaar p53-H/R und Detektion mit den p53-spezifischen Hybridisierungsson-
den im LightCycler. Ausgewertet wurde das Signalverhélinis von Kanal 2 / Kanal 1. Die
ebenfalls in Funffach-Ansétzen gemessenen Standards enthielten 10°, 10* und 10° Kopien
des nach dem Standard-PCR-Protokoll hergestellten und aufgereinigten, 125 Bp langen
PCR-Produkts der Primer p53-H/R.

Anhand der Kalibriergeraden (y = -3.71-x + 38.3, R2 = 0.9978) wurden fir die Proben
eine mittlere Konzentration von cxpys = 4.69-10° K/ul ermittelt. Die Standardabweichun-
gen der 5fach-Bestimmungen liegen zwischen 1 % und 5 %. Die nach Gl. 3.25 berechne-
te (haploide) Genomgréfle ist I' = 3.2 pg bzw. 2.9 GBp. Der Variationskoeffizient der un-
abhéngigen Bestimmungen der drei Proben betrégt 13 %.

Die Angaben in den Ublichen Lehrbichern Gber die bereits mit vielen unterschiedlichen
Verfahren bestimmte Genomgréfle des Menschen schwanken zwischen 2.8 und
3.2 GBp.?*#2% Die Schatzungen der Genomgréfe, ausgehend von den Sequenzierungser-
gebnissen des Humanen Genomprojekts, legen eine etwas kleinere Genomgréfie nahe,
wobei Werte zwischen 2.8 und 3.0 GBp angegeben werden.?® Der hier bestimmte Wert
von 2.9 GBp liegt genau in diesem Bereich und entspricht dem von Celera Genomics an-
gegebenen Wert von 2.9 GBp fir die Konsensussequenz des euchromatischen Anteils des
Genoms.”®

3.4.1.4 Beispiel Xiphophorus maculatus

Wie noch in 3.3.1 beschrieben wird, ist der urspringlich in zentralamerikanischen Gewas-
sern beheimatete Platyfisch (Xiphophorus maculatus) nicht nur ein beliebter Aquarienfisch,
sondern auch ein wichtiges Tiermodell in der Verhaltensforschung und der Krebsfor-
schung.??*?% Nicht zuletzt aus diesem Grund wurde der nukledre DNA-Gehalt dieses Fi-
sches schon mehrfach mit unterschiedlichen Methoden bestimmt, deren Ergebnisse hier
zum Vergleich herangezogen werden kénnen.

Analog zum Vorgehen fir die Hefe wurde auch hier, ausgehend von einer DNA-Probe mit
einer Konzentration von ¢, pv4 = 16.8 ng/ul, mit Hilfe der Primer Xp53-H1/R1 zunéchst
ein 387 Bp langes PCR-Produkt generiert und auf eine Konzentration von 108 K/ul einge-
stellt. Zur RT-PCR wurden die Primer Xp53-H2/R2 eingesetzt, welche ein 89 Bp langes
Produkt liefern. Der anhand der Kalibriergeraden (y = -3.9-x + 43.0, R2 = 0.9998) be-
stimmte Wert fir die Konzentration der Probe ist cxpyy = 2.78:10* K/ul + 8 % (MW =+
SD; n=5).

Fur die GréBe des haploiden Genoms ergibt sich damit nach GI. 3.25 ein Wert von T =
604 fg bzw. 551 MBp.

In der Literatur finden sich Werte fir die GenomgréBe von Xiphophorus maculatus zwi-

schen 410 MBp (450 fg) und 550 MBp (600 fg), abhéngig von der jeweiligen Untersu-
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chungsmethode. Uber Reassoziationskinetiken wurde ein Wert von 530 MBp (577 fg) be-
stimmt, die absorptionszytophotometrische Analyse nach Feulgen-Férbung lieferte einen
geringfigig gréferen Wert von 540 MBp (595 fg).?>' Das mit der hier vorgestellten Me-
thode gefundene Ergebnis von 550 MBp (604 fg) stimmt auch hier sehr gut mit den Litera-
turwerten Gberein.

Die Ergebnisse fur die drei untersuchten Arten zeigen, dass mit Hilfe des hier beschriebe-
nen RT-PCR-basierten Verfahrens sehr verléssliche und genaue Aussagen Uber die Gréfle
von Genomen méglich sind. Im Vergleich zu den in der Literatur beschriebenen Verfah-
ren?3243 ist hierbei jedoch der experimentelle und zeitliche Aufwand deutlich geringer. Die
Genauigkeit dieser Methode héangt entscheidend ab von der Spezifitat der PCR-Reaktionen
(es durfen keine Nebenprodukte gebildet werden) sowie der Genauigkeit der UV-
spektrophotometrischen Quantifizierung. Die Bildung nicht gewinschter Nebenprodukte
bei der Generierung der Standard-DNA fhrt zu einer Unterschdtzung der Genomgrofle,
da ein zu grofler Wert fir die Kopienkonzentration der Standards berechnet wird. Fehler in
der UV-spektrophotometrischen Quantifizierung kénnen dabei sowohl zur Unter- als auch
zur Uberschétzung der GenomgréBe fihren. Hier sollte statt einer Zweipunktbestimmung
(bei 260 und 320 nm) ein vollsténdiges UV-Absorptionsspektrum (mit einem Wellenlén-
genbereich von 220-320 nm) gemessen werden, um die Qualitét der DNA-Lésung beur-
teilen zu kénnen und nicht aufgrund von Verunreinigungen mit anderen UV-Licht-absorbie-
renden Substanzen, insbesondere Proteinen, zu grofBe Werte zu messen. Eine Uberbestim-
mung der Konzentration der genomischen DNA-Probe hat auch eine Uberschétzung der
GenomgréBe zu Folge, wihrend die Uberbestimmung der Konzentration der Standard-
PCR-Produkte zur Unterschatzung der Genomgréfie fuhrt.

3.4.2 Kompetitive Real-time-PCR

RT-PCR basierte Methoden zur Quantifizierung von Nukleinsduren verwenden Gblicherwei-
se externe Standards zur Bestimmung der initialen Kopienzahlen bzw. Konzentrationen der
Template. Dieses Verfahren hat einen sehr groflen dynamischen Bereich, allerdings eine
eingeschrankte Prézision: Die Variationskoeffizienten von Einzelbestimmungen liegen nach
Herstellerangaben bei bis zu 50 %, so dass in der Regel Mehrfachbestimmungen mit finf
und mehr Reaktionsansétzen je Probe durchgefihrt werden missen, um hinreichende Ge-
nauigkeiten zu erzielen. Ein weiterer kritischer Punkt ist, dass zur Quantifizierung die Ampli-
fikationseffizienzen von Standards und unbekannten Proben identisch sein missen (siehe
0). Diese Vorausetzung ist bei einer Koamplifikation der Standard- (bzw. Kompetitor-) und
Probenemplate im selben Reaktionsansatz bei Verwendung derselben Primer mit maximaler
Wabhrscheinlichkeit erfillt, allerdings missen die PCR-Produkte der Kompetitor- und Pro-
bentemplate hierbei analytisch unterscheidbar sein (1.2.1). In der RT-PCR kann dazu das
Schmelzverhalten entweder der PCR-Produkte mit SYBR-Green | oder der Produkt/Sonden-
Hybride analysiert werden.

Die Méglichkeit einer quantitativen Analyse von Schmelzkurven kompetitiv amplifiierter
Template unter Verwendung von SYBR-Green | wurde zuerst von RIRIE et al.”” postuliert und
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spdter von AL-ROBAIY et al.?' gezeigt. Hierzu mussen die Unterschiede zwischen Probe und
Kompetitor einen messbaren Effekt auf die Schmelztemperatur der jeweiligen PCR-Produkte
haben, womit die Wahrscheinlichkeit gering ist, dass die Amplifikationseffizienzen von Pro-
be und Kompetitor hinreichend &hnlich sind.

Um geringere Unterschiede zwischen Kompetitor- und Probentemplat analysieren zu kén-
nen, bieten sich sequenzspezifische Sonden an, deren Hybride mit den jeweiligen PCR-
Produkten unterscheidbare Schmelztemperaturen aufweisen. Ein Prinzip, welches bereits zur
Mutationsdetektion und Allelotypisierung eingesetzt wird.****? Die quantitative Analyse er-
folgt wie im Fall von SYBR-Green | ebenfalls im Anschluss an die Amplifikation durch eine

Schmelzkurvenanalyse. %>

Im Folgenden wird ein Verfahren vorgestellt, welches eine hochgenauve Quantifizierung mit
sequenzspezifischen Sonden erméglicht, wobei die Daten der Amplifikationskurven ver-
wendet werden und somit eine anschlieBende Schmelzkurvenanalyse nicht mehr notwendig
ist. Dabei kommt nur ein Sondenpaar (Donor- und Akzeptorsonde) zum Einsatz, mit dem
die PCR-Produkte sowohl der Probe als auch der Standards wéhrend der Amplifikation bei
unterschiedlichen Messtemperaturen detektiert werden.

3.4.2.1 Prinzip

Das Grundprinzip der quantitativen, kompetitiven PCR ist in 1.2.1 kurz beschrieben. Hier-
bei wird die Zielsequenz in Kompetition zu einem internen Standard, dem Kompetitor,
amplifiziert. Unter der Voraussetzung, dass beide Sequenzen mit derselben Effizienz ampli-
fiziert werden, bleibt das Mengenverhdlinis beider Sequenzen wahrend der PCR konstant,
wie sich aus Gl. 1.4 leicht ableiten lasst. Sei N, die unbekannte initiale Menge der zu
quantifizierenden Zielsequenz und K die bekannte initiale Menge an Kompetitormoleki-
len, so ist das Verhdltnis N,:K, beider Mengen nach n Zyklen gleich dem Verhdltnis Ny:Ko,
womit sich Ny bestimmen l&sst:
N, N,-& N,

X Ko7 K Gl. 3.26

Um sicherzustellen, dass die Amplifikationseffizienzen von Zielsequenz und Kompetitor ver-
gleichbar sind, sollte die Kompetitorsequenz der Zielsequenz in Lédnge und Zusammenset-
zung méglichst éhnlich sein und mit demselben Primerpaar amplifiziert werden. Idealerwei-
se unterscheiden sich beide Sequenzen nur in einem Basenpaar. Dieser Unterschied macht
sie zur Bestimmung des Mengenverhdlinisses analytisch unterscheidbar, z. B. durch eine
Spaltung mit einer Restriktionsendonuklease, die nur eines der beiden PCR-Produkte spal-
ten kann. Die Spaltprodukte lassen sich aufgrund ihrer geringeren Lénge mit gele-
lektrophoretischen Verfahren einfach vom nicht spaltbaren Substrat trennen. Die Menge
beider Produkte kann dann z. B. mit densitometrischen Verfahren bestimmt werden.

Die RT-PCR bietet die Maglichkeit, PCR-Produkte anhand ihrer Amplifikationskurven paral-
lel, sequenzspezifisch und direkt zu quantifizieren, ohne weitere Analyse der Produkte im
Anschluss an die PCR. Fir die Detektion der beiden, sich idealerweise nur in einer Position
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unterscheidenden Sequenzen kénnen zwei unterschiedlich markierte Sonden verwendet
werden, wobei die eine zur Probensequenz und die andere zur Kompetitorsequenz kom-
plementdr ist und mit dem jeweils anderen PCR-Produkt nur unter Ausbildung mindestens
einer Basenfehlpaarung hybridisieren kann. Deren Fluoreszenz kann wéhrend der PCR pa-
rallel in verschiedenen Kandlen gemessen werden, um je Reaktionsansatz zwei unabhéngi-
ge Amplifikationskurven zu erhalten, welche die Akkumulation je eines der beiden PCR-
Produkte beschreiben (2-Kanal-Messung). Hierbei konkurrieren jedoch die sequenzspezifi-
schen Sonden um die Bindungsstellen auf den PCR-Produkten, die sich ja idealerweise nur
minimal unterscheiden, was sehr stringente Hybridisierungsbedingungen erfordert. Um an-
hand der AC;-Werte von den in den beiden Kandlen aufgezeichneten Amplifikationskurven
von Probe und Standard auf das Konzentrationsverhéltnis schlieBen zu kénnen, muss hier
die Amplifikationseffizienz bekannt sein. Diese muss durch zusétzliche PCRs, z. B. einer
Verdunnungsserie des Standards, hinreichend genau bestimmt werden.

Das Detektionssystem l@sst sich vereinfachen, indem statt zweier unterschiedlicher Sonden
zur Detektion der beiden Sequenzen nur eine Sonde verwendet wird, die mit einer der bei-
den amplifizierten Sequenzen eine Basenfehlpaarung ausbildet. Durch diese Basenfehlpaa-
rung erniedrigt sich die Schmelztemperatur des Sonden/Templat-Hybrids um einige Kelvin,
was zur Unterscheidung der PCR-Produkte und deren relativer Quantifizierung in einer
Schmelzkurvenanalyse genutzt werden kann. Die Amplifikationskurven kénnen hierzu nicht
ohne weiteres, wie oben beschrieben, zur Quantifizierung herangezogen werden. Dieses
Verfahren der Quantifizierung durch eine Schmelzkurvenanalyse wurde z. B. von LYON et

G/.]47

zur Bestimmung der HER-2/neu-Gendosis verwendet, die damit allerdings nur eine
Genauigkeit erreichten, die der von Bestimmungen mit externen Standards vergleichbar ist
(mit einer Standardabweichung bei der Mehrfachbestimmung von Kopienzahlen von ca.

30 %).

Bei dem hier vorgestellten Verfahren handelt es sich um eine Abwandlung der von LYON et
al.'*” beschriebenen Methode, wobei einer der Primer hier jedoch im Unterschuss einge-
setzt wird. Bei der sogenannten asymmetrischen PCR folgt einer anfénglichen exponentiel-
len Zunahme an doppelstrangigen PCR-Produkten eine lineare Zunahme an einzelstrangi-
gen PCR-Produkten mit der zu den Sonden komplementédren Sequenz. Dadurch wird eine

rt,2%42%% was die Mess-

Produktrehybridisierung verhindert und die Signalausbeute gesteige
genavigkeit erhdht. Weiterhin wird wegen der Existenz einzelstrangiger Produkte, die selbst
nicht mehr amplifiziert werden, die Hybridisierung der Sonden auf diesen Produkten nicht
mehr gestért, so dass wahrend der Amplifikation schon je Zyklus zwei Messwerte bei unter-
schiedlichen Hybridisierungstemperaturen im selben Kanal aufgezeichnet und daraus zwei
Amplifikationskurven erstellt werden kénnen (1-Kanal-Messung). Das Signalverhélinis die-
ser Messwerte entspricht dem Verhdlinis von Gesamtprodukimenge zur Menge des Pro-
dukts, zu dem die Sonde vollstandig komplementdr ist (Abb. 3-44). Eine Schmelzkurven-
analyse im Anschluss an die PCR ist nicht mehr erforderlich, kann aber durchgefihrt wer-
den, um die Konzentrationsverhéltnisse anhand der Peakfléchenverhdélinisse der Peakkur-

ven zu ermitteln.
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Hohe Hybridisierungstemperatur Niedrige Hybridisierungstemperatur
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Abb. 3-44 Prinzip der Signalgenerierung bei der kompetitiven RT-PCR mit 1-Kanal-
Messung. In dem gezeigten Beispiel ist die Akzeptorsonde komplementér zur Sequenz
der Proben-DNA (obere Reihe), wahrend sie bei der Hybridisierung mit der Kompetitor-
DNA eine Basenfehlpaarung ausbildet (untere Reihe). Bei hoher, d. h. stringenter Tem-
peratur (linke Seite) bindet die Akzeptorsonde nur am einzelstrdngigen PCR-Produkt mit
der Probensequenz, das gemessene Fluoreszenzsignal (Teilsignal) ist proportional zur
Menge dieses PCR-Produkts. Bei niedriger Temperatur (rechte Seite) hybridisiert die Ak-
zeptorsonde zudem mit dem einzelstrangigen PCR-Produkt des Kompetitors und bei der
gemessenen Fluoreszenz handelt es sich um ein Signal, das proportional ist zur Summe
beider Produktmengen (Summensignal). Der zum Kompetitorprodukt proportionale Sig-
nalanteil ergibt sich aus der Differenz dieser beiden Messwerte.

Da die Fluoreszenzintensitéten fir die Teil- und Summensignale bei unterschiedlichen
Temperaturen gemessen werden, wird das Teilsignal, welches bei der héheren, stringenten
Temperatur gemessen wird, bedingt durch den temperaturabhéngigen Quench, im Ver-
gleich zum Summensignal systematisch unterbestimmt. Geht man z. B. von einer équimo-
laren Menge beider PCR-Produkte aus, so ist das Summensignal mehr als doppelt so grof3
wie das Teilsignal. Die korrekten Werte erhélt man jedoch einfach durch die Normalisie-
rung der gemessenen Verhdltnisse von Teil- zu Summensignal auf das entsprechende Ver-
halinis der Messwerte von einer bekannten, dquimolaren Mischung beider Produkte.

3.4.2.2 Primer, Sonden und Template

Die Leistungsfahigkeit dieses Verfahrens wurde beispielhaft an der Sequenz des BCR/ABL-
Fusionstranskripts nachgewiesen. Die Plasmide mit der Wildtypsequenz (im folgenden als
Probe bezeichnet) sowie mit einer durch gezielte Mutagenese in zwei Positionen verénder-
ten Sequenz (im folgenden als Kompetitor bezeichnet) wie auch die Primer und Hybridisie-
rungssonden wurden freundlicherweise von A. FREIST zur Verfigung gestellt und sind in ih-
rer Dissertation beschrieben.”* Die Positionen der Basenaustausche sowie der Primer und
Sonden sind in Abb. 3-45 dargestellt.
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..ACGTTCCTGATCTCCTCTGACTATGAGCGTGCAGAGTGGAGGGAGAACATCCG
GGAGCAGCAGAAGAAGTGTTTCAGAAGCTTCTCCCTGACATCCGTGGAGCTGCA
GATGCTGACCAACTCGTGTGTGAAACTCCAGACTGTCCACAGCATTCCGCTGAC
CATCAATAAGGAAGATGATGAGTCTCCGGGGCTCTATGGGTTTCTGAATGTCAT
CGTCCACTCAGCCACTGGATTTAAGCAGAGTTCATTCAGCGGCCAGTAGCATCT..

Abb. 3-45 Sequenz des amplifizierten Abschnitts des BCR/ABL-Fusionstranskripts sowie die
Positionen der Primer und Hybridisierungssonden. Grin: Primer ber(1), hellblau:
Primer abl(2), dunkelblau: Donorsonde LC(1), rot: Akzeptorsonde LC(2). Unterstrichen:
Position mit Basenaustauschen zwischen Wildtyp- und Kompetitorsequenz. Gezeigt ist
die Wildtypsequenz. Bei der Kompetitorsequenz ist das Adenin (2) gegen ein Guanin (G)
und das Thymin (T) gegen eine Cytidin (C) ausgetauscht.

Das PCR-Produkt hat eine Ldnge von 269 Bp. Die Akzeptorsonde ist komplementdar zur
Probensequenz. Mit der Kompetitorsequenz hybridisiert sie unter Ausbildung zweier zentral
gelegener Basenfehlpaarungen (A:C und T:G).

3.4.2.3 PCR-Protokoll mit asymmetrischer Amplifikation und zwei
Messpunkten

Die PCR-Ansétze enthalten, abweichend von dem in 2.6.5 beschriebenen Standardansatz
for Hybridisierungssonden, den Primer ber(1) nur in einer Konzentration von 0.05 uM, was
einem Zehntel der Konzentration von 0.5 uM des Primers abl(2) entspricht. Donor- sowie
Akzeptorsonden werden in einer Konzentration von jeweils 0.2 uM eingesetzt. Als Proben-
und Kompetitortemplat, die in unterschiedlichen Mischungsverhélinissen zu den Reaktions-
ansétzen gegeben werden, dienen die Plasmide mit den inserierten BCR/ABL-Sequenzen.
Unter den beschriebenen Reaktionsbedingungen betragt die Schmelztemperatur der Akzep-
torsonde von der Probensequenz 60 °C und von der Kompetitorsequenz 70 °C.

Tab. 3-3  Protokoll der kompetitiven RT-PCR mit 1-Kanal-Messung. Wenn nicht anders an-
gegeben, betragen die Temperaturgradienten 20 K/s.

Programm Wdh. Segment Temp.1 Temp.2 Step Dauer Messpunkt
Nr. [°’C] [°C] Kl s]

1 Initiale 1 x 1 95 30

Denaturierung

2 Touchdown 10 x 1 95 0
2 60 50 1 5
3 72 10

3 Amplifikation 40 x 1 95 0
2 50 5 single
3 65 5 single
4 72 10

4 Schmelzkurve T x 1 72 10 continous
2 95 0

" Temperaturgradient: 0.2 K/s
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Tab. 3-3 zeigt das entsprechend modifizierte PCR-Protokoll. Im Gegensatz zum Standard-
protokoll wird in den ersten zehn Zyklen (Programm , Touchdown®) die Hybridisierungstem-
peratur nach jedem Zyklus um 1 K von 60 °C auf 50 °C erniedrigt. In den folgenden 40
Zyklen (Programm ,Amplifikation”) wird nach dem Segment zur Hybridisierung mit der
Zieltemperatur von 50 °C und einem Messpunkt ein weiteres Segment eingefigt mit einer
Zieltemperatur von 65 °C und einem weiteren Messpunkt, so dass dieses Programm zwei
Datensegmente enthdlt, wobei im ersten das Summensignal (Probe 4+ Kompetitor) und im
zweiten das Teilsignal der Probe gemessen wird.

Die Auswertung der wahrend der Amplifikation gewonnenen Daten ist ausschlieBlich mit
dem in dieser Arbeit entwickelten Softwareprogramm méglich, da Programme mit mehr als
einem Datensegment von der LightCycler-Software nicht korrekt interpretiert werden.

3.4.2.4 Auswertung der Amplifikationskurven

Die Amplifikationskurven aus den Daten der Signalverhéltnisse von Kanal 2 / Kanal 1 so-
wie die sich daraus ergebenden Verhdltnisse von Kompetitor zu Probe sind in Abb. 3-46
gezeigt. Die Menge des Probentemplats ist in jedem Ansatz konstant 2-10° Kopien. Ge-
messen wird jeweils ein Signal bei 50 °C, welches der Summe der Produkimengen von
Kompetitor und Probe entspricht (Abb. 3-46 A) sowie ein weiteres Signal bei 65 °C, wel-
ches proportional zur Produktmenge der Probe ist (Abb. 3-46 B). Ein zur Produktmenge
des Kompetitors proportionales Signal erhélt man durch die Bildung der Differenz dieser
beiden Messwerte. Bezogen auf den Signalwert im 40. Zyklus eines Reaktionsansatzes mit
vorausgesetzt bekannter Menge Probe (in diesem Beispiel wurde der Wert mit 2.5-10° Ko-
pien Kompetitor verwendet, das entspricht der 1.25-fachen Menge der Probe) ergeben sich
die in Abb. 3-46 C gezeigten normierten Verhdltniswerte von Kompetitor zu Probe.

Die Kurven streuen wdhrend der exponentiellen Amplifikation bis etwa zum 10. Zyklus
stark, konvergieren in den folgenden Zyklen wéhrend der linearen Produktzunahme gegen
die tatsachlich eingesetzten (eigentlich unbekannten) Verhéltniswerte von Kompetitor zu
Probe, womit die Menge der Probe bestimmt werden kann. Die Mittelwerte der letzen finf
Zyklen sind (st /soll): 5.04/5; 2.48/2.5; 1.27/1.25; 0.630/0.625 und
0.312 / 0.312. Obwohl es sich um Einfachbestimmungen handelt, weichen die Ergebnisse
nur um weniger als 2 % vom richtigen Wert ab.

Zur Berechnung der Verhdltniskurven: Sei FUs; das im i. Zyklus bei 50 °C gemessene Sig-
nal (Summensignal) eines Ansatzes U mit unbekannter Probenmenge und FYs; das im sel-
ben Zyklus bei 65 °C gemessene Signal (Probensignal) desselben Ansatzes. Das Kompeti-
torsignal ergibt sich dann aus der Differenz FVx; = FY; — F'p; und der unkorrigierte Ver-
halniswert durch den Quotienten aus Kompetitorsignal und Probensignal: QY =
FU;- (FYp)". Der korrigierte Verhdltniswert ergibt sich durch die Normierung von QY; auf
0" © ¢ eines Reaktionsansatzes R mit einem bekannten Mengenverhdlinis ¢ (wobei
O = 0% = F*,; - (F*.)" der Referenz im letzen Zyklus):
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Abb. 3-46 Amplifikations- und Verhaéltniskurven einer kompetitiven RT-PCR. Die Durchfihrung
des Experiments sowie die Berechnung der Verhaltiskurven sind im Text beschrieben.
Jeder Reaktionsansatz enthdlt 2:10° Kopien des Probentemplats plus die angegebene
Menge des Kompetitors. A) Amplifikationskurven des Segments Nr. 2 von ,Amplifikati-
on”.  B) Amplifikationskurven des  Segments Nr. 3 von ,Amplifikation”.
C) Verhéliiskurven zur Bestimmung der Probenkonzentration. Die Zahlenwerte Gber
den Kurven geben die jeweiligen Sollwerte bzw. die tatsdchlichen Mischungsverhélinisse
von Kompetitor zu Probe der jeweiligen Reakfionsansétze an (die Probenkopienzahl

btrégt jeweisl 2-10°).

F

K

U
A U R R
Qy,korr:q'Q[U:q‘ %”({i:q_Flgi'F:z‘:q_FKJ'(FSJ_FKJ) Gl. 3.27
l O FIyR Flii.FIE{i Flgi'(FSl,/i_Flgi)
Fp,

Statt des Wertes QF,..x kann auch der Gber die letzten 5 Zyklen gemittelte Wert zur Normie-
rung verwendet werden.
3.4.2.5 Auswertung der Schmelzkurven

Die im Anschluss aufgezeichneten Schmelzkurven (Abb. 3-47) kénnen ebenfalls zur Be-
stimmung der Mengenverhélinisse verwendet werden. Die Peakfléchen entsprechen hier,
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Abb. 3-47 Ergebnis der Schmelzkurvenanalyse nach kompetitiver RT-PCR. Die Durchfihrung
des Experiments ist im Text beschrieben. Ausgewertet wurden die Signalverhdlinisse von
Kanal 2 und Kanal 1. Jeder Reaktionsansatz enthélt 2-10¢ Kopien des Probentemplats
plus die angegebene Menge des Kompetitors. A) Peakkurven nach Korrektur der tem-
peraturbedingten Quenchs fir drei der insgesamt 5 Ansdtze. B) Verhdltnisse der
Peakfléchen (55-65 °C: Kompetitor; 65-75 °C: Probe) gegen das Verhdltnis der einge-
setzten Menge von Kompetitor und Probe. Regressionsgeraden: y = 0.82:x + 0.06,
R2=0.9989 (unkorrigiert) und y = 1.04-x — 0.04, R2=0.9982 (korrigiert).

nach Anwendung der in 3.2.2.2 beschriebenen Korrektur des temperaturbedingten
Quenchs, direkt den Produktimengen von Kompetitor bzw. Probe, so dass zur Auswertung
keine Differenzen gebildet werden missen. Die Normierung auf das Peakfléchenverhalinis
einer Referenz mit bekannter Probenmenge kann die Richtigkeit der berechneten Ergebnis-
se erhdhen, sofern die Schmelzkurven nicht zuvor um den temperaturbedingten Quench
korrigiert wurden. In diesem Falle werden jedoch aus den in 3.2.2.2 erlguterten Grinden
geringe Probenmengen relativ zur Menge Kompetitor unterbestimmt (die Akzeptorsonde
hat auf der Probe eine um 10 K héhere Schmelztemperatur als auf dem Kompetitor), wie
aus Abb. 3-47 B hervorgeht: wahrend die Steigung der Regressionsgeraden fir die korri-
gierten Schmelzkurven einen Wert von 1.04 erreicht, ist ihre Steigung fir die unkorrigierten
Schmelzkurven mit 0.81 zu gering.

Der mittlere Variationskoeffizient bei der Bestimmung der Verhdltnisse von Kompetitor zu
Probe anhand der Peakflachenverhdlinisse liegt fur die unkorrigierten Schmelzkurven bei
11.6 % und fir die korrigierten bei 2.9 %. Die Gber die Schmelzkurvenanalyse und
Quenchkorrektur erreichbare Genauigkeit entspricht damit ndherungsweise der anhand
der Amplifikationskurven erreichbaren Genauigkeit.

3.4.2.6 Demonstration der erreichbaren Genavigkeit

Zur Demonstration der hohen, mit diesem Verfahren erreichbaren Genauigkeit bei der auf
den Amplifikationskurven basierenden Quantifizierung (3.4.2.4) ist in Abb. 3-48 das Er-
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gebnis einer kompetitiven RT-PCR in einem engen Konzentrationsbereich des Kompetitors
um den Aquivalenzpunkt gezeigt.

Der Versuch wurde wie oben beschrieben durchgefohrt mit jeweils 2-10° Kopien Proben-
templat je Reaktion. Die Menge Kompetitor betrégt zwischen 2:10° und 10° Kopien je Re-
aktion. Ausgewertet wurden jeweils die mittleren Werte des Signalverhéltnisses von Kanal 2

zu Kanal 1 (Ch.2/Ch.1) der Zyklen 35-40 jeder Amplifikationskurve. Als Referenzwert dien-
te O, der Reaktion mit Gquimolaren Mengen an Kompetitor und Probe.

Die Standardabweichungen der Dreifachbestimmungen schwanken zwischen 0.013 und
0.022, die Variationskoeffizienten liegen zwischen 0.3 % und 5.7 % mit einem MW von
2.6 %. Die Standardabweichung fir den Reaktionsansatz mit dquimolaren Mengen von
Kompetitor und Probe ist Null, da dieser zur Normierung verwendet wurde. Entsprechend
den Standardabweichungen kénnen mit diesem Ansatz unter idealen Bedingungen noch
Probenmengen anhand von Einzelbestimmungen signifikant unterschieden werden, die sich
um weniger als 6% unterscheiden. Damit ist gezeigt, dass dieses im Vergleich zur konventi-
onellen kompetitiven quantitativen PCR sehr einfache Verfahren prinzipiell funktioniert und
unter idealen Bedingungen sehr genaue Ergebnisse liefert. Der hier bestimmte Wert der
Genavuigkeit dirfte jedoch bei Verwendung von genomischer DNA als Templat und gerin-
geren Templatmengen nicht ganz erreicht werden.

Die Ergebnisse sind vergleichbar mit den publizierten Daten von LYON et al.,'*” die anhand
der Schmelzkurvenanalyse sehr dhnlicher Experimente mit humaner genomischer DNA als
Probe und einem PCR-Produkt als Kompetitor gewonnen wurden. Dort wurde ein gréferer
Bereich von Mischungsverhdlinissen untersucht, wobei eine lineare Abhdngigkeit der
Peakfléichenverhéltnisse nur Gber den auch hier in 3.4.2.5 untersuchten Bereich von etwa

47 ermit-

einer Gréfenordnung gegeben war. In diesem Bereich lagen die von LYON et al.
telten Variationskoeffizienten der Mittelwerte (n=20) bei ca. 20 %, was vergleichbar ist mit
der Genauigkeit, die in Experimenten mit externer Standardisierung erreicht werden kann,
aber deutlich unter der Genauigkeit liegt, die mit dem in dieser Arbeit beschriebenen Ver-

fahren der kompetitiven PCR erreicht wurde.

1.1
1 Abb. 3-48 Ergebnis einer kompetitiven
1.0 4 - RT-PCR. Das Experiment ist im
09: / Text beschrieben. Gezeigt sind
o] 5 die Mittelwerte und Standardab-
0.8 - / weichungen von  Dreifachbe-
| 2 stimmungen. Gleichung der Re-

0.7 - gressionsgeraden: y = 1.04-x —
] 0.04, R2: 0.9992.
0.6 4 -
0.5 4 p///
0-4 v L] v L] v L] v L] v L] v L] v
04 05 06 07 08 09 10 11

Kompetitor : Probe, gemessen

Kompetitor : Probe, eingesetzt
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3.4.2.7 Einfluss ungleicher Amplifikationseffizienzen von Proben und
Standards auf die Ergebnisse von Quantifizierungen

Die exakte Quantifizierung, sowohl unter Verwendung externer als auch interner Standards
(wie bei der hier beschriebenen kompetitiven PCR), erfordert identische Amplifikationseffi-
zienzen fur die Proben- und die Standardsequenzen.'”?%?'2%¢ Dazu dirfen sich die Reakti-
onsbedingungen, inklusive der Primer-, Sonden- und Templatsequenzen, fir die Proben
und die Standards idealerweise nicht unterscheiden. Bei der Verwendung externer Stan-
dards kénnen proben-, pipettier- und geratebedingte Variationen wie z. B. das Vorhanden-
sein von Polymeraseinhibitoren, Konzentrationsschwankungen und Temperaturinhomoge-
nitdten die Effizienzen in den unterschiedlichen Reaktionsgeféfien beeinflussen, wahrend
bei der Verwendung interner Standards die Sequenzen notwendigerweise nicht identisch
sein kénnen und sich so die Amplifikationseffizienzen von Standard und Probe im selben
Reaktionsgefal unterscheiden kénnen.

Eine quantitative Aussage Gber den relativen Fehler aufgrund nicht-identischer Amplifikati-
onseffizienzen lasst sich aus dem Verhdlinis der gemessenen zur tatsdchlich eingesetzten i-
nitialen Templatmenge ableiten. Dies wird im Folgenden zundchst fur die externe, an-
schlieBend fur die interne Standardisierung hergeleitet.

Bei der Verwendung externer Standards wird die initiale Templatmenge einer Probe P an-
hand ihres C;-Werts und der durch die Standards definierten Kalibrierfunktion (Gl. 1.8)
gewonnen. Bei einer exponentiellen Amplifikation (Gl. 1.4) der Probe mit einer Effizienz
von &p erreicht die Menge ihres PCR-Produkts ausgehend von Ny p initialen Templatkopien
den Schwellenwert S geméf3 Gl. 1.6 nach Crp Zyklen, wobei

1 log(A)
C,p=— log( N, » ) — Gl. 3.28
" log(ey) og(No.r) log(&,)

mit 4 = p-S' = log(p) — log(S), siche Gl. 1.6.

Die aus Crp mit der Kalibrierfunktion bestimmte initiale Menge M, » ergibt sich durch Ein-
setzen in Gl. 1.8 nach logarithmieren: log(Myp) = (Crp + b)m’. Resubstitution der Para-
meter m und b und Vereinfachung ergibt

log(M 0,p ) = lg)gg((;))

Fur den Fall, dass die Effizienzen fir Standards und Probe identisch sind (g = &) folgt wie

-(10g(NO‘P)+log(A))—1og(A) Gl. 3.29

erwartet log(My) = log(Ny). Fur & # € ergibt sich jedoch ein komplizierter Zusammenhang
von M, und Ny, der nicht weiter vereinfacht werden kann. Mit nachfolgenden Randbedin-
gungen wird jedoch die Interpretation des Zusammenhangs einfacher: Wie in Gl. 1.5 be-
schrieben ist S=p-N¢, bzw. p-S' = N¢,' = 4, also ist log(4) = —log(N¢,). Damit kann
Gl. 3.29 auch geschrieben werden als

_ log(e) |

log(&,)

log(M,,) (1og (o) ~log (N, ))+log (N, ) Gl. 3.30
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Nun ist N¢, gerade die Menge des PCR-Produkts am Schwellenwert. Der Fehler ist also
nicht nur abhéngig vom Unterschied der Effizienzen, sondern auch vom Schwellenwert. Je
niedriger der Schwellenwert, desto kleiner der durch die Effizienzen verursachte Fehler (fir
N, = Nyp ist log(M, p) = log(No p)). Umgekehrt lésst sich auch argumentieren, dass bei ei-
nem gegebenen Schwellenwert der Fehler abhangig ist von Ny » und umso geringer wird, je
gréBer Ny p (bzw. kleiner Crp) wird. Das ist leicht einzusehen, da Abweichungen in den Effi-
zienzen ja in jedem Zyklus den Unterschied zwischen der bei identischen Effizienzen erwar-
teten Produktmenge zur tatsdchlich vorhandenen Produktmenge vergréfiern.

Bei der Verwendung interner Standards bzw. Kompetitoren wird die initiale Templatmenge
einer Probe P normalerweise anhand des Aquivalenzpunkts bestimmt, an dem die detek-
tierten Produktmengen von Probe und Kompetitor K gleich sind: Np = Ng. Es kann auch
einfach das Verhdltnis ¢ = Np : Ng bestimmt werden, um daraus Nyp zu bestimmen (N, p
= ¢'Nyx). Aus Gl. 1.4 fir die Produktimengen nach n Zyklen mit Amplifikationseffizienzen
von &p fir die Probe und g fir den Kompetitor folgt dafir

q=L(€P),, Gl. 3.31

NO,K (SK)

Der theoretisch richtige Wert von N, p ist damit Ny p = ¢*Nyx(&x)™(&p)™". Dieser kann jedoch
nicht ohne weiteres so berechnet werden, da die Effizienzen & und & nicht bekannt sind.
Wird jedoch angenommen, dass Probe und Kompetitor mit der selben Effizienz ¢ = & =
& amplifiziert werden, vereinfacht sich Gl. 3.31 zu

Ny »

2 Gl. 3.32
Y

0,K

und entsprechend ergibt sich die initiale Probenmenge zu Nyp = ¢'Ny k-

Der relative Fehler in der Bestimmung von N, p ergibt sich aus dem Verhdélinis dieses Wer-
tes zum theoretisch richtigen Wert und betrégt

9 Nox =[‘€—Pj Gl. 3.33
Q’NO,K’(EK) '(‘9P) €k

Auch hier ist der Fehler abhéangig von der Zyklenzahl, nach welcher die Produkte schlief3-

lich detektiert werden. Der Fehler ist umso geringer, je friher die PCR vor Erreichen der
Plateauphase abgebrochen wird. Danach vergréBert sich der Fehler nicht weiter, da dort
Ep = & = 1.

Die Auswertung anhand der Verhdliniskurven bei der kompetitiven RT-PCR (3.4.2.4) kann
damit aufgrund der geringeren Anzahl betrachteter friherer Zyklen mit exponentieller
Amplifikation von Vorteil gegentber der Auswertung durch Schmelzkurvenanalyse
(3.4.2.5) sein, wenn nicht sichergestellt ist, dass Standard und Probe mit identischer Effi-
zienz amplifiziert werden.
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3.4.3 Allelspezifische Real-time-PCR

Die quantitative Analyse genetischer Chiméren oder Mischproben ist von vielfédltiger Be-
deutung in Biologie und Medizin (siehe 1.4). DNA-Analyseverfahren beruhen auf der ver-
gleichenden quantitativen Untersuchung individuell unterscheidbarer Sequenzabschnitte
wie z. B. bei den polymorphen Segmenten der Immunglobulingene, RFLPs, VNTRs und
STRs oder der Quantifizierung einer spezifischen Sequenz, die ausschliefllich vom Donor
der chiméren Probe stammen kann, wie z. B. Y-chromosomenspezifische Sequenzen bei
einem Geschlechtschimdrismus. Auch die in 3.4 beschriebenen Methoden der kompetiti-
ven RT-PCR k&énnen prinzipiell zur Chimérenanalytik bzw. der quantitativen Analyse von
Mischproben eingesetzt werden. Allen genannten Verfahren gemeinsam (mit Ausnahme
der Y-chromosomenspezifischen PCR)'?® ist der sehr begrenzte dynamische Messbereich
der Mischungsverhdltnisse von maximal 1:20,%” was bedeutet, dass ein Allel bzw. eine Se-
quenzvariante mit einem Anteil von weniger als einem Zwanzigstel der Gesamtmenge nicht
mehr nachgewiesen werden kann.

Der dynamische Bereich kann durch die selektive Amplifikation und Quantifizierung der im
Unterschuss befindlichen Sequenzvariante, z. B. durch eine allelspezifische PCR, erh&ht
werden. Die spezifische Amplifikation war eine der ersten beschriebenen Anwendungen der
PCR Gberhaupt.”??*® Die Diskriminierung der nicht zu amplifizierenden Sequenzvariante
wird Ublicherweise durch die Spezifitét eines der beiden Primer erreicht, dessen 3'-
Terminus genau auf der polymorphen Position endet. Ein Primer, der unter Ausbildung ei-
ner 3'-terminalen Basenfehlpaarung mit dem Templat hybridisiert, kann von der Tag DNA-
Polymerase idealerweise nicht verlangert werden. Praktisch ist dieses Ereignis jedoch nicht
ganz auszuschlieBBen, so dass auch in Abwesenheit des spezifischen Templats ein PCR-
Produkt gebildet wird. Das erreichbare Diskriminierungspotenzial schwankt stark und ist

von den involvierten Basen, dem Sequenzkontext und den genauen Versuchsbedingungen
abhdngig.?>72¢°

Im Folgenden wird anhand zweier Insertions-/Deletions-Polymorphismen demonstriert, wie
Sequenzvarianten durch die Kombination einer allelspezifischen PCR mit der Real-time-
Detektion durch SYBR-Green | einfach identifiziert und mit einem hohen dynamischen Be-
reich quantifiziert werden kénnen.

3.4.3.1 Prinzip

Bei der allelspezifischen PCR wird die Sequenz eines Primers so gewdhlt, dass sein 3'-
Terminus bei der Hybridisierung auf der polymorphen Stelle des Templats zu liegen kommt.
Dieser sogenannte selektive Primer wird von der Taqg DNA-Polymerase idealerweise nur
dann verléngert, wenn er 3'-terminal zum Templat komplementdér ist, was nur fir eine der
im Reaktionsansatz befindlichen Sequenzenvarianten der Fall ist. Die Template mit anderen
Sequenzen werden somit nicht kopiert. Da in Folge der Diskriminierung spezifisch amplifi-
zierte Templat ungestért repliziert wird, kann dessen initiale Konzentration nach Detektion
mit SYBR-Green | oder anderen Sondensystemen anhand des C;-Wertes der Amplifikati-
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onskurve wie in O beschrieben innerhalb eines groflen dynamischen Bereiches bestimmt
werden.

Tatséchlich jedoch verbleibt immer eine Restwahrscheinlichkeit, dass auch das zu diskrimi-
nierende Templat kopiert wird. Die Gréfle dieser Wahrscheinlichkeit hdngt vom Sequenz-
kontext und den Versuchsbedingungen ab und definiert die Grenze des dynamischen Be-
reichs quantifizierbarer Mischungsverhélinisse der Sequenzvarianten. Eine Wahrscheinlich-
keit von 10 fur die Verléngerung des selektiven Primers auf dem zu diskriminierenden
Templat bedeutet dabei, dass in jedem Zyklus durchschnittlich jedes tausendste nichtkom-
plementdre Templatmolekil kopiert wird. Da hierbei der Primer selbst Teil der Kopie ist,
besitzen die in den folgenden Zyklen daran synthetisierten PCR-Produkte die zum selektiven
Primer vollsténdig komplementare Sequenz und werden genau wie die Produkte des spezi-
fischen Templats amplifiziert. Das Ergebnis einer Quantifizierung ist in diesem Falle nur
verwertbar, wenn das Mengenverhdlinis zwischen dem nachzuweisenden und dem zu dis-
kriminierenden Templat deutlich gréBer ist als die Wahrscheinlichkeit der Replikation des
Jfalschen” Templats. Diese Grenze kann bei der RT-PCR leicht anhand der Amplifikati-
onskurve einer Negativkontrolle bestimmt werden. Die Negativkontrolle enthalt die gleiche
Menge DNA-Kopien wie die Probe, jedoch ausschlieBlich nicht vollsténdig zum selektiven
Primer komplementéres Templat. Ist der Ci-Wert der Amplifikationskurve einer Probe nur
weniger als einen Zyklus kleiner als der C;-Wert der Negativkontrolle, kénnen keine siche-
ren qualitativen oder quantitativen Aussagen mehr Uber das Vorhandensein des ,richtigen”
Templats getroffen werden.

In den folgenden Abschnitten wird das Verfahren exemplarisch an zwei Insertions-/ Deleti-
ons-Polymorphismen demonstriert: einer 10 Bp-Variation im Promotor des Gens fur den
Koagulationsfaktor Vllc (F7¢)?" und den 4G/5G-Polymorphismus im Promotor des Gens
fur den Plasminogenaktivator-Inhibitor-1 (PAI-1) %2, Beide Polymorphismen haben klinische
Relevanz durch eine Assoziation mit Risikofaktoren: Das Vorhandensein der 10Bp-Insertion
im F7c-Promotor bewirkt eine Reduktion der F7c-Plasmakonzentration ?** und ist assoziiert
mit einem erhdhten Myokardinfarktrisiko bei Patienten mit koronarer Arteriosklerose;?** bei
Tragern des 4G-Allels des Polymorphismus im PAI-1-Promotor sind die Plasmakonzentrati-
onen von PAI-1 erhéht, sein Vorhandensein dieses Allels wird diskutiert mit einem erhdhten
Risiko fur familiar bedingten Herzinfarkt 2626 und schwerer Préeklampsie.®’ Das hier ent-
wickelte System kann somit direkt Einsatz in der klinischen Diagnostik zur Genotypisierung
dieser Polymorphismen finden, wobei es schneller und einfacher durchfihrbar ist als die
bereits in anderen Publikationen beschriebenen Verfahren, 0267268

Die Positionen der verwendeten Primer fir die konventionelle PCR sowie die allelspezifische
RT-PCR sind in Abb. 3-49 (F7c) und Abb. 3-50 (PAI-1) gezeigt.

Wahrend sich die Allele des F7c-Polymorphismus wegen seiner relativ grolen Insertion
theoretisch einfach durch eine allelspezifische PCR diskriminieren lassen sollten, stellt der
PAI-1-Polymorphismus eine schwierige Zielsequenz dar, da der Polymorphismus hier nur
ein einziges G:C-Basenpaar betrifft, welches zudem noch Teil einer Serie von G:C-Basen-
paaren ist, also einem fir die Primerbindung problematischen Sequenzkontext.
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A)
H1
o <$4mmmmn  <¢Emm—
R1 R3
H1 '\
(+)
e <
R2 R3
B)
(-) 5'—... .ACTTACATT*AGGGGTTTGGAATTCTAGATC e m30
3'-GTAATCCCCAAACCTTAAGA-5" (R1)
(+) 5'-....ACTTACATTCCTATATCCTAGGGGTTTGGAATTCTAGATC....=-3'

3'-ATAGGATCCCCAAACCTTAA-5" (R2)

Abb. 3-49 Positionen der Primer zur Analyse des 10Bp-Polymorphismus im Promotor des
Faktors Vllc. A) (-): Allel ohne Insertion, (+): Allel mit Insertion (rot). Blaue Pfeile: Pri-
mer. Die Pleilspitzen zeigen in 3’-Richtung. Die Léngen der PCR-Produkte sind 173 Bp
(+) und 163 Bp (-) fir das Primerpaar H1/R3, 138 Bp fir das (-)-allelspezifische Pro-
dukt des Primerpaares H1/R1 und 146 Bp fir das (+)-allelspezifische Produkt des Pri-
merpaares H1/R2. B) Region der Insertion mit den Bindungsstellen der allelspezifischen
Primer. Die Insertionsstelle im (—)-Allel ist durch den Pfeil markiert. Im (+)-Allel ist die In-
sertion rot hervorgehoben.

Die Sequenzen der allelspezifischen Primer PAI-H1 und PAI-H2 sind nicht vollstéindig kom-
plementdr zur Sequenz ihrer Bindungsstellen auf dem Templat. Beide enthalten an der Po-
sition -5 statt eines Guanins ein Adenin, welches bei der Hybridisierung mit dem Cytosin
im Templatstrang eine A:C-Basenfehlpaarung ausbildet. Dadurch wird das gesamte 3'-
Ende der Primer destabilisiert, was den Effekt einer weiteren 3’-terminalen Basenfehlpaa-
rung mit dem zu diskriminierenden Templatstrang vergréBert. Durch die Einfihrung dieser
obligatorischen Basenfehlpaarung kann die Spezifitét bzw. Diskriminierung eines allelspezi-
fischen Primers erhdht werden. Ublicherweise wird dazu die 3’-penultimate oder antepe-
nultimate Position (-2 bzw. -3) fir die Basenfehlpaarung gewdahlt.?*”?° Vergleichend getes-
tete Primer mit obligatorischen Basenfehlpaarungen an den Positionen -2, -3 und -4 zeig-
ten jedoch ein deutlich geringeres Diskriminierungspotenzial als der hier verwendete Primer
mit einer Basenfehlpaarung an der Position -5.

Zur Herstellung von Mischproben mit definierten Allelverhéltnissen zur weiteren Analyse
missen die Genotypen der vorliegenden Proben bekannt sein. Dazu wurde zunéchst eine
Genotypisierung des Probenmaterials durchgefihrt. AnschlieBend wurden die dynamischen
Bereiche fur die Quantifizierung der Allele in Proben mit definierten Mischungsverhalinis-
sen bestimmt, wobei Ergebnisse der allelspezifischen RT-PCR mit denen der kapillare-
lektrophoretischen Analyse, einer etablierten Referenzmethode zur Genotypisierung und
Quantifizierung von Allelungleichverteilungen, verglichen wurden.
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A) H3 H1
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H3 H2
*)
- |
] E—
R2 R1
B)
5'-AGTCTGGACACGTAGGGA-3"' (H1)
(-) 3'-....CTCTCTCAGACCTGTGCACCCCTCAGTC....=5"
A
5'-AGTCTGGACACGTAGGGG-3" (H2)
(+) 3'-....CTCTCTCAGACCTGTGCACCCCCTCAGTC....=-5"

Abb. 3-50 Positionen der Primer zur Analyse des 4G/5G-Polymorphismus im PAI-1-
Promotor. A) (-): Allel ohne Insertion, (+): Allel mit Insertion (rot). Blaue Pfeile: Primer.
Die Pfeilspitzen zeigen in 3’-Richtung. Die Langen der PCR-Produkte sind 124 Bp (+)
und 123 Bp (=) fur das Primerpaar H3/R2, 134 Bp fir das (-)-allelspezifische Produkt
des Primerpaares H1/R2 und 135 Bp fir das (+)-allelspezifische Produkt des Primer-
paares H2/R2. B) Region der Insertion mit den Bindungsstellen der allelspezifischen
Primer. Die Insertionsstelle im (-)-Allel ist durch einen Pfeil markiert. Im (+)-Allel ist die
Insertion rot hervorgehoben. Die allelspezifischen Primer besitzen an der Position -5 ein
Adenin, welches bei der Hybridisierung mit beiden Allelen eine A:C-Basenfehlpaarung
ausbildet.

3.4.3.2 Genotypisierung der Proben

Als Grundlage fir die Untersuchungen zur Chimarenanalytik wurden DNA-Proben von 91
gesunden kaukasischen Personen hinsichtlich dieser Polymorphismen charakterisiert, um
daraus die zu analysierenden Mischproben mit definierten Mischungsverhdltnissen der Alle-
le herstellen zu kénnen. Die Genotypisierung der Proben erfolgte durch Amplifikation der
jeweiligen Zielsequenzen mit nicht-diskriminierenden Primerpaaren (siehe 2.6.4), von de-
nen einer 5'-terminal FAM-markiert war. Die Primer schlieBen den Polymorphismus ein und
liefern in Abhdngigkeit des Vorhandenseins der Insertion im Templat unterschiedlich lange,
fluorophormarkierte PCR-Produkte. Die Léngen der entstandenen PCR-Produkte werden
anschlieBend in der Kapillarelektrophorese analysiert (siehe 2.5.4).

Zur F7c-Genotypisierung wurde das Primerpaar F7c-H1-FAM/R3 verwendet. Von den un-
tersuchten Proben waren 59 homozygot ohne Insertion (—/-), eine homozygot mit Insertion
(+/4) und 31 heterozygot (+/-). Als Allelfrequenzen ergaben sich aus diesen Werten 0.18

for das (+)-Allel und 0.82 fur das (-)-Allel. Sehr &hnliche Werte von 0.12(+) zu 0.88(-)
wurden von HUMPHRIES et al. bereits fur die britische Population bestimmt.2%3

Der 4G/5G-Polymorphismus in PAI-1 wurde unter Verwendung des Primerpaares PAI-
H3/R2-FAM untersucht. Unter den 59 getesteten Proben befanden sich 24 homozygote
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ohne Insertion (-/-), 30 homozygote mit Insertion (+/+) und 37 heterozygote (+/-). Als
Allelfrequenzen ergaben sich entsprechend 0.53 fur das (+)-Allel und 0.47 fir das (-)-
Allel, was mit den von YE et al. bestimmten Frequenzen (0.46 (+) zu 0.54 (-)).%*° fur die
britische Population gut Gbereinstimmt.

3.4.3.3 Kapillarelekirophoretische Analyse von Mischproben

Die Mischproben wurden durch Zusammenfigen fir den jeweiligen Polymorphismus ho-
mozygoter Proben hergestellt. Diese Proben wurden nach PCR-Amplifikation in der Kapilla-
relektrophorese analysiert (Abb. 3-51).

Die Peakfléchen in den Elekiropherogrammen entsprechen den PCR-Produktimengen. Un-
ter der Annahme identischer Amplifikationseffizienzen fir beide Allele entspricht das Ver-
haltnis der Flachen der beiden Peaks dem Verhdélinis der initialen Templatmengen. Kirzere
Allele () werden jedoch in der Regel mit etwas hdherer Effizienz amplifiziert, was fur F7¢
auch der Fall ist. Bei PAI hingegen scheint das um ein Bp lédngere Allel mit geringfigig ho-
herer Effizienz amplifiziert zu werden. Wahrscheinlichste Ursache fir die geringfigige gré-
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Abb. 3-51 Elektropherogramme der F7c- und PAl-spezifischen PCR-Produkte von Misch-
proben. Die FAM-markierten PCR-Produkte haben eine Lénge von 163 Bp () bzw.
173 Bp (+) fur F7c und 123 Bp () bzw. 124 Bp (+) fur PAI.
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Bere Menge des léingeren PCR-Produkts ist ein kleiner Fehler (<10 %) bei der Konzentrati-
onsbestimmung der homozygoten Proben. Zur Auswertung werden die gemessenen
Peakflachenverhdlinisse daher auf den Wert der Probe mit einem dquimolaren Mischungs-
verhdltnis (1:1) normiert. Der nutzbare dynamische Bereich der Mischungsverhdlinisse er-
gibt sich aus der Detektierbarkeit eindeutiger Peaks in den Elektropherogrammen.

Da in klinischen Studien in den meisten Féallen STRs zur Chimdrenanalyse genutzt werden,
wurde zusdtzlich auch der gut charakterisierte d(AAAAT) -STR im p53-Gen?%%" quf die
gleiche Weise untersucht. Die Amplifikation eines den STR enthaltenden Abschnitts erfolgte
mit dem Primerpaar VNTR-1b/2-HEX, welches je nach Anzahl der repetitiven Elemente
HEX-markierte PCR-Produkte mit einer Lange zwischen 104 Bp bis 124 Bp liefert.

Fur die Bestimmung des dynamischen Bereichs wurden hier die beiden kirzesten Allele
verwendet, deren PCR-Produkte 104 Bp bzw. 109 Bp lang sind. Die Ergebnisse der Aus-
wertungen der Peakfléchenverhdlinisse aus den Elektropherogrammen dieser Untersu-
chungen sind in Abb. 3-52 zusammengefasst.

Wahrend der dynamische Bereich fir die F7c-Zielsequenz sowie fir den STR zwischen 1:10
und 1:20 liegt, ist der dynamische Bereich fir die PAI-Zielsequenz kleiner als 1:5, da in
den Elektropherogrammen ausschlief3lich bei der Probe mit dem &quimolaren Mischungs-
verhdltnis der beiden Allele zwei definierte Peaks erkennbar sind (siehe Abb. 3-51).

Die Abhdangigkeit der Peakfléchenverhdlinisse (+):(-) vom eingesetzten Allelverhdlinis
(+):(-) lasst sich am besten durch eine Exponentialfunktion mit einem Exponenten kleiner
eins beschreiben. Die Korrelationskoeffizienten fir die in Abb. 3-52 gezeigten Beispiele
betragen 0.998 fur F7c und 0.999 fir den STR, wéhrend sie bei einem nach dem Modell
bei identischen Amplifikationseffizienzen fir beide Allele geforderten linearen Zusammen-
hang nur 0.935 bzw. 0.986 betragen (Abb. 3-52). Die Grenzwerte der Wurzelfunktion

entsprechen den Grenzwerten der Allelverhdltnisse (O und +), doch ihre Steigung nimmt
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Abb. 3-52 Ergebnisse der kapillarelektrophoretischen Analyse von Mischproben.

A) Ergebnisse fir F7c. Regressionsfunktion: y=0.9434-x°%, R2 = 0.935. B) Ergebnisse
fur d(AAAAT)n. Regressionsfunktion: y=1.3841-x%8821 R2 = 0.986.
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bei zunehmendem Uberschuss des léingeren Allels (+) ab, wodurch sich die Abweichung
zur Achsenhalbierenden (die Peakflachenverhélinisse entsprechen hier den Allelverhdltnis-
sen) vergroBert. Dieses Verhalten ist dann zu erwarten, wenn das langere Allel (+) mit ge-
ringerer Effizienz amplifiziert wird, als das kirzere (-).

3.4.3.4 Analyse von Mischproben durch allelspezifische Real-time-PCR

Die F7c-allelspezifischen Primer fir die RT-PCR sind so gewdhlt, dass die drei 3'-
terminalen Basen des Primers R1 nicht zur (+)-Sequenz passen und die vier 3'-terminalen
Basen von R2 nicht zur (-)-Sequenz passen, wenn der 5’-Terminus korrekt mit dem ent-
sprechenden Templatstrang hybridisiert ist (Abb. 3-49). Obwohl hierdurch bedingt die 3’-
Enden der Primer auf dem jeweils zu diskriminierenden Templat sehr instabil sind, werden
sie unter den Versuchsbedingungen auch auf dem ,falschen” Templat verléngert. Die Fre-
quenz dieser Ereignisse ist beim Primer R2 geringer als beim Primer R1, obwohl R1 nur un-
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Abb. 3-53 Chimérenanalyse mittels F7c-allelspezifischer RT-PCR. A) und B) Amplifikati-
onskurven fir die Detektion des (+)-Allels bzw. des (-)-Allels. Die Negativkontrolle in B)
zeigt keine Amplifikation. Templat: 20 ng humane genomische DNA, Detektion mit
SYBR-Green | (Signalkurven von Kanal 1), Schwellenwert zur Bestimmung der C;-Werte:
jeweils 0.5. C) und D) Kalibriergeraden fir die Quantifizierung des (+)-Allels bzw. des
(-)-Allels aus den C;-Werten der Kurven in A) bzw. B).
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ter Ausbildung einer 9 Bp langen Schleife nichtgepaarter Nukleotide des (+)-
Templatstrangs verléngert werden kann. In diesem Falle entsteht ein 138 Bp langes PCR-
Produkt, was durch eine Schmelzkurvenanalyse und PAGE bestatigt wurde. Die letzten bei-
den Nukleotide am 3’-Ende von R2 sind hingegen komplementdr zur Sequenz des (-)-
Templats, so dass hier nur die folgenden 4 Nukleotide von R2 ungepaart bleiben, wenn
dieser Primer auf dem (-)-Templatstrang verldngert wird. Das in diesem Falle entstehende
Produkt hat dann ebenfalls eine Lénge von 138 Bp.

Die Ergebnisse der Chimdarenanalyse mittels RT-PCR sind am Beispiel des 10 Bp-
Polymorphismus im F7c-Promotor in Abb. 3-53 gezeigt. Jede Probe wurde zweifach ge-
messen, um die hohe Reproduzierbarkeit dieses Systems zu demonstrieren. Bis auf die Ne-

gativkontrolle fur die Quantifizierung des (+)-Allels sind die Kurvenpaare in Abb. 3-53 A,
B nahezu deckungsgleich.
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Abb. 3-54 Chimérenanalyse mittels PAl-allelspezifischer RT-PCR. A) und B) Amplifikationskur-
ven fir die Detektion des (+)-Allels (Primer PAI-H2/R2) bzw. des (-)-Allels (Primer PAI-
H1/R2). Templat: 20 ng humane genomische DNA, Detektion mit SYBR-Green | (Sig-
nalkurven von Kanal 1), Schwellenwert zur Bestimmung der C;-Werte: 0.18 fir A) und
0.2 fir B). C) und D) Kalibriergeraden fir die Quantifizierung des (+)-Allels bzw. des (-
)-Allels aus den C;-Werten der Kurven in A) bzw. B).
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Die Ergebnisse zeigen einen linearen Zusammenhang zwischen den C;-Werten und dem
Logarithmus der initialen Menge des nachzuweisenden Allels bis zu einem mehr als 3000-
fachen Uberschuss des zu diskriminierenden Allels, womit dieses Verfahren bei hoher Prazi-
sion einen dynamischen Bereich von mehr als 1:3000 aufweist. In den Negativkontrollen
entstand ausschlieBlich das fir die Primer spezifische Produkt, was durch Schmelzkurven-
analysen und PAGE charakterisiert wurde: Hier erfolgte die Verléngerung von auf dem
Jfalschen” Templat hybridisierten Primern. Die entstandenen Produkte, welche die Sequenz
des ,richtigen” Templats aufweisen, wurden anschlielend amplifiziert.

Fur den 4G/5G-Polymorphismus im PAI-Promotor wurde in gleicher Weise wie fir den F7c-
Polymorphismus ein dynamischer Bereich von 1:64 bestimmt (Abb. 3-54). Dieser Wert ist
wie erwartet kleiner als der fir F7c erreichte Wert, jedoch mehr als dreimal gréBer als der
mit kompetitiven Amplifikationstechniken erreichbare Wert von ca. 1:20 und sogar mehr
als zehnmal gréBer als der in der kapillarelektrophoretischen Analyse erreichte Wert von
maximal 1:5.

Wie bei F7c auch, handelt es sich bei den in den Negativkontrollen entstandenen PCR-
Produkten ausschlieBlich um die fur die Primer spezifischen Produkte und nicht um unspezi-
fische Produkte wie z. B. Primerdimere, die bei einer Detektion mit SYBR-Green | éhnliche
Amplifikationskurven liefern wirden. Die entstandenen Produkte wurden im Anschluss an
die PCR durch Schmelzkurvenanalysen und PAGE charakterisiert.
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Abb. 3-55 Detektion von PAlI-Allelen in Mischproben. A) Nachweis des (+)-Allels bzw. B) des
(-)-Allels. Die Proben enthalten jeweils 30 ng humane genomische DNA (entsprechend
10 000 haploiden Genomkopien) mit den angegebenen Anteilen des nachzuweisenden
Allels. Die Tag DNA-Polymerase wurde vor der PCR mit TaqgStart-Antikérper inkubiert
und wdhrend der finfminGtigen initialen Denaturierungsphase aktiviert. Die Amplifikati-
on erfolgte abweichend vom Standardprotokoll mit einer Hybridisierungstemperatur von

59 °C und einer verldngerten Denaturierungsphase von 5 s je Zyklus. Die Detektion der
PCR-Produkte erfolgte mit SYBR-Green |.
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Die Diskriminierung des im Uberschuss befindlichen Allels kann durch stringentere Ver-
suchsbedingungen betréchtlich erhéht werden: Eine héhere Hybridisierungstemperatur
(59 °C statt 55 °C) sowie die Anwendung einer Hot-start-Technik (0) erméglichte die voll-
stdndige Diskriminierung eines 10 000-fachen Uberschusses des zu diskriminierenden Al-
lels bzw. den eindeutigen Nachweis einer einzigen Templatkopie des zu amplifizierenden
Allels in einer Mischung mit dem 10 000-fachen Uberschuss des zu diskriminierenden Al-
lels (Abb. 3-45). Unter diesen Bedingungen geht jedoch der lineare Zusammenhang zwi-
schen den Logarithmen der Templatkopienzahl und den C;-Werten verloren, so dass sich
diese Variante zwar zum hochempfindlichen und selektiven Nachweis eines bestimmten Al-
lels, nicht jedoch zu dessen Quantifizierung einsetzen ldsst.

Die Ursache hierfir ist nicht geklart. Innerhalb der ersten Amplifikationszyklen scheint unter
den gegebenen Bedingungen die Wahrscheinlichkeit, dass ein Primer auf einem Templat-
molekil Uberhaupt verlangert wird, sehr gering zu sein, so dass die Verléngerung des Pri-
mers auf einem zu diskriminierenden Templatstrang praktisch nicht erfolgt. Wenn jedoch
einmal eine Verldngerung stattgefunden hat und PCR-Produkt akkumuliert, steigt die
Amplifikationseffizienz in den spateren Zyklen schlieBlich auf Werte nahe Zwei. Der Einfluss
statistischer Schwankungen auf Zeitpunkt und Anzahl der ersten Verléingerungsereignisse ist
jedoch gerade bei geringen Templatkopienzahlen im Reaktionsansatz nicht mehr vernach-
lédssigbar und kénnte der Grund fur die nicht mehr vorhandene Korrelation der Templatko-
pienzahlen und der C;-Werte sein.

Zwar handelt es sich bei dem 4G/5G-Polymorphismus im PAI-T-Promotor um einen Lén-
gen- bzw. Insertions-/Deletions-Polymorphismus mit einer Insertion von einem G:C-
Basenpaar, jedoch stellt sich diese Variation dem hier beschriebenen Verfahren wie ein Ba-
senaustausch dar, d. h. wie ein single nucleotide polymorphism (SNP). Der diskriminieren-
de Primer kann die beiden Allele nur anhand seiner 3’-terminalen Base unterscheiden. Im
Falle der Hybridisierung mit dem ,falschen” Templatstrang liegt am 3’-Ende entweder statt
einer A:T-Paarung eine A:G-Fehlpaarung (PAI-H1 x (+)-Allel) oder statt einer G:C-Paarung
eine G:T-Fehlpaarung vor (PAI-H2 x (-)-Allel). Der 4G/5G-Polymorphismus ist also fur die
hier vorgestellte Form einer allelspezifischen PCR nicht von einem G/A (bzw. C/T) SNP un-
terscheidbar. Die an sich schon hohe Anforderung an das Diskriminierungspotenzial der
Primer, die hier die Sequenzabweichung an nur einer einzigen Position unterscheiden mis-
sen, ist in dem hier gezeigten Beispiel nochmals héher, da sich die polymorphe Stelle zu-
dem unmittelbar neben einer thermodynamisch stabilen G:C-Klammer befindet.

3.4.3.5 Zusammenhang von dynamischem Bereich, ACi-Werten und
der Amplifikationseffizienz

Der dynamische Bereich dieses Verfahrens fir die Quantifizierung eines Allels in Mischpro-
ben lasst sich anhand der C;-Werte der Amplifikationskurven fur die nachzuweisende Ziel-
sequenz (4) und die zu diskriminierende Sequenz (B) berechnen, deren Differenz Cr3 — Cr4
als ACrp4 bezeichnet wird. Der Wert von Cr4 ist nach Gl. 1.8 abhéngig von der Templat-
kopienzahl N, 4. Nahezu jede Templatkopie (und nachfolgend jedes Produkt) wird in den
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PCR-Zyklen kopiert. Wird statt des Templats 4 die gleiche Menge Nyz=N,4=N, des
Templats B in die Reaktion eingesetzt, ist im Idealfall keine Amplifikation zu erwarten, da
die Template nicht kopiert werden. Tatsdchlich jedoch ist die Wahrscheinlichkeit der Ver-
léngerung eines mit dem ,falschen” Templat B hybridisierten Primers (und die dann in den
néchsten Zyklen folgende Amplifikation der PCR-Produkte) in den meisten Fallen gréBer als
Null, so dass auch hier eine Amplifikationskurve mit endlichem Wert fir Crp aufgezeichnet
wird. Von den eingesetzten N, Kopien des Templats B werden jedoch nicht alle im ersten
Zyklus kopiert. Je besser der allelspezifische Primer die Templatsequenz B diskriminiert,
desto geringer ist die Wahrscheinlichkeit p eines Kopierereignisses und mithin der Anteil
kopierter Templatmolekile, der sich zu p-N, ergibt (mit O < p < 1). Das Produkt, welches
durch diesen Kopiervorgang entsteht, hat eine Primerbindungsstelle, die vollstandig kom-
plementdr zur Primersequenz und somit identisch mit dem A4-Produkt ist. Es wird folglich mit
der gleichen Effizienz & amplifiziert wie PCR-Produkte des Templats 4. Die C;-Werte der
Amplifikationskurven fir einen Schwellenwert T sind Cry = log/T-Ny') und Crz =
log(p-T-Ny™") = log,(p) +1og(T-Ny"). Die Differenz ACrps = Crs— Crs=log,p) ist damit le-
diglich abhangig von der Wahrscheinlichkeit p, die als Diskriminierungswert bezeichnet
werden kann, und der Amplifikationseffizienz ¢, die anhand der Steigung einer Standard-
kurve bestimmt werden kann (siehe Gl. 1.6 und GI. 1.8). Fir den Diskriminierungswert p
ergibt sich damit aus den fir die Template 4 und B bestimmten C-Werten p = &"“14.

3.4.3.6 Betrachtung zur Anwendung der SNP-Analytik fur die
Chimarenanalyse

Chimére Organismen, Organe oder Gewebe bestehen aus Zellen von urspringlich ver-
schiedenen Individuen. Die Chimérenanalyse umfasst die Quantifizierung der Zellen in
Abhdngigkeit von ihrem Ursprung, wozu charakteristische Unterschiede genutzt werden,
die letztlich auf Unterschiede im genetischen Material der Zellen zurickzufihren sind. Die
zu erwartenden Unterschiede sind jedoch umso kleiner, je enger die (urspringlichen) Indi-
viduen miteinander verwandt sind. Ein hoher Verwandtschaftsgrad ist jedoch haufig eine
Voraussetzung for die Uberlebensfihigkeit der Chimére, weil es sonst z. B. zu extremen
immunologischen Unvertraglichkeitsreaktionen kommen kann. So werden beispielsweise
zur heterologen Knochenmarktransplantation bei leukémiekranken Personen, deren Er-
gebnis meist ein chimdres hématopoetisches System ist, bevorzugt sehr enge Verwandte als
Spender herangezogen. Damit ist die Wahrscheinlichkeit, ausgeprégte genetische Unter-
schiede im Erbgut von Spender und Empfénger zu finden, wie sie zur Chimdrenanalytik
verwendet werden kénnten, sehr gering.

Ein diesbezuglich gutes Ziel fir eine Chimérenanalytik stellen hier die SNPs dar, die in sehr
groBer Zahl im Genom vorkommen.*®*? Alleine durch ihre hohe Dichte im Genom ist die
Wahrscheinlichkeit grof3, auch in nahe verwandten Individuen unterschiedliche Auspra-
gungen von SNPs zu finden. Wie grof3 diese Wahrscheinlichkeit ist, héngt von der Allelfre-
quenz sowie der untersuchten Anzahl von SNPs ab. Da die meisten SNPs biallelisch sind,
d. h. in zwei méglichen Ausprdgungen (4 und B) vorkommen, kénnen die Allelfrequenzen
durch a und b beschrieben werden, wobei b =1-a. Die Wahrscheinlichkeit p, eine brauch-
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bare Kombination von Ausprdgungen in zwei Individuen zu finden, entspricht der Summe
der Wahrscheinlichkeiten fir alle méglichen Félle, dass eine Auspragung exklusiv nur bei
einem Individuum auftritt:

P = q(A4/BB) + q(AB/AA) + q(AB/BB) + q(BB/AA)

wobei A4, AB und BB den méglichen Genotypen entsprechen. Die Wahrscheinlichkeiten,
einen bestimmten Genotyp zu finden, betragen gemdaf der binomischen Verteilung

q(44) = a*, q(AB) = 2-a-b und q(BB) = b’
Fur p folgt damit
p = a*b’ + 2-a-b-a®> + 2-a-b-b* + b*a*
p=a’-b’+2-a-b-a*+2-a-b-b>+b*-d° :2-(c1319+c12b2 +ab3) Gl. 3.34
Nach Einsetzten von b = 1—a in Gl. 3.34 und Umformung ergibt sich
p=2-(a—2a2+2a3—a4) Gl. 3.35

Diese Funktion besitzt ein Maximum bei a = 0.5, wie sich durch Lésen von dP/da = 0 be-
rechnen lasst. Die Lésung besagt, dass bei einer Allelfrequenz von a = b = 0.5 des unter-
suchten SNP die Wahrscheinlichkeit p maximal ist, eine geeignete Kombination von Geno-
typen bei zwei Individuen zu finden. Setzt man den Wert von a = 0.5 in Gl. 3.35 ein, ver-
einfacht sich diese zu

p:2'(2a3—a4) Gl. 3.36

Die inverse kumulative Wahrscheinlichkeit P,, also die Wahrscheinlichkeit, mindestens eine
brauchbare Kombination in einem Satz von n betrachteten SNPs mit einer Allelfrequenz
von je 0.5 zu finden, ist gleich der inversen Kumulativen von p: 1-P.= (1-p)" = (1 -
2-(2a® — a"))". Aufgeldst nach n ergibt sich

__m(-p)
n_ln(1—4-a3+2-a4)

Gl. 3.37

Anhand dieser Gleichung lésst sich nun die benétigte Anzahl n von zu untersuchenden
SNPs berechnen, um mit der gewinschten Wahrscheinlichkeit P, eine brauchbare Kombi-
nation zu finden. Méchte man z. B. mit mindestens 99%iger Wahrscheinlichkeit anhand
der untersuchten SNPs eine Chiméarenanalyse durchfihren kénnen, muss der Satz 10 SNPs
umfassen (n = 9.8 fir P. = 0.99; a = 0.5).
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4 GESAMIDISKUSSION

Vielwisserei verleiht nicht Verstand;
sonst hdtte sie dem Hesiod und Pythagoras solchen verliehen
und ebenso dem Xenophanes und HeRatdos.

Herakfit

DNA-analytische Verfahren sind von grofler Bedeutung in der molekularen Biologie und
Medizin. Stand in den letzten Dekaden noch die Sequenzaufkldrung von Genen und Ge-
nomen im Vordergrund, so beginnen wir heute, die individuellen Unterschiede in den Ge-
nomen zu unfersuchen und deren Einfluss auf Entwicklungs- und Krankheitsprozesse zu
verstehen. Die Unterschiede betreffen dabei nicht nur die Sequenzen an sich, wie z. B. die
Identifizierung von Mutationen oder single nucleotide polymorphisms (SNPs), sondern auch
die Anzahl bestimmter Sequenzen bzw. Gene im Genom, insbesondere die tumorrelevan-
ter Gene.?”? Dabei ist die PCR heute die wichtigste methodische Grundlage zur Untersu-
chung von Nukleinsduren, da sich mit ihrer Hilfe interessierende Sequenzabschnitte aus
kaum direkt nachweisbaren Mengen von DNA-Molekilen milliardenfach kopieren und so
einer Analyse zugdnglich machen lassen. Dieser Amplifikationsprozess selbst kann bei RT-
PCR-Verfahren durch die Anwendung sperzieller Fluoreszenztechniken sichtbar gemacht
werden.

Die vorliegende Arbeit wurde zu einem Zeitpunkt begonnen, als die ersten RT-PCR-Gerdte
in Grofiserien verkauft wurden. Das Ziel der Arbeit war zunéchst die Entwicklung von Me-
thoden zur hochgenauen Quantifizierung tumorrelevanter Gene, um z. B. den Deleti-
onsgrad von Tumorsuppressorgenen in Tumorproben zu bestimmen (gezeigt am Bespiel
von p53 in 3.3.3). Hierzu ist ein grofler dynamischer Bereich fir die Quantifizierung, wie
ihn die RT-PCR bietet, nicht notwendig, wohl aber eine sehr hohe Genauigkeit. Im Falle
der Bestimmung von Deletionsgraden von Tumorsuppressorgenen, wo im Idealfall jede in
der Probe analysierte (Tumor-)Zelle nur noch eines der beiden Allele des Gens besitzt, ent-
spricht der Messbereich gerade einem Faktor von zwei. Weiterhin muss, zur Normierung
auf die Probengréfle, zusétzlich ein Referenzgen quantifiziert werden, was ebenfalls mit ei-
nem Fehler behaftet ist, wodurch die Auflésung des normierten Ergebnisses nochmals ver-
ringert wird. Ein zentraler Aspekt dieser Arbeit bestand daher darin, durch die Entwicklung
entsprechender Verfahren zur Durchfthrung und Auswertung méglichst hohe Genauigkei-
ten zu erzielen. Dies wurde durch die umfassende Analyse aller relevanten biochemischen
Parameter und die Entwicklung neuer Verfahren zur Auswertung der Messdaten erreicht.

4.1 Anwendungsgebiete der Real-time-PCR

Die Kenntnis der Reaktionsverléufe kann genutzt werden, um schnell und einfach die initia-
le Menge des Templats zu bestimmen.???* Anhand der Aufzeichnung der Fluoreszenzinten-
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sitét in Abhdngigkeit von der Temperatur bei sogenannten Schmelzkurvenanalysen lassen
sich die amplifizierten Sequenzabschnitte hinsichtlich Lénge oder Sequenzvariationen weiter
charakterisieren.”?'? Eine nachtrégliche, externe Analyse der PCR-Produkte wie z. B. mit-
tels Gelelektrophorese ist nicht mehr notwendig, die Reaktionsgeféfle brauchen im An-
schluss an die PCR nicht mehr geéffnet zu werden. Dies mindert die Gefahr von Kontami-
nationen der Arbeitsplatze mit PCR-Produkten erheblich.

Die entscheidenden Vorteile der RT-PCR gegeniber anderen Verfahren PCR-basierter
Quantifizierungen von Nukleinséuren sind der extrem grofle dynamische Bereich (Uber
mehr als 8 GréBenordnungen)? und der hohe Grad an Verlasslichkeit der Ergebnisse, da
nicht nur die Produktmenge einmalig nach der PCR analysiert wird, sondern die Kinetik der
gesamten Reaktion sichtbar ist. Abweichende Amplifikationseffizienzen in den individuellen
Reaktionsansétzen lassen sich somit leicht identifizieren. Die RT-PCR ist damit hervorragend
geeignet, schnell und sicher die Menge bestimmter Nukleinsguren, z. B. die DNA oder
RNA von Viren ?”® oder Transkriptmengen '®3?27* in biologischem Probenmaterial zu ermit-
teln und bildet die methodische Grundlage einfacher, schneller und verlésslicher Bestim-
mungen der Titer von Krankheitserregern in Nahrungsmitteln,?’>2”? Blut oder anderen Or-
ganen bzw. Kérperflissigkeiten, fur Expressionsstudien,” ® 2% die Bestimmung von Allelun-
gleichgewichten ** sowie die direkte Quantifizierung von Gendeletionen und Amplifikatio-
nen 81?82 ynd nicht zuletzt fir die Detektion und Verfolgung von Minimalresidualkrankhei-
ten (minimal residual diseases) bei Leukédmien anhand leukémiespezifischer Fusi-
onstranskripte.?®*?” Ein weiteres, zunehmend wichtiges Anwendungsfeld der RT-PCR ist die

Bestdtigung und Kontrolle der Daten von Microarray-Analysen. 22827

4.2 Die Marktentwicklung von Real-time-PCR-Systemen

Die ersten Real-time-Thermocycler wurden 1997 von der Firma Applied Biosystems vertrie-
ben. Dem heute noch marktfihrenden Gerat ABI 7700 folgte wenig spater der LightCycler
der Firma Roche, welche die Lizenz fir diese Technologie von Idaho Technology erwarb.
Zwar kénnen mit dem LightCycler nur 32 Proben parallel analysiert werden — im Gegen-
satz zum ABI 7700, der 96 parallele Analysen erméglicht — doch sind beim LightCycler
durch die besondere Konstruktion extrem kurze Zykluszeiten méglich, so dass eine Analyse
in nur 15 bis 20 Minuten abgeschlossen ist (2.6.2), wéhrend das Gerét von Applied Bio-
systems 2 bis 4 Stunden benétigt. SchlieBlich entwickelte die Firma Bio-Rad mit dem iCyc-
ler ein eigenes RT-PCR-Gerét, dessen wesentliche Neuerung ein Fluoreszenzdetektionsmo-
dul darstellt, welches einem herkémmlichen Thermocyler aufgesetzt ist. Inzwischen werden
RT-PCR-Systeme u. a. auch von den Firmen MJ Research, Stratagene, Thermo Hybaid,
Corbett Research und Cepheid angeboten. Weitere Firmen werden folgen. So steht bei
Eppendorff ein weiteres System unmittelbar vor der Markteinfihrung.

Die Investitionen der Unternehmen in die Entwicklung von RT-PCR-Systemen sind durchaus
gewinntréchtig. Dem Frost & Sullivan Report B114 von 2002 zufolge hat der Markt fir sol-
che Systeme in den néchsten Jahren noch ein betréchtliches Wachstumspotenzial:#' Im
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Jahre 2002 betrug der Umsatz fir RT-PCR-Systeme in den USA und Europa etwa 310 Mil-
lionen US-Dollar (Europa: 120 Millionen US-Dollar), wobei die drei MarktfGhrer Applied
Biosystems, Roche und Bio-Rad durch den frihen Einstieg und die Nutzung bestehender
Vertriebsstrukturen mit einem Marktanteil von 85 % vorherrschen. Alleine in Europa wird
bis 2006 ein Umsatzanstieg auf Gber 350 Millionen US-Dollar prognostiziert, wéhrend
beim Umsatz von konventionellen Thermocyclern im gleichen Zeitraum von etwa 80 Milli-
onen nur ein Anstieg auf 130 Millionen US-Dollar erwartet wird. Die bedeutendsten Ab-
nehmer fir RT-PCR-Geréte sind die klinische Diagnostik und die Lebensmittelprifung, zu-
nehmend wichtig werden die Lebensmittelindustrie sowie die Gerichtsmedizin. In diesen
Gebieten ersetzt die RT-PCR die vergleichsweise zeitintensiven Immunotests (z. B. ELISA,
enzyme-linked immunosorbent assay), die konventionellen PCR-basierten Verfahren noch
vorgezogen werden. Die RT-PCR ist jedoch auf Grund der hohen Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse durch die Kenntnis der Amplifikationskurven, also des vollsténdigen Reaktions-
verlaufs, gegeniber den konventionellen PCR-basierten Verfahren erheblich an Zuverlas-

sigkeit gewonnen.?”?

4.3 Moglichkeiten und Grenzen der Real-time-PCR

Mit der weiten Verbreitung der Real-time-Systeme in den letzten Jahren stieg auch die Zahl
der Publikationen Gber RT-PCR exponentiell an. Die neuen Techniken fanden sehr schnell
Anwendung in der medizinischen Forschung und Diagnostik,?’%?"*2?2 obwohl bisher noch
kaum Versffentlichungen Gber systematische Untersuchungen ihrer Grundlagen, Méglich-
keiten und Grenzen vorliegen. So werden beispielsweise héufig hohe Amplifikationseffi-
zienzen als Qualitatskriterium angegeben, ohne jedoch zu zeigen, warum hohe Effizienzen
besser sein sollten als niedrigere. Wie in 3.1.2 gezeigt, steigt die Prazision der Bestimmung
der C;-Werte tatsdchlich leicht mit steigender Effizienz, die Prézision der Bestimmung der
eigentlich interessierenden Templatkonzentrationen nimmt jedoch sogar leicht ab. Insge-
samt ist der Einfluss der Effizienz auf die Genauigkeit der Ergebnisse vernachléssigbar ge-
ring, nicht allerdings auf die Sensitivitét. Bei geringerer Effizienz steigt die bendtigte Anzahl
an Zyklen zum Nachweis der Zielsequenz schnell an und mithin auch die Wahrscheinlich-
keit der Bildung von unsperzifischen Nebenprodukten, die in den weiteren Zyklen mit hoher
Effizienz amplifiziert werden kénnen und so die Amplifikation der Zielsequenz durch Kom-
petition weiter verschlechtern oder gar verhindern.

Die erreichbare Genauigkeit von Quantifizierungen mittels der RT-PCR wird nicht selten
Uberschétzt. Sie ist fir die derzeit Ublichen Verfahren, bedingt durch den exponentiellen
Zusammenhang der fehlerbehafteten Messgréfie (C;-Wert) und der daraus berechneten
Templatmenge, deutlich geringer als die konventioneller Verfahren, insbesondere als die
der kompetitiven PCR.''%2% So gibt Roche Diagnostics an, dass die praktische Auflésung
einer RT-PCR etwa einem Faktor von 2 entspricht, also einem Variationskoeffizienten von
50-100 % (dies entspricht einem Fehler in der Bestimmung des C;-Wertes von weniger als
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+0.5 Zyklen), wahrend mit der kompetitiven PCR Variationskoeffizienten von etwa 10 % er-

reichbar sind.?®

Ein weiteres, haufiges Vorurteil ist die Uberlegenheit von sequenzspezifischen Sonden ge-
gentber dsDNA-sensitiven Farbstoffen wie SYBR Green | hinsichtlich der erreichbaren Ge-
nauigkeit, insbesondere bei geringen Templatmengen.?’#%??* Neben den grundsdtzlichen,
rein statistischen Schwankungen der Templatmengen in den einzelnen Reaktionsansdtzen,
dem sogenannten Poisson-Fehler,?'¥%7>?% die durch entsprechende statistische Verfahren
korrigiert werden kénnen, fuhren die Bildung und Amplifikation unspezifischer Produkte in
den spdaten Phasen der PCR zu systematischen Fehlern, da hier die Amplifikationseffizienz
for die Zielsequenz verringert wird. Dieser Zusammenhang gilt selbstversténdlich auch
dann, wenn diese unspezifischen Produkte z. B. durch die Verwendung sequenzspezifischer
Sonden nicht detektiert werden. In diesem Falle erhdlt man eine systematische Unterbe-
stimmung der Templatmenge. Die Gréfle des Fehlers lasst sich nicht feststellen, ohne die
Kinetik der Bildung der unspezifischen Produkte zu kennen. Die Vorteile einer sequenzspe-
zifischen Detektion liegen vielmehr in der Méglichkeit des Nachweises bestimmter Templa-
te, die in nur sehr geringen Konzentrationen im Reaktionsansatz vorliegen und neben an-
deren Produkten (z. B. Primer-Dimeren) amplifiziert werden, sowie der Méglichkeit, Se-
quenzvarianten zu unterscheiden und mehrere unterschiedliche Zielsequenzen im selben
Reaktionsansatz gemeinsam analysieren zu kénnen.

Den grofiten Einfluss auf die erreichbare Genauigkeit bei Quantifizierungen haben gerdte-
spezifische Parameter wie die Temperaturhomogenitat sowie die Sensitivitdt und die Ge-
nauvigkeit der Fluoreszenzmessung (3.1.2): Temperaturinhomogenitéten im Probenraum
des Gerdts kénnen zu unterschiedlichen Amplifikationseffizienzen in Abhangigkeit der Pro-
benposition im Gerdt fihren. Besonders anfdllig fur derartige Effekte erscheinen Zielse-
quenzen zu sein, die sich in der Ndhe von hochschmelzenden Regionen genomischer
Template befinden oder solche Regionen sogar selbst enthalten. Diese Bereiche werden
wahrend der Denaturierungsphase mitunter nicht vollsténdig aufgeschmolzen (3.1.4).
Hierdurch bedingt ist eine verlassliche Quantifizierung anhand externer Standards nicht
moglich. Die Probleme kénnen allerdings leicht vermieden werden, z. B. durch eine grind-
liche initiale Denaturierung der genomischen Template im kochenden Wasserbad. Im
LightCycler wurde nach der Feststellung und Analyse derartiger Probleme vom Hersteller
die Option eingerichtet, das Probenkarussell wahrend der PCR kontinuierlich rotieren zu
lassen, um den Einfluss positionsabhdngiger Temperaturunterschiede im Gerét zu minimie-
ren.

Die Sensitivitat des MeBsystems begrenzt die Anzahl der Messpunkte mit erkennbarem ex-
ponentiellen Anstieg (eine hdhere Sensitivitat erlaubt die Messung exponentieller Produkt-
zunahme schon in friheren Zyklen), die zur Ermittlung der C;-Werte verwendet werden
kénnen. Der Messfehler wiederum begrenzt die erreichbare Genauigkeit bei einer gegebe-
nen Anzahl verwendeter bzw. geeigneter Datenpunkte. Die effektive Sensitivitat der Fluo-
reszenzmessung ist auch von der Produktausbeute abhdngig. Wird mehr Produkt gebildet,
also ein héherer Plateauwert erreicht, befinden sich im Allgemeinen auch mehr Daten-
punkte der Amplifikationskurve in der exponentiellen Phase und der Einfluss der Plateau-
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phase auf die C;-Werte verringert sich (3.1.3). Einen nennenswerten Einfluss auf die Aus-
beute und damit auf die effektive Sensitivitat hat die Magnesiumionenkonzentration im Re-
aktionsansatz (3.1.1). Dies gilt auch bei Verwendung von Hybridisierungssonden, die mit
steigender Magnesiumionenkonzentration wéhrend der PCR verstarkt hydrolysiert werden
(3.1.5): Die Effekte der Sondenhydrolyse werden durch die héhere Gesamtausbeute mehr
als ausgeglichen.

Die Genauigkeit von Quantifizierungen ist zudem abhéngig von der Lage des Schwellen-
werts, der zur Ermittlung der C;-Werte verwendet wird. Wéhrend die Fehler der Fluores-
zenzmessungen (das Signalrauschen) durch héhere Schwellenwerte verringert werden, ist
der Einfluss der Plateauphase bei niedrigeren Schwellenwerten geringer. Zwischen den Ex-
tremwerten fur die Lage des Schwellenwerts muss somit ein Wert existieren, bei welchem
der dort nur moderate Einfluss beider Fehlerquellen in der Summe minimal ist. Dies ist tat-
séichlich der Fall, wie in dieser Arbeit anhand der Fehlerfunktion der Kalibriergeraden so-
wie der Streuung der C-Werte von Mehrfachansétzen erstmals experimentell gezeigt wer-
den konnte (3.2.1.5).

4.4 Quantitative Analyse

Neben den technischen, geréte- und reaktionsbedingten Parametern hat die Auswertung
der Messdaten, hier insbesondere die Berechnung der C;-Werte, einen entscheidenden
Einfluss auf die Genauigkeit der Ergebnisse von Quantifizierungen. Die von den Markifih-
rern angebotenen Programme zur Auswertung von RT-PCR-Experimenten nutzen die Fit-
points-Methode (siehe 3.2.1.1) zur Berechnung der C;-Werte, die mehrere Schwachstellen
aufweist. Hervorzuheben sind hier die nicht durchgefihrte Korrektur der Signalkurven um
amplifikationsunabhéngige Trends, welche die tatsdchliche exponentielle Signalzunahme
maskieren sowie die hohe Rauschempfindlichkeit der Regressionsgeraden in Abhangigkeit
von den verwendeten fit points”. Die Anzahl dieser Punkte ist bei den kommerziellen Pro-
grammen fir alle Signalkurven eines Experiments identisch. Die Signalkurve mit der kirzes-
ten erkennbaren exponentiellen Phase setzt daher die Obergrenze fur die Zahl der ver-
wendbaren fit points. Dieses Auswerteverfahren erfordert die Beurteilung der Signalkurven
und die Identifizierung deren exponentieller Abschnitte durch den Experimentator, der auch
die Lage des Schwellenwerts festlegen muss. Um die Analyse weiter zu automatisieren und
die willkirliche Einflussnahme durch die manuellen Einstellungen des Experimentators zu
verringern, fuhrte Roche Diagnostics im Jahr 2000 die 2™-Derivative-maximum-Methode
als eine neue Methode zur Bestimmung der C;-Werte ein. Hier werden die C;-Werte als
das Maximum der zweiten Ableitung (dem Punkt der maximalen Krimmung) der geglétte-
ten Signalkurven berechnet. Dieses Verfahren ist skalierungsinvariant, benétigt keinen
Schwellenwert und der Einfluss amplifikationsunabhdngiger Signaltrends auf den C-Wert
ist deutlich geringer als bei der Fit-points-Methode, da die Trends im Bereich des Krim-
mungsmaximums der Signalkurven néherungsweise linear sind. Die 2"-derivative-
maximum-Methode liefert in der Praxis jedoch nur wenig reproduzierbare Ergebnisse, wes-
halb Roche Diagnostics das Programm 2001 um einen sogenannten Plausibilitéts-Check
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erweitert hat, der zumindest anzeigt, ob das berechnete Ergebnis méglicherweise falsch ist.
Ein weiteres prinzipielles Problem dieser Methode besteht darin, dass die C;-Werte nicht
nur vom Plateauwert selbst abhéngig sind, sondern auch von der Charakteristik des Uber-
gangs von der exponentiellen Phase in die Plateauphase der Signalkurven. Aus diesen
Grinden hat sich diese Methode in der Praxis nicht durchgesetzt.

Die in dieser Arbeit entwickelte Methode zur quantitativen Auswertung von RT-PCR-Daten
korrigiert die Signalkurven um amplifikationsunabhéngige Trends, identifiziert die exponen-
tiellen Phasen und verwendet von jeder Signalkurve alle Datenpunkte innerhalb der er-
kannten exponentiellen Phase zur Berechnung der C;-Werte. Es ist zwar nicht bekannt, wo-
durch die Trends der Signalkurven verursacht werden, doch korrelieren die Trends nicht mit
der Amplifikation, da sie unabhéngig sind von der Templatmenge und auch auftreten,
wenn dem Reaktionsansatz die DNA-Polymerase, die Primer oder die dNTPs fehlen und es
so zu keinerlei Amplifikation kommen kann. Werden diese Trends nicht korrigiert, korrelie-
ren die Steigungen der log-linearen Abschnitte der Signalkurven mit der Starke der Trends:
Je groBer der durch den Trend bedingte Signalanteil wéhrend der beobachteten log-
linearen Phase, desto kirzer und flacher ist diese. Da sich die trendbedingte Signalénde-
rung bei Kurven mit spdter exponentieller Phase (also geringerer Templatmenge) stérker
auswirkt, flachen die log-linearen Abschnitte innerhalb einer Verdiinnungsserie mit abneh-
mender Templatmenge ab (siehe Abb. 3-14 B, S. 67). Da die Steilheit dieser Phase ein di-
rektes Maf3 fur die Amplifikationseffizienz darstellt, impliziert diese Beobachtung, dass die
Amplifikationseffizienz umgekehrt proportional zur Templatmenge ist, was biochemisch
nicht begrindbar ist. Im Gegenteil: man wirde sogar erwarten, dass wenige Templatko-
pien sogar mit héherer Effizienz amplifiziert werden sollten, da der durchschnittliche Uber-
schuss an Reaktionskomponenten gréfer ist und die Wahrscheinlichkeit einer Rehybridisie-
rung der Template geringer ist. Die mit abnehmender Templatmenge flacher werdenden
log-linearen Abschnitte der Signalkurven bedingen weiterhin, dass die anhand der Kalib-
riergeraden ermittelte Effizienz (siehe Gl. 1.6) mit gréBer werdenden Schwellenwerten ab-
nimmt (Abb. 3-18, S. 72). Nach der in 3.2.1.2 beschriebenen Korrektur der Signaltrends
sind die log-linearen Abschnitte der Signalkurven, unabhéngig von der Templatmenge, pa-
rallel (siehe Abb. 3-14 D, S. 67) und die anhand der Kalibriergeraden ermittelte Effizienz
ist nahezu unabhéngig vom Schwellenwert. Zudem stimmen die anhand der Steigungen
der log-linearen Abschnitte der individuellen Signalkurven berechneten Amplifikationseffi-
zienzen sehr gut mit der aus der Kalibriergeraden ermittelten Effizienz Gberein (Abb. 3-18,
S. 72). Dies ist bei nicht korrigierten Daten meistens nicht der Fall, was die Limitation der
konventionellen Methoden nachdricklich demonstriert. Diese Effekte belegen, dass die
Korrektur um unspezifische Trends sinnvoll ist und die fir Quantifizierungen wesentlichen
Charakteristika der Signalkurven herausstellt.

Der entwickelte Algorithmus zur quantitativen Auswertung von RT-PCR-Daten erhdht die
Reproduzierbarkeit, die Prazision sowie auch die Genauigkeit von Quantifizierungen be-
trachtlich, ohne den dynamischen Bereich einzuschrénken (3.2.1.6). Dies ermoglicht den
verl@sslichen Einsatz der RT-PCR fir die Detektion und Quantifizierung von Genamplifika-
tionen und -deletionen, wie in 3.3 exemplarisch an den Bestimmungen der genomischen
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Frequenz eines Retrotransposons, der Amplifikation des humanen Onkogens HER-2/neu
und schliefilich der Deletion des humanen Tumorsuppressorgens p53 gezeigt wurde. An-
hand einer neu entwickelten Methode zur absoluten Quantifizierung von Single-copy-
Genen mittels der RT-PCR wurden auBlerdem die Genomgréfien verschiedener eukaryoter
Modellorganismen bestimmt (3.4.1). Die ermittelte Genomgréfle des sequenzierten
Stamms der Béckerhefe (S. cerevisiae, Stamm #368 FY 1679) von 12.1 MBp stimmt exakt
mit dem aus der Sequenz abgeleiteten Wert Gberein, *” was die hohe Genauigkeit dieses
Verfahrens belegt. Die Auswertung derselben Messdaten mit dem Auswerteprogramm des
LightCyclers (LCDA, Version 3.5) ergab fir manche Experimente deutlich abweichende Er-
gebnisse. So wurde z. B. die Genomgréfie des Menschen zu etwa 2.0 GBp bestimmt, was
ungeféhr 30 % unter den aktuellen, auf den Ergebnissen der Sequenzierprojekte basieren-
den Schétzungen von 2.8-3.0 GBp liegt, wéhrend die Auswertung mit den in dieser Arbeit
entwickelten Algorithmen einen Wert von 2.9 GBp liefert.

4.5 Schmelzkurvenanalyse

Die in der PCR entstandenen PCR-Produkte kénnen zudem im Anschluss an die
Amplifikation mittels einer Schmelzkurvenanalyse charakterisiert werden, z. B. um bei SYBR
Green |-Detektion zu bestimmen, ob spezifisches Produkt gebildet wurde?” oder um
Sequenzvarianten zu identifizieren bzw. Mutationen nachzuweisen.”®??'%22°2 Dazy wird die
Fluoreszenz kontinuierlich aufgezeichnet, wéhrend die Temperatur der Reaktionsansétze
langsam erhht wird. Bei Uberschreiten der Schmelztemperatur des detektierten Produkts
fallt das Signal, durch den kooperativen Prozesses des Aufschmelzens von dsDNA, stark
ab. Diejenige Temperatur, bei welcher die Signalabnahme maximal ist, wird
definitionsgemdB als Schmelztemperatur bezeichnet. Die Menge geschmolzenen Produkts
ist néherungsweise proportional zum Betrag des Signalunterschieds vor und nach dem
Schmelzprozess. Da Gber die Schmelzkurven nicht nur PCR-Produkte mit verschiedenen
Schmelztemperaturen, z. B. aufgrund unterschiedlicher Léngen oder Sequenzen, innerhalb
eines Reaktionsansatzes unterschieden werden kénnen, sondern auch das Verhéltnis ihrer
Mengen bestimmt werden kann, lasst sich die Schmelzkurvenanalyse auch zur
Quantifizierung von Templatmengen nach kompetitiver Amplifikation einsetzen.'*/2!”
Zudem kann das Mengenverhdlinis zweier Gene in einer Probe einfach bestimmt werden,
um beispielsweise Amplifikationen und Deletionen von Genen zu identifizieren.?>® Bei der
Abschatzung der PCR-Produktmengen anhand der Schmelzkurven ftritt jedoch ein
systematischer Fehler auf, da die Anderungen des Fluoreszenzsignals nicht ausschlieBlich
von den Schmelzprozessen hervorgerufen werden, sondern schon alleine die Erhéhung der
Temperatur die Fluoreszenzausbeute deutlich verringert.?’® Die Stirke dieses als
temperaturabhéngiger Quench bezeichneten Prozesses ist seinerseits abhéngig von der
Gesamtfluoreszenz bei der jeweiligen Temperatur, also vom Anteil der noch nicht
geschmolzenen Produkte. Aus diesem Grund werden in einem Gemisch die relativen
Mengen desjenigen Produkts mit der héheren Schmelztemperatur unterbestimmt, und zwar
umso starker, je geringer sein Anteil an der Gesamtmenge ist (siehe Abb. 3-23, S. 79). In
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Abschnitt O dieser Arbeit wird erstmals ein Verfahren vorgestellt, welches die Anteile des
temperaturbedingten Quenchs identifiziert und die Schmelzkurven entsprechend korrigiert.
Dadurch konnte sowohl der systematische Fehler eliminiert (siehe Abb. 3-23, S. 79) als
auch die Sensitivitdt bzw. der dynamische Bereich der Analysen vergréBert werden, was die
Eignung der kompetitiven Schmelzkurvenanalyse fir relative Quantifizierungen erhéht.
Weiterhin widerlegen diese Ergebnisse die Vermutungen von AL-ROBAIY et al.?'” und RIRIE et
al.,”” dass die Abweichungen der Mengenbestimmungen bei der Schmelzkurvenanalyse zu
den realen Werten bedingt sei durch eine unterschiedliche spezifische Fluoreszenz von
SYBR Green | in Abhdngigkeit von der Lange und der Sequenz des jeweiligen PCR-
Produkts.

4.6 Software zur Auswertung von Real-time-PCR-Daten

Mit der zunehmend héufigeren Anwendung der RT-PCR in der klinischen Routinediagnostik
ist es von nicht zu unterschétzender Bedeutung, dass die Messdaten korrekt, zuverld@ssig
und nach Méglichkeit vollstéindig automatisch ausgewertet werden, um eine willkirliche
und oft inaddquate Beeinflussung der Ergebnisse zu minimieren. Hierzu sind entsprechende
automatisierbare Auswerteverfahren notwendig, in Form einer leicht bedienbaren, anwen-
derfreundlichen Software. Die in dieser Arbeit entwickelte Software erfillt diese Kriterien;
sie kann ohne weitere EDV-Kenntnisse bedient werden und liefert vollautomatisch die fir
die jeweiligen Daten optimalen Ergebnisse (3.2.4).

Durch die Art der Auswertung wird sichergestellt, dass in reproduzierbarer Weise immer die
bestméglichen Resultate erzielt werden. Da die Ergebnisse nicht mehr von willkirlichen Ein-
stellungen der Experimentatoren abhdngen, sind die Messergebnisse gleicher Experimente
aus verschiedenen Arbeitsgruppen untereinander besser vergleichbar, was die Validierung
von Analyseergebnissen vereinfacht. Ein weiterer entscheidender Vorteil dieser Software
gegeniber den Programmen der Geratehersteller ergibt sich aus der automatischen Detek-
tion der exponentiellen Phasen von Amplifikationskurven, wodurch auch kritische Signal-
verlgufe erkannt werden kénnen und auswertbar werden. Das Programm ist somit in der
Lage, den Benutzer entsprechend zu informieren bzw. zu warnen und Signalkurven, die
keine erkennbare exponentielle Phase aufweisen, von der quantitativen Auswertung auszu-
schlieBen. Schliefilich wird noch eine Bewertung der Vertrauenswiirdigkeit der Ergebnisse
vorgenommen, indem die Charakteristika der exponentiellen Phasen der Reaktionsanséitze,
insbesondere die daraus ermittelten Effizienzen fir die individuellen Ansétze, untereinander
verglichen werden. Dies erhéht die Tauglichkeit fir den Routineeinsatz sowie bei der Aus-
wertung von groflen Datenmengen, wie sie beispielsweise bei Probenhochdurchsatzstudien
anfallen, betréchtlich.

Fur spezielle Routineanwendungen sollten zukinftige Programme modular aufgebaut sein,
damit sie méglichst einfach und gut an die speziellen Anforderungen der jeweiligen Expe-
rimente und Auswertungen angepasst werden kénnen. Damit kénnen die Programme di-
rekt bei der Planung, Durchfihrung und Auswertung von Experimenten assistieren und so
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mogliche Fehler, wie sie z. B. durch eine nicht korrekte Interpretation der Messdaten auf-
treten, vermeiden helfen.

4.7 Das methodische Potenzial der Real-time-PCR

Das Prinzip der RT-PCR birgt ein grofies methodisches Potenzial, insbesondere in der Kom-
bination mit anderen Techniken wie der kompetitiven PCR oder der allelspezifischen
PCR.78:101.123,147,217253,255,257 i kompetitive PCR gilt derzeit als das genaueste PCR-basierte
Verfahren zur Quantifizierung von Nukleinséduren mit Variationskoeffizienten von etwa
10 %,% jedoch wird ein brauchbarer Kompetitor bendtigt und jede Probe muss in einer
eigenen Serie von Einzelreaktionen mit unterschiedlichen Konzentrationen des Kompetitors
untersucht werden, um den Aquivalenzpunkt von Kompetitor und Probe zu bestim-
men.'”17292¢ Die analytische Unterscheidung und Mengenbestimmung der PCR-Produkte
mit Kompetitor- bzw. Probensequenz ist bei konventionellen, zumeist auf elektrophoreti-
schen Trennungen und auf Densitometrie basierenden Verfahren aufwédndig und fehleran-
fallig. In Kombination mit der RT-PCR kénnen die relativen Mengen der PCR-Produkte von
Kompetitor und Probe, deren Sequenzen sich nur minimal zu unterscheiden brauchen, sehr
einfach und schnell durch Schmelzkurvenanalysen bestimmt werden.'*?'72%3 Allerdings ist
der dynamische Bereich nur etwa 1:10 (Mengenverhélinis von Kompetitor zu Probe bzw.
deren inverses Verhdlinis, das noch mit einem akzeptablen Fehler bestimmt werden kann)
und die Genauigkeit normalerweise nicht besser als bei Quantifizierungen mittels externer
Standards,?'” da die Schmelzkurvendaten verrauscht sind und der temperaturabhéngige
Quench die schmelzprozessbedingten Fluoreszenzénderungen maskiert (siehe 3.2.2.2).
Wenn statt der Schmelzkurven wie in 3.4.2.4 gezeigt die Amplifikationskurven nach a-
symmetrischer PCR und sequenzspezifischer Detektion bei stringenter und nicht-stringenter
Temperatur analysiert werden, kann die Genauigkeit deutlich erhéht werden, so dass Vari-
ationskoeffizienten von weniger als 3 % erreicht werden (3.4.2.6). Dies ist eine Genauig-
keit in der Bestimmung von Nukleinsduren, die derzeit von keinem anderen PCR-basierten
Verfahren erreicht wird. Méglich ist dies durch die Auswertung der Signalhéhen bzw. der
Plateauwerte anstelle der C;-Werte. Zum einen sind die Fehler der (relativen) Konzentrati-
onsbestimmung hier nur linear abhdngig vom Fehler der Signalhéhenbestimmung, zum
anderen lassen sich viele Datenpunkte einer Amplifikationskurve mitteln, um den durch das
Signalrauschen bedingten Messfehler zu verkleinern, wahrend bei der Konzentrationsbe-
stimmung Uber die C;-Werte dazu mehrere Reaktionen parallel durchgefihrt werden mus-
sen, um entsprechend viele C;-Werte ermitteln zu kénnen. Weiterhin machen die Ergebnis-
se klar die Vor- und Nachteile der Verwendung der C;-Werte zur Quantifizierung deutlich.
Ein hoher dynamischer Bereich erlaubt nur eine vergleichsweise geringe Genauigkeit. Bei
Verwendung der Signalintensitéten statt der C;-Werte hingegen ist der dynamische Bereich
wieder eingeschrénkt, die Genauigkeit jedoch sehr hoch. So gibt es nicht die generell bes-
te Methode zur Quantifizierung, sondern die Wahl der Methode ergibt sich aus der jeweili-
gen Problemstellung. Ein grofler dynamischer Bereich bei gleichzeitig hoher Genauigkeit
kann im Bedarfsfall durch eine Kombination entsprechender Methoden erreicht werden.

Kapitel 4.7 Das methodische Potenzial der Real-time-PCR



GESAMTDISKUSSION 153

Aufgrund des potenziell sehr grofien dynamischen Bereichs der RT-PCR fir quantitative Be-
stimmungen eignet sich das Verfahren prinzipiell for den Einsatz in der Analyse von Misch-
proben, die eine grofle Varianz der Mischungsverhdlinisse aufweisen. Dies ist sinnvoll z. B.
27 ynd in der Lebensmittelanaly-
tik, um beispielsweise die Sortenzusammensetzung verarbeiteter pflanzlicher Nahrungsmit-
tel kontrollieren zu kénnen. Ein besonderes Problem stellt hier der hohe Grad an Ahnlich-
keit der Sequenzen in den Mischproben dar. Verfahren wie STR-, VNTR- und RFLP-

Analysen, welche die Sequenzvarianten gemeinsam nachweisen bzw. analysieren, kénnen

bei Chimdrenanalysen,'?® populationsgenetischen Studien

Konzentrationsunterschiede von mehr als etwa 1:10 nicht mehr sicher auflésen,'® ihr dy-
namischer Bereich ist also recht klein. Héhere Dynamik kann durch allel-spezifische Ampli-
fikationen erreicht werden, die jedoch gerade bei nur geringen Sequenzunterschieden héu-
fig zu falschen oder nicht reproduzierbaren Ergebnissen fihren.?” In der Kombination mit
der RT-PCR sind die quantitativen Aussagen verlésslich, ohne den dynamischen Bereich
einzuschrénken. Die in dieser Arbeit (3.4.3) mittels allelspezifischer RT-PCR fir zwei exem-
plarische Polymorphismen mit klinischer Relevanz bestimmten dynamischen Bereiche liegen
um ein Vielfaches Gber denen von Gblicherweise fir derartige Fragestellungen verwendeten
STR-Analysen, und das mit vergleichbarer Reproduzierbarkeit: Fir Polymorphismen, die
mittels allelspezifischer PCR im Allgemeinen extrem schwierig zu unterscheiden sind, ist der
dynamische Bereich der hier entwickelten Methode mindestens um einen Faktor drei gré-
f3er als bei den konventionell verwendeten Verfahren, bei einfach zu unterscheidenden Po-
lymorphismen sogar mehr als 150mal gréfer.

4.8 Die Zukunft der Real-time-PCR

Die in dieser Arbeit vorgestellten Anwendungsbeispiele (3.3) und die methodischen Ent-
wicklungen (3.4) vermitteln einen Eindruck Uber die zukinftigen Einsatzgebiete und Még-
lichkeiten der RT-PCR. Die schnelle, einfache und sichere Quantifizierung von Nukleinséu-
ren macht die RT-PCR zum Verfahren der Wahl in der klinischen Diagnostik von Infektio-
nen und Tumoren,?”??’3 wo man zukinftig besser in der Lage sein wird, den Erfolg von
Therapien und Operationen zu verfolgen und frihzeitig Informationen Uber die adéquate
Behandlung zu erhalten. Im Prinzip wird es méglich sein, noch wahrend einer Operation
wichtige Diagnosen zu stellen, z. B. Gber die genaue Art und das Stadium eines Tumors, so
dass gegebenenfalls die Operations- und Behandlungsstrategie angepasst werden kann,
vergleichbar dem Schnellschnitt fir eine histopathologische Untersuchung.

Die RT-PCR wird verstérkt helfen, die genetischen Prozesse bei der Zelldifferenzierung,?”’

bei der Tumorgenese ?”® und bei Immunreaktionen 229%? zy entschlisseln und zu verstehen.
Da bei Differenzierungsprozessen wéhrend der Ontogenese sowie der Tumorentstehung
der meisten Eukaryonten, die Genregulation durch den Methylierungsgrad der DNA eine
entscheidende Rolle spielt, werden verstarkt Methyl-DNA-sensitive Varianten der quantitati-
ven RT-PCR entwickelt werden.?83%3%3 Die Aktivitét von Genen, die in Expressionsstudien
anhand von Transkriptionsprofilen aus Microarray-Analysen identifiziert wurden, lésst sich

durch den Einsatz von RT-PCR-basierten Verfahren kostenginstig und schnell in Abhéngig-
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keit verschiedener Parameter bestimmen und verifizieren.?®??° Die RT-PCR ist daher heute
die Referenzmethode zur Bestétigung von Microarray-Daten. Weiterhin werden quantitative
SNP-Analysen mit groflem dynamischen Messbereich vereinfacht, was die Anwendung der
RT-PCR bei der Mutationsdetektion,*®7>74?°2 bei der Chimdrenanalytik ?*” sowie auch bei

popolationsgenetischen Fragestellungen attraktiv macht,'?!123304

Wesentliche Beitréige zu zukinftigen biologischen Forschungsfragen wird die RT-PCR auch
durch ihre Kombination mit anderen fortgeschrittenen Techniken wie der bereits erwéhnten
Microarray-Analyse zur Erstellung von Transkriptionsprofilen,?’4288-270305 der Mikrodissekti-
on3%3% oder der DNA-Extraktion aus paraffinfixierten Proben leisten. 46148397310 S wird
es zunehmend einfacher, die Genexpression oder die genomischen Genkopienzahlen in
Proben zu bestimmen, die nur sehr wenige Zellen oder nur bestimmte Zelltypen enthalten,
was neue Einblicke in die Differenzierungsprozesse von Tumoren und Geweben geben
kann. In dieser Arbeit sind AnstéBBe gegeben, wie die RT-PCR selbst verbessert und fir neue
Fragestellungen mit hédheren Anforderungen an Prazision, Genauigkeit und Dynamik an-
gepasst und eingesetzt werden kann. Die dazu vorgestellten Beispiele kénnen direkt in der
DNA-Analytik eingesetzt werden und bereichern auf Grund ihrer medizinischen Relevanz
unmittelbar die medizinische Forschung und klinische Labordiagnostik. Die in dieser Arbeit
entwickelte Software schafft weiterhin allgemein in diesem Gebiet die Grundlage fur eine
erhebliche Steigerung der Leistungsféhigkeit, Verlasslichkeit und Genauigkeit der Ergebnis-
se von RT-PCR-Experimenten.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Derjenige ist wahnsinnig, der ein Geheimnis in jedweder anderer Form niederschreibt als in einer, die es vor
den Gewdhnlichen verbirgt und selbst den Gelefirten und ernsthaften Studenten nur mit Miihe sinnhaftig
werden ldsst.

Robert Bacon , Uber die Nichtigkeit der Magie*

Die molekulare DNA-Analytik ist von groBer Bedeutung fir die biologische und medizini-
sche Forschung sowie zunehmend auch fur die klinische Diagnostik. Hier bieten real-time-
PCR-basierte Verfahren neue Méglichkeiten der schnellen und verlasslichen Quantifizie-
rung genetischer Elemente und der einfachen Mutationsdetektion. Die vorliegende Arbeit
behandelt einen Querschnitt durch das Spektrum der real-time-PCR-basiertern DNA-
Analytik und gibt einen umfassenden Uberblick tber die theoretischen und biochemischen
Grundlagen, zeigt die Einsatzmdglichkeiten fir DNA-analytische Fragestellungen und stellt
neue methodische Entwicklungen vor, die neue Standards bzw. Grenzen fir Genauigkeit
und Dynamik setzen.

Die systematische Untersuchung der Einflisse biochemischer und technischer Parameter
auf das Ergebnis von Messungen in Kombination mit Analysen theoretischer Modelle der
Real-time-PCR-Prozesse erlaubt erstmals die Bestimmung méglicher Schwachstellen sowie
der Grenzen fur Prézision und Genauigkeit von Analysesystemen. So konnte gezeigt wer-
den, dass die theoretisch erreichbare Genauigkeit von Quantifizierungen Uber C-Werte
des hier verwendeten LightCyclers bei etwa 10 % liegt. Durch die Verwendung neuer, in
dieser Arbeit entwickelter Algorithmen zur Datenauswertung wird diese theoretische Grenze
nahezu erreicht: Die Fehler kénnen von mehr als 50 % nach konventioneller Auswertung
auf deutlich unter 15 % gesenkt werden. Die Anwendung dieser Verfahren wurde an drei
ausgewdhlten Fragestellungen mit tumordiagnostischem Fokus demonstriert (XIR-2, HER-
2/neu und p53), die sehr unterschiedliche Anspriche an den dynamischen Bereich und die
Prézision der Quantifizierung stellen. Dabei Gbertrifft insbesondere die Genauigkeit des
Verfahrens zur Bestimmung des Deletionsgrades von p53-Genkopien jene von anderen
analytischen Methoden deutlich. Bereits der Verlust eines der beiden Allele in lediglich
25 % der Zellen einer Probe kann hochsignifikant nachgewiesen werden.

Die Algorithmen zur quantitativen Auswertung von Real-time-PCR-Daten erlauben erstmals
eine optimale und vollautomatische Auswertung. Durch ein hier erstmals beschriebenes
Verfahren zur Korrektur temperaturabhéngiger Signalédnderungen konnten die Sensitivitét
und die Genauigkeit von Schmelzkurvenanalysen betrdchtlich erhdht werden. Die be-
schriebenen Algorithmen wurden in einer neuen, sehr anwenderfreundlichen Software (So-
FAR) implementiert.

SchlieBlich werden mehrere neuartige Verfahren zum Einsatz der Real-time-PCR vorgestellt:
Ein Verfahren erlaubt die sehr genaue Bestimmung von Genomgréfien, wie am Beispiel
von S. cerevisiae (12.1 MBp), H. sapiens (2.9 GBp) und X. maculatus (551 MBp) gezeigt
ist. Ein weiteres Verfahren beruht auf einer allelspezifischen Real-time-PCR und kann zur
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einfachen Genotypisierung sowie zur Chimérenanalytik eingesetzt werden, wie am Beispiel
der klinisch relevanten SNPs von PAI-1 und F7c gezeigt. Die erreichten dynamischen Berei-
che zur Unterscheidung kleiner Polymorphismen sind hier tber 100mal gréBer als die kon-
ventioneller Verfahren. Mit dem neuen Verfahren zur kompetitiven Real-time-PCR sind
hochgenaue Konzentrationsbestimmungen méglich. Mit dieser Methode wurde die Menge
der cDNA von BCR/ABL-Fusionstranskripten in Einzelbestimmungen mit einem Fehler von
weniger als 3 % bestimmt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit steigern die Leistungsfahigkeit, Verlasslichkeit und Genauigkeit
der Ergebnisse von Real-time-PCR-Experimenten und erweitern die mdglichen Anwen-
dungsbereiche der Real-time-PCR fir DNA-analytische Fragestellungen. Die entwickelten
Verfahren bereichern das methodische Arsenal der molekularen Genetik und Medizin.
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7 ANHANG

7.1 Messung, Rauschen und Validierung

7.1.1 Messung

Ein Messvorgang liefert als Ergebnis den Wert einer Messgréfie mit einer Einheit, die sich
aus dem internationalen System der Einheiten (SI-System) ableiten lésst. Die MessgréfBe ist
eine Eigenschaft des Messobjekts, welche nach einem definierten Verfahren in reproduzier-
barer Weise von einem Messinstrument quantifiziert wird.

Prinzipiell beeinflusst jeder Messvorgang das Messobjekt und damit das Ergebnis der Mes-
sung. Die Beeinflussung ist aber meist vernachléssigbar klein. Nicht vernachléssigbare Be-
einflussungen des Messobjekts durch den Messvorgang kénnen zu systematischen Fehlern
fohren. Ist die Art und Stérke der Beeinflussung bekannt, kann der systematische Fehler
korrigiert werden.

Jeder Messvorgang wird weiterhin beeinflusst durch unkontrollierbare Stérungen auf das
Messobjekt, den Messvorgang und das Messinstrument. Sie fGhren zu einer Streuung der
Messwerte. Zur Ermittlung eines genauen Ergebnisses wird daher die Messung mehrfach
durchgefihrt und aus den Werten dieser Stichprobe mit statistischen Verfahren der Werte-
bereich bestimmt, der mit einer vorgegebenen Wahrscheinlichkeit den wahren Wert der
MessgréBe beinhaltet.

7.1.2 Rauschen

In der Mess- und Signaltechnik bezeichnet man die durch unkontrollierbare Einflisse verur-
sachten Streuungen der Messwerte als Rauschen. Rauschen beinhaltet alle jene Anteile am
Signal, die keine brauchbare Information enthalten. Es sind daher durchweg unerwinschte
Anteile. Andererseits lassen sich aus der Amplitudenverteilung, dem Frequenzspekirum,
dem zeitlichen Verlauf und der Abhdngigkeit GuBerer Einflissen auf die Rauschquelle neue
Informationen gewinnen. Rauschen kann viele Ursachen haben. Einige wichtige sind hier
mit ihren Eigenschaften aufgefihrt.

1) Thermisches Rauschen (Johnson Noise). Durch die zuféllige Bewegung von Ladungs-
trdgern (Elektronen, Atome, Molekile) in einem Leiter entstehen zuféllige Spannungs-
schwankungen unterschiedlichster Frequenzen. Ein Widerstand, wichtiges Bauteil vieler
elektronischer Messinstrumente, ist also eine Rauschspannungsquelle. Die Hohe der
maximalen Rauschleistung, die diese Quelle abgeben kann, ist proportional zur abso-
luten Temperatur und in jedem Frequenzintervall fester Breite gleich grof} (weifles Rau-
schen): AP = AfkT (P: Rauschleistung, f: Frequenz in Hertz, k: Boltzmann-Konstante
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k=1.38-10% Ws/K, T: absolute Temperatur in Kelvin). Da die Gesamtleistung
(Af = o) nicht unendlich grofl werden kann, ist dies nur eine Néherung. Die spekirale
Leistungsdichte muss bei grofien Frequenzen kleiner werden. Sie ist aber konstant in
dem Frequenzbereich, in dem Ublicherweise messtechnische Signale vorkommen. Bei
Raumtemperatur nimmt sie nach dem Planckschen Strahlungsgesetz erst bei etwa

1GHz deutlich ab.

2) Quantisierungsrauschen. Bei der Digitalisierung eines analogen Signals kénnen die
Abweichungen zwischen dem Wert des analogen und des digitalen Signals bis zur
Halfte einer Stufenhéhe betragen. Das Quantisierungsrauschen enthdlt im Wesentli-
chen die Abtastfrequenz und deren Oberschwingungen.

3) Netzbrummen. Die wird bewirkt durch eine induktive oder kapazitive Ankopplung des
elekirischen Versorgungsnetzes (50 Hz). Wenn hinreichend lange Zeitreihen von Ein-
zelmessungen vorliegen, lasst sich der Einfluss des Netzbrummens durch eine Fourier-
Analyse bestimmen und eliminieren.

7.1.3 Validierung

Wie kann man nun sicher sein, dass bei einer Messung wirklich die gesuchte Grofie ge-
messen wurde? Wie nahe kommt der Messwert dem tatséchlichen Wert der Grofle? Maf3-
nahmen zur Lésung dieser Probleme nennt man Validierung. Dabei ermittelte Gréfien sind
Validierungs-Parameter (validation parameters). Zur besseren Ubersicht lassen sie sich ein-

teilen in:

1) Parameter beziglich eines Wertes

Diese Gréflen beschreiben die Beziehung eines oder mehrerer Messwerte zum zugeho-
rigen, tatsdchlichen (aber meist unbekannten) Wert.

Richtigkeit (accuracy). Mit dem Begriff ,Richtigkeit” wird beschrieben, ob die Messwer-
te um den tatséchlichen, den richtigen bzw. wahren Wert streuen. Sind nur zuféllige
Schwankungen vorhanden, wird man erwarten, dass mit zunehmender Anzahl an Mes-
sungen der Mittelwert sich immer mehr dem richtigen Wert néhert. Der Abstand dieser
beiden Werte (absolut oder relativ) ist die Richtigkeit. Eine hohe Richtigkeit kann mit
grof3er oder kleiner Streuung (Prézision) erreicht werden.

Prézision (precision). Die Prézision ist ein Maf3 fir die Streuung der einzelnen Mess-
werte um ihren Mittelwert. Zur Angabe wird haufig die Standardabweichung verwendet
oder es wird ein Intervall angegeben, in dem der néchste Messwert mit einer bestimm-
ten Wahrscheinlichkeit anzutreffen sein wird (z. B. 95%). Grofiere Wahrscheinlichkeiten
fhren dabei auch zu gréfleren Intervallen. In der Prézision steckt keine Aussage Uber
die Richtigkeit. Die Prézision lésst sich beziglich der folgenden Wiederholungsbedin-
gungen unterscheiden:
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2)

i)  Wiederholbarkeit (repeatability): ein Labor und ein Experimentator, kurzer Zeitab-
stand

i) Reproduzierbarkeit (reproducibility): anderes Labor, Gerat oder Experimentator

Selektivitat (specificity, selectivity). Manche Messergebnisse sind davon abhdngig, ob
z.B. andere Substanzen oder andere Verfahrensverléufe vorhanden sind oder sich die
Werte anderer Gréflen gedndert haben. Die Selektivitét gibt an, wie stark das Ergebnis
von anderen Einflissen abhéngig ist, ob also auch nur die zu messende Gréfle gemes-
sen wird. Manchmal wird auch der Begriff "Querempfindlichkeit" verwendet.

Parameter beziglich eines Verfahrens

Diese Groflen beschreiben Méglichkeiten und Grenzen von Messungen nach einem
bestimmten Verfahren.

Empfindlichkeit (sensitivity). Die Empfindlichkeit einer Messung ist durch die Nach-
weisgrenze sowie die Erfassungsgrenze gegeben (s.u.).

Auflésung (resolution). Ein Maf3 fur die Auflésung einer Messung ist durch die Be-
stimmungsgrenze gegeben (s.u.).

Linearitat (linearity). Die Linearitat gibt an, wie sich die Genauigkeit und Prézision von
Messungen in Abhéngigkeit von dem Wert der Messgréfie verhalten.

Hysterese (hysteresis). Von einer Hysterese spricht man, wenn der Endwert einer sich
einstellenden Gréfle von der Richtung abhdngt, aus der die Einstellung erfolgt. Dann
ist die Zuordnung von Eingangs- und Ausgangsgréfie eines Systems nicht mehr eindeu-
tig. Hysterese tritt z. B. bei mechanischen Vorgdngen mit Spiel (Getriebe, Zeiger-
Anzeige), bei magnetischer Ummagnetisierung oder bei mechanischer Belastung im
nichtelastischen Bereich auf.

Messbereich (range). Der Messbereich ist das Intervall fir die Eingangsgréfie, inner-
halb derer bestimmte Eigenschaften (Fehler, Stabilitdt) garantiert werden. Der Anzeige-
bereich kann gréfler als der Messbereich sein. Mit I.D.L. (Instrumental Device Limit)
wird die Grenze bezeichnet, die sich allein aus den Grenzen des Mefisystems ohne Be-
ricksichtigung von Proben- oder Verfahrensunsicherheiten ergibt.

Nachweisgrenze (limit of detection). An der Nachweisgrenze (ein Wert der Merkmals-
groBe) erhélt man einen Wert der Signalgréfe, der mit 50%iger Wahrscheinlichkeit
von der zu messenden Gréfle stammt, genauso gut aber durch zuféllige Schwankun-
gen verursacht sein kann. Unterhalb der Nachweisgrenze sind weder qualitative noch
quantitative Aussagen méglich.

Erfassungsgrenze (limit of quantification). Oberhalb der Erfassungsgrenze ist die
Wahrscheinlichkeit fur ein zufélliges Signal dieser Gréfle gering (z.B. kleiner als 1 %).
Zwischen Nachweis- und Erfassungsgrenze kann qualitativ, oberhalb der Erfassungs-
grenze quantitativ gemessen werden.
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Bestimmungsgrenze. Quantitative Aussagen kénnen auch oberhalb der Erfassungs-
grenze nur mit einer gewissen Unsicherheit (Fehler) gemacht werden. Die Bestim-
mungsgrenze legt einen Merkmalswert fest, oberhalb dessen der Fehler kleiner als eine
festgelegte Schranke (z.B. 5 %) ist.

Robustheit (robustness, ruggedness). Die Robustheit beschreibt bei Messprozessen die
Unempfindlichkeit gegeniber Stéreinflissen, welche genau beschreibbar sein missen.
Bei Produktionsprozessen wird eine stabile AusgangsgréBe gefordert. Dort wird mit Ro-
bustheit auch die Unempfindlichkeit gegeniber Schwankungen der Eingangsgréfie be-
schrieben.

7.2 Nichtparametrische Splines

Als Splines wurden die urspringlich im Schiffsbau verwendeten flexiblen Holzplanken be-
zeichnet, die an bestimmten Punkten fixiert wurden, wéhrend sie sich dazwischen frei bie-
gen durften. Im mathematischen Sinne handelt es sich bei Splines um eine Funktion s(x),
die in einem Intervall (a;b) stickweise aus einfachen Polynomen zusammengesetzt ist, wo-
bei eine vorgegebene Anzahl ihrer Ableitungen aller Punkte im Intervall (a;b) kontinuierlich
sind. Der Vergleich zu den Schiffsplanken ergibt sich insbesondere dadurch, dass die Poly-
nome durch die gegebenen Stitzpunkte oder Knoten (die zu interpolierenden Datenpunkte
x/y)) festgelegt sind und ihr Verlauf so angepasst wird, dass die Ubergdnge der Steigungen

’

(s) und Krimmungen (s”’) in den Stitzpunkten wie bei einer gebogenen Holzplanke konti-
nuierlich sind und die Gesamtkrimmung minimal ist. Um eine Kontinuitat der Krimmun-
gen im Spline zu erreichen, missen die zusammengesetzten Polynome mindestens dreimal
differenzierbar, also dritten Grades, sein. Aus diesem Grund werden zumeist kubische Spli-

nes verwendet, die wie folgt definiert sind:
s(x)=a,+b,-x+c, x> +d, - x° Gl. 7.1
wobei x; miti = 1...n die Lage der Knoten beschreibt und x; < x < x;., gilt.

Aus den Kontinuitdtsbedingungen der Funktionswerte sowie der ersten beiden Ableitungen
ergeben sich folgende Einschrankungen:

a,_,+b_x + cfo + de? =a, +bx, +cx’ + a’l.xi3 (Funktionswerte)
b, +2¢, x, +3d,_x =b, +2c,x, + 3d x’ (Steigungen bzw. 1.Ableitungen)
2¢, ,+6d, x, =2¢, +6d x, (Krimmungen bzw. 2.Ablleitungen)

Eine weitere Bedingung ist dadurch gegeben, dass das Spline eine definierte Gesamt-
krimmung aufweisen soll. Dazu wird das Integral der quadrierten zweiten Ableitung vorge-
geben:

2

I(s") =w Gl. 7.2
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Fur den Grenzfall w = wy.x geht das Spline zwingend durch die angegebenen Knoten,
wéhrend sich for w = O die Regressionsgerade durch die Knotenpunkte ergibt. In diesem

Fall wird die Summe der Abweichungsquadrate Z(yl. —s(xl,))2 maximal. Ein Spline, wel-

ches die Summe der Abweichungsquadrate minimiert, dabei aber noch eine hinreichende
Gesamtkrimmung aufweist, um einem nichtlinearen Datenverlauf lokal folgen zu kénnen,
l&sst sich unter EinfGhrung eines Gléattungsparameters p durch folgende Bedingung ermit-
teln:

R(p)=p Y (3 =s(x)) +(1-p)-[s"(x)’ Gl. 7.3

Uber den Parameter p wird so eine Verbindung hergestellt zwischen der Summe der Feh-
lerquadrate und der lokalen Krimmung. Diejenige Spline-Funktion s(x), welche R(p) fur ei-
nen gegebenen Wert von p minimiert, wird als gléttender kubischer Spline bezeichnet.

Eine genaue Herleitung der Spline-Funktion, das Lésungsverfahren von Gl. 7.3 sowie die
programmtechnischen Umsetzungen sind in verschiedenen Artikeln Gber Numerische Ma-
thematik 2'*2'> ynd Statistik*'" ausfihrlich beschrieben und diskutiert.

7.3 Begriffsdefinitionen

Tab. 7-1  Begriffserklérungen zu Programmierung und RT-PCR-Experimenten.

Begriff Erklérung

Datentyp Der Datentyp bestimmt die Art und Weise, wie Daten im Speicher des Rechners
abgelegt werden und vom Prozessor interpretiert werden. Wichtige fundamentale
Datentypen sind u. a. Wahrheitswerte (Boolean), Ganzzahlen (Integer), FlieBkomma-
werte (z. B. Single) und Zeichenketten (String). Pascal erlaubt die Definition eigener
Datentypen. Konventionsgemdf beginnen die Typenbezeichner mit einem T, z. B.
TMeinTyp.

Eigenschaft  Eigenschaften (properties) stellen Schnittstellen zu den Daten, z. B. den Feldern einer
Klasse, dar. Die Werte von Eigenschaften kénnen von der Klasse indirekt Gber den
Aufruf entsprechender Methoden gedndert oder bestimmt werden. Es kénnen auch
nur-lesen-Eigenschaften definiert werden, deren Werte von auflerhalb des Obijekts
nicht gedndert werden kénnen.

Ereignis Ein Ereignis (event) kann von einem Objekt ausgelst werden, nachdem das Objekt
eine Aktion durchgefihrt hat. Dazu wird die zugewiesene Ereignisbehandlungs-
methode aufgerufen. Andere Teile des Programms k&nnen auf das Ereignis reagie-
ren, indem sie der Ereignis-Eigenschaft die Methode zuweisen, in welcher der dann
auszufihrende Code steht.

Experiment  Die Durchfihrung einer PCR mit dem LightCycler. Das Ergebnis eines Experiments
sind die vom LightCycler erstellten Dateien.
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Begriff

Erkldrung

Feld

Klasse

Komponente

Methode
Objekt

Programm

Protokoll

Segment

Variable

Felder sind die Datenelemente (Variablen) einer Klasse. Die Bezeichner von Feldva-
riablen beginnen konventionell mit einem F. Felder sollten auBerhalb des betref-
fenden Obijekts nur Gber Eigenschaften bzw. Methoden zugénglich sein, damit das
Objekt selbst kontrollieren kann, ob die Anderungen sinnvoll sind.

Eine Klasse (class) ist eine abstrakte Programmstruktur, welche den Inhalt und das
Verhalten von Objekten festlegt. Die Klassen werden als Datentypen deklariert, die
Bezeichner von Klassen beginnen also ebenfalls mit einem T. Neben den Deklara-
tionen von Datenfeldern beinhalten Klassen auch Programmcode in Form soge-
nannter Methoden, die ihr Verhalten steuern. Der Zugriff auf die Inhalte der
Datenfelder erfolgt Uber sogenannte Eigenschaften. Neue Klassen kénnen von
bereits programmierten Klassen abgeleitet werden. Die neue Klasse erbt dann alle
Datenfelder, Methoden und Eigenschaften der Parentalklasse, die in der Neu-
deklaration veréindert, erweitert und ergdnzt werden kénnen.

Eine Komponente ist eine Klasse, die sich wihrend der Programmentwicklung visuell
in das Programm einbinden lésst. Sie leitet sich ab von der in Delphi vordefinierten
Klasse TComponent. Die Eigenschaften und Ereignisse von Komponenten lassen
sich wéhrend der Programmentwicklung im Obijektinspektor von Delphi éndern und
werden gemeinsam mit dem Projekt abgespeichert. Die Schaltflachen, Textanzeigen,
und Men(s sind Beispiele fir Komponenten.

Codeabschnitt (Prozedur bzw. Funktion) einer Klasse.

Ein Obijekt (object) ist eine Instanz bzw. eine Variable einer Klasse. Im Gegensatz zu
Variablen anderer Datentypen (die keinen Programmcode enthalten), mussen
Obijekt-Variablen durch einen Aufruf des Klassenkonstruktors erzeugt werden. Der
Konstruktor reserviert den benétigten Speicherplatz und erstellt eine Zugriffstabelle

auf die Methoden.

Definition der Temperaturprofile und Messpunkte in einem LightCycler-Experiment.
Ein Programm enthélt Angaben Gber den Analysemodus der Messdaten (Quanti-
fizierung, Schmelzkurve oder keine Analyse), die Zyklenzahl und die Temperatur-
und Messpunkteinstellungen in Form von Segmenten. Der LightCycler erlaubt die
Benennung von Programmen (z. B. ,Denat”, ,Ampli“, ,Melt”, usw.).

Gerdtespezifische Angaben zum Experiment wie die Einstellungen der LED, Ver-
stérkungsfaktoren der Photohybriden und die Programme zur Temperatur- und
Messsteuerung.

Teil eines Programms mit Angaben Uber die Zieltemperatur, Heiz- bzw. Kihlraten,
Daver und Lage der Messpunkte. Es kann eine zweite Zieltemperatur angegeben
werden, welche bei den zyklischen Wiederholungen durch definierte Temperatur-
inkremente stufenweise eingestellt wird. Die Art des Messpunkts wird als Acquisi-
tionsmodus bezeichnet. Der LightCycler erlaubt die einmalige Aufzeichnung eines
Messwerts am Ende des Segments (single), die kontinuierliche Aufzeichnung wdah-
rend des gesamten Segments (continous) sowie die schrittweise Aufzeichnung wéh-
rend der Temperaturénderung (stepwise). Néhere Informationen hierzu stehen im
LightCycler-Benutzerhandbuch, Version 3.5, Seite 80.

Die Variable bezeichnet eine Adresse im Speicher des Rechners. Jede Variable hat
einen definierten Datentyp, der bestimmt, wie die an dieser Adresse abgelegten
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Begriff Erklarung

Daten vom Prozessor zu interpretieren sind.
virtuelle Uberschreibbarer Codeabschnitt einer polymorphen Klasse. Definiert man z. B. eine
Methode Klasse TShape zur grafischen Darstellung einer geometrischen Figur mit der

Methode Draw, welche die Figur auf einer Zeichenfléche ausgibt, kann in
TShape.Draw noch nicht definiert sein und wird virtuell deklariert. Bei abgeleiteten
Obijekte wie TCircle oder TSquare kann nun die Methode Draw Uberschrieben
werden, in diesem Beispiel mit Code zum Zeichnen eines Kreises oder eines
Quadrats. Eine andere Prozedur zum Zeichnen komplexer Bilder kénnte nun z. B.
Objekte vom Typ TShape verwalten. Zum Zeichnen dieser Objekte ruft diese
Prozedur die Methode Draw dieser Objekte auf als TShape.Draw ohne néhere
Informationen dariiber zu benétigen, ob es sich dabei um TCircle oder
TSquare oder ein anderes, von TShape abgeleitetes Objekt handelt (was
vielleicht zum Zeitpunkt der Programmierung noch gar nicht existiert). Da diese
Methode virtuell ist, kénnen alle von TShape abgeleiteten Objekte durch einen
Aufruf von TShape. Draw gezeichnet werden. Wenn das TShape-Obijekt, dessen
Methode Draw aufgerufen wird, mit dem Konstruktor von TCircle erstellt wurde,
wird in diesem Fall die Methode TCircle.Draw aufgerufen und ein Kreis gezeich-
net.

7.4 Klassenbeschreibungen

Tab. 7-2  Kurzbeschreibung der Klassen zur Verwaltung und Auswertung von RT-PCR-

Daten.

Klassenbezeichner

Beschreibung

TAnalysis

TAnalysisData

TAnalysisGroup

TChnData
TDhatalList

TDhatalList

Abstrakte Klasse zur Durchfihrung von Analysen. Verwaltet Listen
analysespezifischer Daten zu Proben und Probengruppen. Die
Eigenschaften Segment und ChannelIndex bestimmen das Segment
und den Kanal bzw. das Kanalverhélinis, dessen Messdaten analysiert
werden sollen. Neuberechnungen Uber die Methode Update |6sen das
Ereignis OnResultsChange aus, auf welches das Hauptprogramm
reagieren kann.

Verwaltet die zur Analyse benétigten x- und y-Daten einer Probe. Die
Methode CalcData berechnet in Abhdngigkeit der Werte von Segment
und ChannelIndex der Gbergeordneten Analyse die x- und y-Daten.

Verwaltet die probenbezogenen Analysedaten von Proben, die zu einer
gemeinsamen Gruppe gehéren.

Speichert eine Liste von Objekten des Typs TF1tList.
Speichert eine Liste von Objekten des Typs TSegData.

Die von TDataObjekt abgeleitete Klasse erméglicht die Definition der
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Klassenbezeichner

Beschreibung

TDataObject

TDataSegments

TF1ltList
TGroup
TGroups

TLCTreeview

TListOb

TMeltAnalysis

TMeltData

Listengréfie Uber die Eigenschaft Count und erlaubt mit den Methoden
Insert und Remove das Einfigen und Entfernen einzelner Elemente
aus der Datenliste.

Abstrakte Klasse zur Verwaltung von Datenlisten mit Elementen gleicher
GréfBe. Die Daten von Instanzen dieser Klasse lassen sich gegenseitig
zuweisen, hinzufigen, laden und speichern. Die Klasse erlaubt das
Ldschen der Datenwerte oder der Daten. Die Zuweisung des
Speicherplatzes geschieht dynamisch. Der Zugriff auf die Daten erfolgt
Uber die Eigenschaft Data, die einen Zeiger auf den Speicherbereich
der Daten zuriickgibt.

Speichert eine Liste von Obijekten des Typs TSegList, sortiert nach
AnalysisMode der Ubergeordneten Programme. Wird von TRun
verwaltet und erlaubt den direkten Zugriff auf diejenigen Segmente, die
zu analysierende Messdaten enthalten.

Speichert eine Liste von FlieBkommazahlen.
Identisch mit TSmpList.
Speichert eine Liste von Objekten des Typs TGroup.

Verwaltet eine Liste von Objekten des Typs TRun sowie eine Liste mit
Anzeigeparametern, zeigt die enthaltenen Proben in einer Baumstruktur
an und erlaubt die Selektion von Proben. Die gleichzeitig verwalteten
TRun-Objekte missen das gleiche Protokoll aufweisen. Jede
Anderungen innerhalb des Objekts 16st ein entsprechendes Ereignis aus,
worauf im Hauptprogramm reagiert werden kann.

Die von dieser Klasse abgeleiteten Klassen kénnen von TObjList-
Nachfolgern verwaltet werden. Uber die Eigenschaft ObjList ist ein
Zugriff auf die Liste méglich, die Funkfion Index gibt die Position
dieses Elements in der Ubergeordneten Liste zuriick. Mit den Funktionen
Next und Prev ldsst sich das jeweils néchste bzw. vorige Objekt in der
Liste zuriickgeben. Uber die Eigenschaft Text lasst sich dem Objekt
eine Zeichenkette zur |dentifizierung zuweisen.

Komponentenklasse zur Durchfihrung von Schmelzkurvenanalysen.
Uber die Eigenschaft QuenchCorrection wird bestimmt, ob eine
Korrektur des temperaturbedingten Quenchs durchgefihrt wird. Mit der
Eigenschaft Threshold lasst sich die Lage des Schwellenwerts zur
Peakdetektion definieren. Die Eigenschaft AutoAdjust legt fest, ob
der Schwellenwert automatisch anhand des mittleren Signalrauschens
bestimmt wird.

Verwaltet die zur Schmelzkurvenanalyse benétigten Daten einer Probe.
Fohrt die Korrektur des temperaturbedingten Quenchs durch und
berechnet die Peakdaten. Die Eigenschaft PeakData gibt die negative
erste Ableitung der Schmelzkurvendaten zuriick, Uber die Eigenschaft
Peaks ist der Zugriff auf die Parameter der bestimmten Schmelzpeaks
moglich.
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Klassenbezeichner

Beschreibung

TMeltGroup

TObjList

TPrgList
TProgram

TQuantAnalysis

TQuantData

TQuantGroup

TRun
TRunInfo

TSample

TSegData
TSegDatalist
TSeglList

TSegment

Identisch mit TAnalysisGroup.

Verwaltet eine Liste von Obijekten des Typs TListObj. Die Liste kann
die enthaltenen Obijekte automatisch I&schen, wenn die Liste geldscht
wird. Abgeleitete Klassen verwalten entsprechend Obijekte, die von
TListOb7j abgeleitet sind.

Speichert eine Liste von Objekten des Typs TProgram.
Speichert die Daten eines LightCycler-Programms.

Komponentenklasse zur Durchfihrung von Quantifizierungen. Berechnet
u. a. eine Kalibriergerade anhand der C;-Werte selektierter Standards
und ermittelt den Status der Quantifizierung. Die Eigenschaften
BgrMode, AmpFunc und CTMode bestimmen die Art der
Hintergrundkorrektur, die verwendete = Amplifikationsfunktion  zur
Bestimmung der C;-Werte und das Verfahren zur Berechnung der C;-
Werte. Uber die Eigenschaften Noiseband und NBPoints kénnen die
Lage des Schwellenwerts und die Anzahl verwendeter Punkte fir die C;-
Wert-Bestimmung nach der Fit-points-Methode bestimmt werden. Uber
die Eigenschaft Threshold kann der Schwellenwert fir die in dieser
Arbeit beschriebene Schnittpunktimethode mit der Amplifikationsfunktion
eingestellt werden. Uber die Eigenschaft AutoAdjust wird festgelegt,
ob der Schwellenwert so gesetzt wird, dass der Fehler der Stan-
dardgeraden minimiert wird.

Verwaltet die zur Quantifizierung benétigten Daten einer Probe. Fihrt
die Hintergrundkorrektur der Fluoreszenzdaten durch, bestimmt die
exponentielle Phase, berechnet Amplifikationsfunktion, Effizienz, C;-
Wert, Konzentration und das Signalrauschen. Uber die nur-lesen-
Eigenschaften Error und ResultStatus lassen sich Fehlerwerte und
Status der Quantifizierung abfragen.

Berechnet die statistischen Kennwerte zu den C;-Werten und Konzen-
trationen einer Probengruppe. Die Eigenschaft Samplesvalid zeigt
an, ob sich in der Gruppe eine oder mehrere Proben befinden, die nicht
ordnungsgemdf analysiert werden konnten.

Verwaltung der LightCycler-Daten.
Enthdlt allgemeine Informationen zum Experiment.

Verwaltet die Daten einer Probe. Uber die Eigenschaft RawbData vom
Typ TSegDataList ist der Zugriff auf alle Messdaten dieser Probe
méglich.

Speichert die Daten eines Segments eines LightCycler-Programms.
Verwaltet eine Liste von Objekten des Typs TSegData.
Speichert eine Liste von Objekten des Typs TSegment.

Speichert die Protokolldaten eines Segments eines LightCycler-
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Klassenbezeichner

Beschreibung

Programms.
TSmpList Speichert eine Liste von Objekten des Typs TSample.
Tab. 7-3  Felder der Klassen zur Verwaltung von LightCycler-Daten.
Feldbezeichner Werte Bedeutung
TRun
Filename Zeichenkette Dateiname der geladenen LightCycler-Datei
CCSet! Matrix von Parametersatz zur Farbkompensation
FlieBkommawerten
TRunInfo
User Zeichenkette Benutzer des LightCyclers (z. B. ,User1”)
Date Datumswert Datum des Experiments
Time Zeitwert Uhrzeit des Experiments
Units' Zeichenkette Einheiten zur Konzentrations-/Mengenbestimmung
bei der Quantifizierung (z. B. ,Kopien®)
CalLED FlieBkommawert Kalibrierwert der LED
CalGains Liste von Vorverstarkungsfaktoren der Photohybriden
FlieBkommawerten
AutoGain Wahrheitswert automatische Einstellung der Verstérkungsfaktoren
ein/aus
ContMove Wahrheitswert Kontinuierliche Rotation des Probenkarussells
ein/aus
Machine Ganzzahl Kennziffer des LightCyclers
Notes' Zeichenkette Notizen zum Experiment
Version Zeichenkette Versionskennung der LighCycler Run Software
CCSets' Liste mit Matrizen von Liste der Parameter der importierten Farbkalibrie-
FlieBkommawerten rungsdaten
TRunProgram
Name Zeichenkette Bezeichnung des Programms (z.B. ,Ampli“)
CycleCount Ganzzahl Anzahl der Zyklen des Programms
AnMode TAnMode? Analyse-Modus des Programms
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Feldbezeichner Werte Bedeutung

Channel Ganzzahl Kennziffer fur den Kanal bzw. das Kanalverhdlinis,
der bzw. das ausgewertet werden soll

TSegment

Templ FlieBkommazahl Zieltemperatur in °C

Temp2 FlieBkommazahl Zweite Zieltemperatur in °C

StepSize FlieBkommazahl Temperaturinkrement zum Erreichen der zweiten Ziel-
temperatur in K

StepDelay FlieBkommazahl Anzahl Zyklen Verzégerung bis zum ersten Tempera-
turinkrement

Duration FlieBkommazahl Daver in s, Uber welche die Zieltemperatur gehalten
wird

Ramp FlieBkommazahl Temperaturgradient zum Einstellen der Zieltempe-
ratur

AcMode TAcMode? Acquisitionsmodus

DataIndex Ganzzahl Index der Segmentdaten in der Liste RawData der
Probe

DataCount Ganzzahl Anzahl der aufgezeichneten Messwerte

TSample

Name Zeichenkette Bezeichnung der Probe (z.B. ,Sample1*)

Comment' Zeichenkette Kommentar zur Probe

ID Ganzzahl Position im Probenkarussell

SampleType TSampleType* Probentyp

ReplicaOf Ganzzahl ID der Probe, zu deren Gruppe sie gehort

StdConc FlieBkommazahl Konzentration des Standards

UserData'?

Zeiger

Benutzerdefinierte Daten

Optionale Angabe.

Selbstdefinierter Datentyp: [ANNoNE, ANREGULAR, ANQUANTIFICATION, ANMELTING]

Selbstdefinierter Datentyp: [acNonE, ACSTNGLE, ACSTEP, ACCONTINOUS]

Selbstdefinierter Datentyp: [sTSTanDaRD, STUNKNOWN, STPOSITIVE, STNEGATIVE, STCONTROL)

Die Daten sind nicht Bestandteil der LightCycler-Daten. Sie werden im Programm z. B. dazu verwendet, zu

vermerken, ob die Probe zur Auswertung verwendet wird.
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Tab. 7-4  Felder der Klassen zur Analyse und Auswertung von LightCycler-Daten.

Feldbezeichner Werte Bedeutung

TAnalysis

DataSourceX TSegDataType' Typ der Segmentdaten, die als x-
Werte verwendet werden

DataSourceY TSegDataType' Typ der Segmentdaten, die als y-
Werte verwendet werden

ChannellIndex 16bit-Ganzzahl Kennziffer der auszuwertenden
Kandgle?

TAnalysisData

Status TAnalysisDataStatus® Status der Auswertung

TQuantData

AmpData Liste von FlieBkommawerten Amplifikationsdaten

IndExp Paar von Ganzzahlenwerten Indexwert fir Zyklus mit maximaler
Krimmung der Amplifikationskurve

ExpRange Paar von FlieBkommawerten Bereich exponentiellen Anstiegs der
Amplifikationskurve

Efficiency FlieBkommazahl Effizienz anhand der Steigung der
exponentiellen Phase der Amplifi-
kationskurve

AmpFunc TFunc? Funktion zur Beschreibung der
Amplifikationskurve im Bereich ihres
exponentiellen Anstiegs

CT FlieBkommazahl Cr-Wert

Conc FlieBkommazahl Berechnete Konzentration

cv FlieBkommazahl Variationskoeffizient der
Konzentration

Noise FlieBkommazahl Rauschgrenze

Error TQuantDataError’ Fehlerindikator

ResultStatus TQuantDataResultStatus®  Statusindikator des Ergebnisses

TMeltData

PeakData TFltList Datenreihe der Peakdaten (2. Ab-
leitung der Schmelzkurvendaten)

Peaks TPeaks’ Funktion zur Beschreibung der Peaks

(Summe von GauBfunktionen)

Selbstdefinierter Datentyp: [sdtCycles, sdtTime, sdtTemp, sdtChannels]

Das héherwertige Byte gibt die Nummer des Numerator-Kanals an, das niederwertige die des Denominator-

Kanals zur Bildung von Verhélinissen aus den Fluoreszenzdaten zweier Kanéle (Null = kein Kanal).

Selbstdefinierter Datentyp: [adsOK, adsInvalidData]

Selbstdefinierte Klasse zur Verwaltung von Funktionen
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5 Selbstdefinierter Datentyp: [qdeNoError, gdeNoCT, gdeNoExp]

6 Selbstdefinierter Datentyp: [qrsPositive, grsNegative, qrsLowConc, gqrsHighConc, gqrsInva-
lidThreshold, grsInvalidNoiseband, grsLowEfficiency, grsHighEfficiency, qrsInvalid]

7 Selbstdefinierte Klasse zur Verwaltung der Summe von GauBfunktionen: Siehe 0.

|| TObject | || TObject |

—>| | TRun | —P| | TDataObject |
—’I | TRunInfo | |—’i | TDataList |
—" | TList | |—’(| TFltList |
—}I | TObjList | —’I | TPersistent |
—’I | TPrgList | |—’i | TControl |
—P' | TSegList | |—}H TWinControl |
|—’i | TDataSegments | |—’i | TCustomTreeview |
—DI | TSegDatalist | |—>‘ | TLCTreeview |
—P' | TSmpList | —P' | TAnalysis |
| TGroup | —’I | TQuantAnalysis |
—P| | TGroups | —P| | TMeltAnalysis |
—}I | TChnData | —’I | TAnalysisData |
—>| | TListObj | —P' | TQuantData |
—}I | TProgram | —}I | TMeltData |
—P' | TSegment | —’I | TAnalysisGroup |
—P| | TSegData | —P| | TQuantGroup |
—’I | TMeltGroup |

Abb. 7-1 Stammbaum der Klassen zur Verwaltung und Auswertung von LightCycler-
Daten. Die blau beschrifteten Klassen sind in Delphi vordefinierte Klassen. Die auf der
linken Seite aufgefihrten Klassen werden zur Verwaltung der LightCycler-Daten verwen-
det. Auf der rechten Seite ist die Ableitungsfolge fir TF1tList, TLCTreeview und
die zur Analyse der Daten benétigten Klassen gezeigt. Die Klasse TF1tList verwaltet
eine Liste von Flielkommawerten variabler Gréfle. Sie wird Uberall verwendet, wo Da-
tenreihen zur Analyse oder zur Darstellung zu verwalten sind. Die Klasse TLCTree-
View verwaltet die gedffneten LightCycler-Dateien sowie die Selektion der Proben. Die
von TAnalysis, TAnalysisData und TAnalysisGroup abgeleiteten Klassen
verwalten die analysebezogenen Daten zur Quantifizierung bzw. Schmelzkurvenanalyse
und fGhren die nétigen Berechnungen durch.

Klassenbeschreibungen Kapitel 7.4



190 DIE LETZTE SEITE

Abschlieflend sei noch auf einen wichtigen Zusammenhang hingewiesen, der als Dilberts
»Salary Theorem” bekannt ist:

Dilbert's "Salary Theorem" states that "engineers and scientists can
never earn as much as business executives and sales people." This
theorem can now be supported by a mathematical equation based on
the following two postulates:

Postulate 1: Knowledge is Power.

Postulate 2: Time is Money.

As every engineer knows:
Power = Work / Time.
Since
Knowledge = Power
and
Time = Money,
it is obvious, that
Knowledge = Work/Money.
Solving for Money, we get:

Money = Work / Knowledge.

Thus, as Knowledge approaches zero, Money approaches infinity,
regardless of the amount of work done.

Conclusion: The less you know, the more you make.

[Author unknown]




