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Reaktionsbedingungen Gibernommen und die beiden Reakuonsvohnmna von reverser
Transkription und PCR vereinigt. Die zu ampllﬂzietende RNA wum’e zugegaben und die
Inkubationstemperatur fur die reverse Transknphon direkt dem PCR Temperatuproﬁl
‘vorangestelit Nach reverser Transkription i um Thermocycler. wufde unmitielbar zur
‘Denaturierungstemperatur der PCR erhItzt Eine Optimlerung der Konzenlraﬂon von
Primer #cdis/ffcdia ergab ein Sensmvnlatsopﬂmum bei équlmo!arer PMMonzentmﬂon

von 400 nM.

4.2.3.6 Optimierung der 1-Step RT-PCR for HIV-1

Zur Erlangung einer grOBimOghchen Sensitivitat und Speznﬁtai fDr dieﬂommtesmhgw ‘
eine nochmallge Opﬂmierung der Reaktlonsbedlngungen erfordéﬂich. Eserwies sich als 3
zweckmaBig, in jeder Reaktion ca. 400 Kopien an; intemer Kon'{tbm?NA mﬂzuﬁ)mbn. un :
die Amplifikation von inlerner Kontrolle und \M!dtyp aufeimnqérabummt optlmieranm« &
kénnen. Um wahrend der OpUmlerungsexperlmente den Einfl 'desNukleim:ureexﬂi
auf die Reaktlon mitzuerfassen, wurde alien Ansalzen das s‘\‘: :
pro Reaktion eingesetzte Volumen an Nukle!nsﬁu:eextrakvzugegeﬁén
Eine gleichzeitige Titration folgender Parameter in den angegeb‘énen Grenzen mww ‘Jf
jeweils ein verbessertes Endsignal oder einen frizheren Gt ST
-MgCI2 [1..8mM) gegen dNTP [100.. 600 pM jeweils]; oplimal 3 mM und 200 pM jewé&
~Sonde cds029 gegen Sonde cdsti jmﬂs [10 ,800.nM];. Hbchstes iﬁ\ntht fﬁrm\l
Wildtyp bei gleichzeitig ausreichender Detektion der internen Kmirol&equenz mltom
= 300 nM und cdsti = 100 nM. : Y45/ =
Anhand der parallelen Amplifikation von'Verdunnungsrelhen‘Jcodnfé'eh relativer
Sensitivitdtsgewinn mit diesen Konzentrationeh bestatigt werden.

Zur weiteren Verbesserung der Sensitivitat wurden folgende‘Ad'dmvé in éﬁgsgeberfa'r
Konzentration der PCR zugesslzt:
Rindergelatine, [1...0,001% (wiv)]
Twean™ 20 [5..0,008% (viv)]
Nonidet™ P 40 [1...0,001% (v/iv))
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Polyethylenglykol 6000 [5..0,008% (v/v)]
Dimethylsulfoxid [5 0, 008% (viv)]

Betain [100 mM., 100 nM]
TelramemylammonlUmchlorid‘[fl UO‘mM..JOdﬁW

Insbesondere die In Abbndung 412, gezeigte Verwendung von 0,2% Rmdergelatlne und
0,2% Polyemhylenglykomooo erbrachte einen: SIgnalgewinn

BED

Abblldung ‘ 12. Vomniiurq Von 0,2% lehmehtlm (llnks) oder 0,2% Polyuhylonglykol 6000
{rechts) in derﬂN-' ‘I-Sup RY-PCR Die Pfeth zotgan dlu ]awells doppolt angeaetzton Reaktionen mit
Zusatz, unmarkiert MMU Vemhlcmumohne Additiv.

Beide Addtive steigerten die direkt gemessene Fluoreszenz des Reporterfarbstoffs FAM.
Das Polyelhyiedglyko) Wachte auRerdem durch einen ganngfﬂgtgen linearen Abbau der
ROX-Emission Bber die Zeit eine She:gerung des errechneten Fiuoreszenzwerts Rn.
(Abbildung 4.13. )D!esﬁthne zu einer zusatzlichen Verstarkung des Endsvgnals bei jedoch
erhohtem Hmmgnmdramdmn




schrittweise weitere Enzympomonen_;u-akﬁviemn und damit
bei gréferer Substratkonzentration freizusetzen. '

10 Zyklen, um eine unspezifische Hybridisierung von Primerm wegen deren

Konzeniration zu Beginn der PCR.‘zu verhindern.

40 Zyklen der Reaktion, um eine unspeziﬁsche Hybndiuenmgdér_
dem nun anwachsenden PCR-Produkt zu verhindern.
Die Verwendung des in Tabelle 3.6 angegebenen Temperalurptom
deutliche Verbesserung der Spezifitat der Reaktion (Abbildung 4.1 .

3o
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4.3 Interne Kontrollen
Das Vorgehen zur Herstellung von Konstruktsequenzen als kompelftive
Inhibitionskontrollen richtete sich nach Higuchi (45) bzw. Rﬁster' 84)

HIV-1 anschlieRend noch'in RNA transkribiert werden, 'um ucmiis\

zu kontrollieren.

=
==

Sendetir Mittyp

Lsoimmsum?, tw-m-' j ¥

Schratfur), Primerbindungssteflen und Restsequenz sind glelch, Dlo sondo mﬁin‘
Farbstoffe zur getrennten Detektion, '

69

th Sc‘hlmen Oben: Ampﬂllkwon einer Wﬂdtypnukhlmaum In zwel Tollen
(Teamplifikat A und meo) Obers -Obemlngo der Inneren Primer wird den Teilamplifikaten die
SoMonbhduanlb fuvdle tnhMonskonmlmqmnz angehdingt. Unten; Extenslon der
Teltamplifikate nach Rehybﬂdlsmung der gogﬂmmg komplementsren Gberhangsequenzen.

4.3.1 Ermittlung von alternativen: Sondanbindungsstenon fiir die
Mhiblﬁonskohtmllsaquenz und Auswahl von hierfiir geeigneten
Detekhomon

Diein4.1.1 etmmane modﬂiz:ene Konsemussequenz wurde in etn leeres Dokument des
Programms ther Express kopiert. Die zur Ampliﬁkauon des Wildtyps experimentell als
geeignet emittelta’ Ollgomkleotldkombinauon wurde in der Sequenz aufgesucht und
markiert. Beide Primer wurden mit Hilfe des Untermenus annotatlon tools" festgeleqt, die
Sondenbha\mgsstelfe ‘aufgesucht und ausgeschnitten. An der Stelle der ausgeschnittenen
Svndenbmdungslene des Wildtyps wurde die alternative Sondenbindungsstelie der noch
2u thmnden Inhibitionskontrollsequenz eingefigt.

431‘1'“ : sstslle fir
Genommguon 371-394 gezahit von der EcoR1 -Schnittstelie des HBV-Genoms wurde
2\figlig neukombmiert Dabei wurde die anteilige Basenzusammensetzung in dieser

A




a0
Region beibehaiten.

4312 Festlequng einer altemnativen Sondenbi ndungsstelle fir HIV-1

Genomposition 605-637, numeriert in Ubereinstimmung mit der HIV-1 B

Konsensussequenz, wurde invertiert.

4.3.2 Ermittlung von geeigneten Detok(ionssonden filr dlo alumaﬂva- :
Sondenbindungsstelle mit dem Programm "Primer. Expm R Y

Mit dem Befehl “find primers and probes now™ wurde an der die aitemaﬁve«
Sondenbindungsstelle beinhaltenden Sequenz ein erneuter Sud\lauf durdmmhmﬂe]

Mierfolg wurde die alternative Sondenbindungsstelle solahge! untar elbeh
anteiligen Basenzusammensetzung des Wildtyps modifizlert; bis ein !
ermitteln war, Kriterien fir eine geeignete Sbnde waren die Selben wie fir die
Wildtypsonde. e
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4.3.3 Enzymatische Synthese der internen Kontrolisequenzen
Das Vorgehen zur Synthese der internen Kontrollsequenzen war weitgehend identisch file
HBV und HIV-1. :

fi !aus Vefscmedenen HBV-posrtiven Plasmen

nach Protokoll 3.2, mlu’ﬂmun}lav _ :und HBVBas ergab die Agarosegelelektmphorese
das in Abbildung 5.17. gezelgleBlld :

Abb. 5.17. uwmrmnwm.mhmw mit den Primern HBVAs und HBVBas
amplifiziert. Spur 1: m bp mekmmanm Spur 2-5: PCR-Produkte von verschledenen
Plasmen, Spur 6: N-wtivunm

Das relative Molekulargewicht der Qenenenen PCR-Produkte entsprach der erwareten
Amplifikatiange von 433 Basenpaamn (bp)

4332 w&tﬂmﬂ

Die TeHampiiiaion the B ity f‘ﬂd nach der Genomsequenz 141.und 315 bp lang.
Hinzu kommen pro Ampifikat Yﬂrdie Ub:‘!ﬂarppungsreglon 23 bp. Das Amplifikatin Spur 4
wurde fur die Gemerierung der beiden TE"mlmka!e als Template verwendet. Dabej
wurde das Thermocycerrofil aus 3.2 beibehalien, jedoch die Annealinglemperatir um
5°C auf 50°C abgesenkt. Nach Ampifikation mit den Primern HRVAS/HBVASS baw
HBVBs/HBVBas und Gelanalyse ergaben sich die in Abbildung 5.18. gezeigten
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Verhalinisse.

Abbildung 5.18, Gelelektrophorese der Tellamplmk-ate A'und B, Spur1: 123
Molekulargewichtsmarker (s:Beschriftung), Spur 2,4,6,8,10,12: Amplifikat A

Wildtypsmpiifikates auf 10°, 10!, 102, 10°3, 10 und 105, Spur 3,5 739,11 1
Wasserkontrofle fiir Amplifikat A, Amplifikat B,

Die generierten Amplifikate entsprachen der erwartenten Lange von 164 bz

4.3.3.3 Hybridisierung und ion der Teilamplifik.
Die PCR-Produkte in Spur 10 und 11, Abbildung 5.18 wurden nach dem
Verfahren aus dem Gel aufgereinigt, die Eluate vereinigt; hieraus eine
hergestelit und diese amplifiziert. Zur Vermeidung von unspezifischen -
Hybridisierungsprodukten hat sich dabei eine Hybridisierungslemperattﬁ'

verlangener Annealingschritt von 80 s als geeignet erwiesen. Die Konzen

Abblléimb 6.19 Extonslonipmdukt aus den Tolhmpnﬁkatoh A und B for HBV 1 100 by DNA
Molokulavgewlchhmanm, Spur 2-6; lednnungmufan 10° bls 10“ der Eluatvmnhnunécrolhe (a.'
Text). Ent!pnchend der Erwartung ist dh uhauono Sequm wiader 80 lang wle ﬁr wndtyp val.
Abb.5.17). :

Die Synthese der Konstruktsequenz fur HIV—1 wurde unler dan selben Badingungen wie
far HBV. durchgefhrt. Abbndung 5.20. zeugr die Teil:

2:6: HiV.y wwatypkwm mmmmm w‘m w‘ mlﬁﬂm mlthmeNAs und
HIVARs. Spuren 9-14: HIV-1 wmyp RY-PCR Pwduld venmnm auf 10’ bis: 10, amplmzm mit Primer
Hiveg nnd HIVBas.

Abbildung 5.21 zeigt das Produkt aus tor Extension der Teniampliﬂkate A und B. Um die
Spater hieraus synihelisierie RNA iiber eine: oltgo-d‘l' Zeﬂu!ose Saule aufreinigenzu
Konnen, wurde dem ‘Extensionsfragment dutch Reamnllﬁkahon mit dem Antisense Primer
HIVBasdT noch ein 25 bp-langef PolyA-Schwanz angehangt. Das Reamplifikat ist zum
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7 Summary

oonoemirig the design of oligonuclectides and the expefimental
conditions have been workedvomin.ord'ei:lo’jbnplemht v

analyical sensitivity limit: 1000 genome equivalents/mi), or
analytical sensitivity limit: 1195 RNA coplaslml) Thae
theoretical calculations projecting the ra!iuctlon.of thew
have been approved by the PauFEhrlich:-lnstitutelfor‘

implemented as routine procedures in iﬁeHesslam gﬁd"
Transfusion Services in ankfm-énd%é‘ehﬂniﬂé%h
additionally tested at both sites for German: and:iﬁtgmhﬁbﬁﬁ;

the system is now the most commonly used for screening of blo de

HIV-1 by NAT in central Europe (1.2 millioh donations scre
HBV positive and two HIV-1 positive donations have been ide
missed if tested by serology only.
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Anhang 3. e A
’”‘aqtcgvtggfgfgactt ctctc aattt tctag ggaga: acacc
NEICgtgtfgtéﬁtgggcca aaatt cgcag tcccc aacct Gcaat
Fcacte aceﬁa.cctct tgtcc tccaa cttgt. cctgg ttha
) ctggr 'éaé,tg..-taqtc cgtcg' tttat catct tcctc: ttc.at ..

ectger

”3Icafcé'éccét:cagca cggga ccatq caaga cctgc acgac
5”]t¢ctq'étéaalggaac ctcta tgttt ccctc ctgtt gctg;

lacsaa acctt cggac ggaaa ctgca ﬁctgt attee catcc

) catea fCCtéJggctt tcgsa aaatt cctat gggag tgggc

23| eteay tccgt'ttctc ctggc toagt ttact agt
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Anhang 4
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