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Zielsetzung

1 Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Entwicklung einer analytischen
Nachweismethode zum Nachweis des pathogenen Hepatitis E Virus (HEV) in

humanen Plasmapool Proben.

Blutplasma gewinnt man durch Vollblut- oder reinen Plasmaspenden. Innerhalb
einer Stunde nach Ende des Spendevorgangs wird das gewonnene Plasma in
einem SammelgefalR tiefgefroren und anschlieBend bei der Verarbeitung zu
groRBeren Pools (Mengen) mit mehreren 100 Litern zusammengefasst. Hiervon
kommt ein Teil als Reinplasma erkrankten Menschen zugute. Der Uberwiegende
Teil des Plasmas dient jedoch der Gewinnung von Arzneimittelspezialitéaten wie z.B.:

Humanalbumine, Gerinnungsfaktoren und Immunglobuline.

Die humane Nutzung von Blutplasma, in all seinen Darreichungsformen, birgt ein
potentielles Risiko von Krankheitstibertragungen durch Infektionen mit Erregern. Um
ein Risiko einer Infektion weitmoglichst zu reduzieren, ist eine besondere Sorgfalt
bei der Auswahl der Spender erforderlich. Im Besonderen ist dessen aktueller
Gesundheitszustand ein  wesentliches  Auswahlkriterium. Ein  zusatzlicher
Sicherheitsschritt ist eine zeitliche Quarantéanisierung der Spende. In diesem

Zeitraum wird die Gesundheit des Spenders mdglichst detailliert verfolgt.

Neben diesen allgemeinen Vorsichtsmalinahmen unterliegen Plasmapools einer
Reihe von standardisierten Untersuchungen, die das Ziel haben, pathogene
Krankheitserreger vor der Weiterverwertung des Plasmas zu erkennen. In den
haufigsten Fallen handelt es sich hierbei um den Nachweis von Kontaminationen mit
Viren wie z.B. dem Humane Immundefizienz-Virus (HIV) und der Hepatitis Viren
(HAV, HBV, HCV). Gelangen diese Pathogene in den Organismus eines Menschen,
kann es zu einem hohen Gesundheitsrisiko fir den Betroffenen kommen.

Diese standardisierten Untersuchungen werden sowohl vom Hersteller wie auch in
behordlichen Kontrolllabors durchgefuihrt. In Osterreich  liegt die behérdliche
Zustandigkeit fur gesetzliche Kontrollen bei der Agentur fir Gesundheit und
Erndhrungssicherheit (AGES). In Deutschland erfolgen die Kontrollen durch das
Paul-Ehrlich-Institut (PEI) und in den USA durch die Food and Drug Administration
(FDA).
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Zielsetzung

Trotz all den genannten Vorkehrungen kann die Vermeidung von Infektionsrisiken
nur auf jene bestimmten Pathogene, auf die sich die standardisierten
Untersuchungsverfahren beschranken, begrenzt werden. Diese Sicherheit kann bei
Kontaminationen mit unbekannten Erregern nicht gewahrleistet werden! Durch
stetige Fortschritte in der Wissenschaft kdnnen neue Erkenntnisse Uber bisher
unbekannte Krankheitserreger gewonnen werden. Das fiihrte in wissenschaftlichen
Kreisen dazu, den HEV als eine moglicherweise noch unerkannte Gefahrenquelle
zu diskutieren. Aus diesen Erkenntnissen und dem allgemeinen Bestreben stetiger
Verbesserungen, Risikoquellen auch rechtzeitig zu erkennen, entstand die

Motivation zu der vorliegenden Arbeit.

Die nun vorliegende analytische Methode zum Nachweis des HEV in Plasmapools,
wurde im Rahmen einer Diplomarbeit bei der Agentur fir Gesundheit- u.
Ernahrungssicherheit GmbH (AGES, Medizinmarktaufsicht) erarbeitet.

Der Verlauf der Arbeit teilt sich in zwei Abschnitte auf. Zuerst wird durch ein
Referenzmaterial (,1st World Health Organization International Standard for
Hepatitis E Virus RNA Nucleic Acid Amplification Techniques (NAT)-Based Assays*)
die analytische Methode vorgestellt, insoweit diese entwickelt und standardisiert
wurde, sodass damit Untersuchungen an Plasmapool-Proben durchgefihrt werden
kénnen. Im Anschluss, dem zweiten Teil der Arbeit, erfolgen Untersuchungen an
einer begrenzten Anzahl von Plasmapool-Proben. Die Ergebnisse daraus geben
einen Einblick Uber HEV Kontamination in Plasmapools, mit dem eine kritische
Beurteilung eines moglichen Gefahrenpotentials mdglich sein sollte.

Bei der Aufgabenstellung handelt es sich um ein komplexes Geschehen, das eine
optimale Ausarbeitung und Anpassung mehrerer Teilprozesse erfordert. Die
Hauptarbeitsschritte umfassen die Isolierung von Virus Ribonukleinsdure (RNA), der
Reversen Transkription (RT) dieser RNA in komplementdre DNA (cDNA), der
Nukleinsdure Amplifikation durch die Polymerase Ketten Reaktion (PCR) und der

Auswertung der Untersuchungsergebnisse.
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Zielsetzung
Schema der Teilprozesse zum HEV Nachweis

RNA Reverse Nukleinséure Detektion
Isolierung Transkription Amplifikation

Abbildung 1: Der gesamte analytische Prozess fur den Nachweis des Hepatitis E Virus (HEV) in
Plasmapool-Proben, schematisch dargestellt durch die einzelnen Teilprozesse.

Ein wesentliches Kriterium fir den Erfolg einer Untersuchung ist, dass jeder Stufe
im Untersuchungsprozess eine ausreichende Menge des Analyten zu Verfigung
steht. Obwohl mit jeder Analyse bzw. bei jedem Schritt ein Aliquot des Analyten
verloren geht, lasst sich diese Anforderung durch eine optimale Gestaltung, vor
allem der Teilprozesse zu Beginn der Analyse meistens erfillen.

Unterschiedliche Systeme fir die Isolierung von Nukleinsdure aus den Proben sind
kommerziell erhaltlich. Aber nicht jedes dieser Systeme garantiert die gleiche
Effizienz in Bezug auf die Aufgabenstellung. Die Evaluierung von zwei
verschiedenen Verfahren soll optimale Bedingungen fur den Untersuchungsverlauf
schaffen.

Der ,Goldstandard“ zum Nachweis von Viruskontaminationen in Blut, Stuhl und
Plasma ist die sogenannte Nukleinsdure Amplifikations Technik (NAT). Dabei
kommt es durch die Polymerase Ketten Reaktion (PCR) zur Amplifikation eines
bestimmten Abschnitts der Nukleinsduresequenz innerhalb des Virusgenoms. Ist
also eine Viren RNA im Plasma detektierbar, so zeigt sich bereits nach wenigen
Zyklen ein exponentieller Anstieg der Zielsequenz im Reaktionsansatz. Mit dieser
sehr sensitiven Methode konnen bereits geringe Konzentrationen von Viren in
Proben nachgewiesen werden.

Fur die Amplifikation eines Teilbereichs der viralen, genomischen RNA durch die
PCR, muss dieser zuvor durch die Reverse Transkriptase (RT) in cDNA
umgeschrieben werden. RNA ist im Vergleich zu DNA sehr instabil und standig der
Gefahr einer Zerstérung durch RNAsen ausgesetzt. Daher ist es wichtig, die RNA
madglichst wenigen Operationsschritten auszusetzen, um diese Gefahr so weit als
madglich zu reduzieren. Die RT kann extern und somit in einem separaten
Reaktionsraum ablaufen oder aber auch intern im gleichem Tube (Reaktionsraum),
in dem auch die PCR ablauft.
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Zielsetzung

Die Wahl der internen Transkription, durch eine Onestep Reverse Transkription-
Polymerase-Kettenreaktion (Onestep RT-PCR) scheint am geeignetsten fur die
Methodenentwicklung.

Um den Ausgang der Untersuchungen beurteilen zu kénnen, sind fir die Detektion
der PCR Produkte mehrere Méglichkeiten bekannt. So kann sie direkt wahrend der
PCR z.B. durch Tag Man Sonden oder mit einem interkalierenden Farbstoff, wie
SYBR Green erfolgen. Oft ist es hilfreich, besonders zu Beginn einer
Methodenentwicklung, wenn mehrere Informationen bei der Auswertung der
Ergebnisse zur Verfligung stehen. Besonders gut eignet sich hierfir die Agarose-
Gelelektrophorese. Mit dieser Technik kdnnen die synthetisierten DNA-Fragmente
ihrer GrolRe nach getrennt werden. Das hierdurch am Agarosegel entstehende
Bandenmuster lasst die Analyse gut interpretieren. Bei auftretenden Problemen bei
der Fragestellung lassen sich somit wichtige Hindergrundinformationen sammeiln

und ermoglichen eine effizientere Fehleranalyse.
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Einleitung

2 Einleitung

Abbildung 2: Dreidimensionale Struktur des Hepatitis E Virus (Bild entnommen von Xing L., 2010 [5])

2.1 Morphologie des Hepatitis E Virus (HEV)

Urspriinglich wurde der Hepatitis E Virus (HEV) wegen seinen Ahnlichkeiten in
Morphologie und Organisation des Genoms in die Familie der Caliciviridae
eingeordnet [5]. Auch bei den nicht Struktur Proteinen zeigen sich Gemeinsamkeiten
bei den funktionalen Motiven zum Rubella Virus, den Alphaviren der Familie der
Togaviridae und zu den pflanzentypischen Furoviren [40]. Trotz der Ahnlichkeiten

erfolgte letztlich die Klassifizierung des HEV in die Familie der Hepeviridae [41].

Der hillenlose sphérische Virus ist in seiner Form von icosahedraler Symmetrie [1].
Er erhélt seine Form durch Capsidproteine die sich zu einem hoch strukturierten
Multimer (ca. 60 Kopien), mit einem Durchmesser von ungefahr 32 bis 34 nm,
organisieren. Die Dichte der nativen Viruspartikel liegt im Casium-Chlorid
Gradienten (CsCl) zwischen 1.39 und 1.40 g/cm?® und der Sedimentationskoeffizient
bei 183 S (183 Svedberg) [2].
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Einleitung

Das Capsid umhillt das etwa 7.2 kb grof3e single positiv Strang RNA Genom des
Virus. Es ist am 5 Ende mit einer Kappe versehen und am 3’ Ende polyadenyliert.
Durch 3 open reading frames (ORF’s) am Genom stehen die Gene zur Synthese
der Viruspartikel bereit [3,4,5]. Die nhahen Sequenzabschnitte am 5’- und 3’- Ende
am Genom, besitzen keine codierenden Regionen und sind wahrscheinlich
wesentlich bei der viralen Regulation, Translation und Replikation beiteiligt [5].

Etwa zwei Drittel des Genoms bilden den Sequenzbereich fir den ORF1. Durch
Sequenzanalysen bzw. Sequenzvorhersagen konnten verschiedene konservierte
Doméanen im Genom entdeckt werden. Diese Motive sind bereits durch andere
bekannte positiv Strang RNA Viren, in Methyltransferasen, papain-ahnlichen Cystein
Proteasen, in einer Helikase und bei einer RNA abhangigen RNA Polymerase
(RdRp), bekannt [6]. Die Prozesse an denen die ORF1 Polyproteine beteiligt sind,
wie Replikation und Translation, sind wegen fehlenden in vitro Zellkultursystemen
nur hypothetisch zu verstehen. Doch bei einer Expression der ORF1
Nukleinsduresequenz in einem Baculovirus Expressionssystem kommt es zur
Synthese von verschiedenen Proteinen, dessen Sequenzen mit anderen Sequenzen
aus Datenbanken Ubereinstimmen [7]. Kam es dagegen zur Expression der ORF1
Sequenz in anderen tierischen Zellen und Bakterien konnten keine vergleichbaren
Synthese Prozesse beobachtet werden [8].

Die Expression der RNA abhangigen RNA Polymerase (RdRp), gekoppelt mit dem
enhanced green fluorescent protein (eGFP), in einer Hepatoma Zelllinie HepGZ2,
zeigte eine Lokalisation der Expression im Endoplasmatischen Retikulum (ER), was
bedeuten konnte, dass die Replication der Viruspartikel mit dem ER assoziiert ist [9].
Weiters war es mdoglich eine ER Transmembran Domane an der RdRp zu
lokalisieren, was auf eine Interaktion mit dem 3°- Ende der HEV RNA hinweist [9,10].
In Nahe des 3’ - Ende am Genom liegt der Bereich fir den ORF2. Hier befinden sich
die genetischen Informationen fir die Capsidproteine, fur ein ER Signalpeptid und
die Sequenzen fiur drei putative N-Glycosylationsstellen [11]. Kommt es zur
Expression der ORF2 Sequenz in einer humanen Hepatoma Zelllinie Huh7, kdnnen
88 kDa grof3e glykosylierte Proteine, nach ihrer Translocation aus dem ER, im
Cytoplasma [12] und an der Zelloberflache [13] lokalisiert werden. Die Capsid
Proteine interagieren mit dem 5°-Ende der Virus RNA und spielen wahrscheinlich

eine wesentliche Rolle bei der Virusumhullung [14].
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Einleitung

Der dritte open reading frame, ORF3, uberlappt teilweise mit dem ORF2 [15].
Dieser Teil im Genom stellt die Gene fir kleine Phosphorproteine mit einer GréRRe
von 123 Aminosauren bereit. Sie sind mit dem Zytoskelett assoziiert und kénnten

bedeutsam bei Replikation und Morphogenese des Virus sein [17].

2.2 Transmission und Pathologie des HEV

Der HEV wurde erstmalig im Jahr 1980 als Hauptverursacher epidemisch und
endemisch enteraler Erkrankungen in Indien identifiziert [42, 43, 44].
Hauptverantwortlich fir Erkrankungen an infektidser Hepatitis sind in den meisten
Entwicklungslandern die Stamme des Genotyps 1 [35]. Eine epidemische
Ausbreitung des HEV durch verunreinigtes Wasser ist typisch fir Gebiete mit
schlechten sanitdren Bedingungen. Das macht den HEV zu einem wesentlichen
Gesundheitsproblem in Entwicklungslandern. Doch auch Studien Uber HEV
Infektionen in Industrielandern zeigen HEV Infektionen bei Personen, die
nachweislich keine Reisetétigkeit in Gebiete mit endemischen HEV Infektionen
unternahmen [52, 53, 54]. Als Ursache fiur autochthone Infektionen mit dem HEV in
industrialisierten Landern werden zoonotische Quellen angenommen und meistens
durch den Genotyp 3 und 4 verursacht [55]. Eine Kontrollstudie in Deutschland
zeigte unter anderem Zusammenhange zwischen HEV Infektionen und der
Konsumierung von Innereien und Fleisch von Wild- und Hausschwein [56]. So kann
als Hauptursache von HEV Infektionen bei Menschen in den meisten Fallen die
fecal-orale Route angenommen werden, die in der Konsumierung von

kontaminiertem Wasser oder kontaminierter Nahrung ihren Ursprung nimmt [18].

Aus Klinischer Betrachtung sind sich der HEV und der Hepatitis A Virus (HAV) in
self-limiting und in den Erkrankungssymptomen sehr &hnlich. Unterschiedliche
Verlaufe in der Heftigkeit bei der subklinischen-, hin zur fulminanten Phase, sind
aber festzustellen [19]. Die Inkubationszeit liegt zwischen 2 Wochen und 2 Monaten,
im Durchschnitt bei 40 Tagen. Eine voriibergehende Virdmie tritt vor allem wahrend
der prodromischen Phase auf, sie vergeht beim Einsetzen der klinischen Phase. Die
fakale Virenausscheidung beginnt einige Tage (etwa 5 Tage) vor der Gelbsucht und

regrediert innerhalb von 2 bis 3 Wochen im Stadium der Gelbsucht [20].
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Eine Ubertragung des HEV von Mensch zu Mensch ist im Vergleich zum HAV und
andern Enterischen Viren relativ selten [18].

In 1-4 % der Falle kommt es damit haufiger als es beim HAV der Fall ist, zu einem
fulminanten Verlauf der Infektion [32]. Die Sterblichkeit bei schwangeren Frauen die
mit dem HEV infiziert sind, betragt in einigen endemischen Gebieten (Nord- und
Zentralindien, Pakistan) bis zu 20 % [21, 22]. Wieder in anderen Landern, wie
Agypten oder Sudindien, haben HEV infizierte schwangere Frauen kein signifikant
hoheres Risiko eines fulminanten Leberversagens [23, 24]. Eine 20-Jahres-Studie,
in der Zusammenhé&nge eines akuten Leberversagens bei einer HEV Infektion in der
Schwangerschaft untersucht wurden, zeigte, dass die Sterblichkeit bei schwangeren
Patientinnen &hnlich hoch ist, wie die von nicht schwangeren Frauen. Diesbeziiglich
ist eine HEV Infektion in der Schwangerschaft ein ungeeigneter Faktor, um ein
erhohtes Risiko eines akuten Leberversagen vorherzusagen [25]. Doch andere
Faktoren wie beispielsweise die Art des HEV-Stammes (Genotyp, Subgenotyp), die
Menge der viralen Ladung oder eine parallele Co-Infektion, kénnten wesentlich fur
die Steigerung der Pathogenitét sein [45]. Beim Menschen sind der Genotyp 3 und 4
weniger pathogen als es beim Genotyp 1 und 2 der Fall ist. So ist in Agypten und
Sudindien, wo Uberwiegend der HEV Genotyp 1 vorkommt, eine hohere Mortalitat
bei schwangeren Frauen zu beobachten, als in anderen geographischen Regionen
[23]. Auch konnte von keinem Fall berichtet werden, bei dem der Genotyp 3 zu
einem fulminanten Verlauf wahrend der Schwangerschaft fiihrte [46]. So scheint es,
dass die Art des HEV Stammes bei einer Infektion tatsachlich Auswirkungen auf den
Infektionsverlauf und die Hohe der Mortalitat wahrend der Schwangerschaft in den

verschiedenen geographischen Regionen hat.

Der Verlauf der Virus Replikation und sein Lebenszyklus kdnnen nur hypothetisch
angenommen werden. Eine spezifische Interaktion mit einem zellularen Rezeptor
konnte bisweilen noch nicht beschrieben werden. Es gibt jedoch Hinweise, dass
nachdem die Adsorption des Virus in die Zelle stattfand und die genomische RNA
ohne Proteinhiille interzelluléar vorliegt, es zuerst zur Synthese von nicht Struktur-
proteinen kommt und erst danach die Replikation der genomischen und
subgenomischen RNA folgt [16, 26].

Direkte Hinweise auf zytopathische Effekte durch den HEV sind nicht bekannt [27].
Eine weitere Option der Zytolyse von Hepatozyten stellt die zellulare Immunantwort

infizierter Personen dar [28]. Patienten mit immunsuppressiver Behandlung, wie z.B.
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Transplantationspatienten [47] oder Leukamieerkrankte [48] zeigten eine andere
Verlaufsform bei der HEV Erkrankung als Betroffene ohne immunsuppressiver
Behandlung. In einigen Fallen kam es zu chronischen HEV Infektionen mit der
Spatfolge einer Leberzirrhose [49]. Atypische klinische und virologische Ergebnisse
lassen negative Auswirkungen immunsuppressiver Behandlungen auf eine optimale
Anti-HEV-spezifische Immunantwort vermuten. Ahnliche Annahmen kommen auch
von Kamar et.al. [47] und kdnnten die virale Persistenz bei diesem Personenkreis
erklaren. Bei seinen Arbeiten mit chronisch erkrankten HEV Patienten und anderen
gefahrdeten Personen konnten signifikant niedrige CD2-, CD3- und CD4-
Lymphozyten Werte im Blut, mit einem gleichzeitig erhOhten Risiko eines
fulminanten Leberversagens beobachtet werden. Aber HIV Patienten, die sich im
Stadium einer fortgeschrittenen Immundefizienz befanden, zeigten keine erhdhten

Risiken zur Entwicklung einer chronischen HEV Infektion [50, 51].

2.3 Evolution des HEV

Die Genome der HEV zeigen signifikante Unterschiede bei ihren
Nukleinsduresequenzen und werden deshalb in verschiedene Genotypen
klassifiziert. Vier Hauptgenotypen (1-4) kommen in Saugetieren vor und ein HEV
Genotyp ist spezifisch fur Infektionen bei Vogel [29, 30]. Zwischen den Stammen der
Saugetiere und Vogel liegt eine 50-60%ige Ubereinstimmung in der
Nukleinsduresequenz vor [31]. Genotyp 1 kommt hauptsachlich in Asien und Afrika
vor, Genotyp 2 in Mexiko, Genotyp 3 in Industrielandern und Genotyp 4 findet man
fallweise in Asien [33, 34, 35].

Wahrend die Genotypen 1 und 2 nur beim Menschen vorkommen, zeigen sich die
Genotypen 3 und 4 bei Menschen und Tieren (z.B. bei Wildschweinen und Rotwild).
Eine zoonotische Verteilung der beiden zuletzt genannten Genotypen durch
unsachgemafe Vorbehandelung entsprechender Nahrungsmittel vor dem Verzehr,
durfte dafir der Grund sein.

Eine weitere Route der Virus Transmission von Mensch zu Mensch, kann tiber HEV
kontaminierte Transfusionen (Blut, Blutplasma) erfolgen. In Japan, Frankreich und
dem Vereinigten Konigreich (United Kingdom) publizierten Wissenschaftler
ausfuhrlich dartber [36, 37, 38, 39].
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2.4 Diagnose und Preventation der HEV Infektion

Die HEV Erkrankung ist in ihren Symptomen anderen akuten viralen Hepatitis
Erkrankungen ahnlich. Eine Infektion mit dem HEV wird meistens dann
diagnostiziert, wenn die Tests auf HAV, HBV und HCV negativ verlaufen. Die Alanin
Transaminase (ALT) Konzentration im Serum ist dann in der Mehrzahl der Falle um
das 10-fache hoher als es normal der Fall ist. Der Anti-HEV 1gG- u. Anti-HEV IgM
Titer im Serum sind einzeln oder gemeinsam erhéht und ein Nachweis von HEV
RNA im Stuhl und Serum sind durch NAT mdglich [57]. Dazu wurden einige RT-PCR
in verschiedenen Laboratorien entwickelt. Kommerziell erhaltliche Test Kits zur HEV
RNA Amplifikation bzw. fir den HEV Nachweis gibt es derzeit nicht [58, 59, 60].

Bei Schweinen sind HEV Infektionen in ihrem Verlauf asymptomatisch. Tests fir
serologische Untersuchungen auf HEV RNA wurden von einigen Kontrolllabors
entwickelt, doch werden derzeit noch keine routinemafiigen Untersuchungen
durchgefiuhrt [61, 62, 63, 64, 65, 66]. Aber grof3flachige Untersuchungen an gro3en
Schweineherden, wie sie in Industrielander fur kommerzielle Zwecke gehalten
werden, wuirden die Gefahr einer zoonotischen HEV Infektionen wesentlich

einschranken.

Die verschiedenen Genotypen, die bei Mensch und Tier nachgewiesen und
beschrieben werden konnten, machen es wegen der Heterogenitat ihnrer Genome
schwierig nur eine einzige Methode fiur die HEV Detektion zu entwickeln. Die hohe
Heterogenitat zwischen den Genomen gestaltet es auch dementsprechend
schwierig, einen geeigneten Impfstoff flr die HEV Pravention zu entwickeln. So ist
die Vermeidung von HEV Kontaminationen im Trinkwasser eine durchaus geeignete
und sinnvolle Praventionsmaflnahme in Entwicklungslandern. Dafir waren jedoch
effiziente Modifizierungen im sanitaren Bereich nétig. Auch Aufklarungskampagnen
uber zoonotische HEV Ubertragungen in den industrialisierten Landern fir
gefahrdete Personengruppen, die ein erhéhtes Risiko fir die Entwicklung einer
fulminanten Hepatitis haben (schwangere Frauen, immunsuppressiv behandelte
Personen), konnten Infektionen einschranken. Relativ einfache MalRhahmen wie
beispielsweise der Verzicht auf den Verzehr von rohen bzw. zu kurz gegartem
Fleisch und Wurstwaren, die von Schweinen, Wildschweinen usw. erzeugt wurden,

konnten autochthone HEV Infektionen verhindern.
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2.5 Detektion des HEV durch die Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Zum Nachweis von Viren haben sich die Nukleinsdure Amplifikations Techniken
(NAT) besonders bewahrt. Sie sind der ,Goldene Standard® zur Untersuchung von

biologischen Proben.

Das HEV besitzt ein RNA-Genom (RNA-Virus). Ein Teil davon muss nach
erfolgreicher Isolierung fiur die Amplifikation durch das Enzym Reverse
Transkriptase in komplementare DNS (cDNA) umgeschrieben werden. Im
darauffolgenden Schritt kommt es durch die PCR zur Amplifikation der cDNA. Am
Ende der PCR sollten die Amplikons in einer Menge vorliegen, um sie dann mit einer
geeigneten Methode nachweisen zu kénnen. Fir die Amplifikation durch die PCR
sind zwei passende Primer, die zu den beiden Enden der Zielsequenz
komplementar sind, von essentieller Bedeutung. Bei der Etablierung der
gegenwartigen Analysenmethode, ist der Primer antisense Startsequenz fir die RT
und fir die PCR. Der Primer sense hat seine Funktion dagegen nur bei der PCR.
Um die Anzahl der Arbeitsschritte moglichst gering zu halten, erfolgt die Reverse
Transkription und die PCR durch eine Onestep RT-PCR. Beide Reaktionen laufen
dabei im gleichen Reaktionsgefal? ab, dies fuhrt zu einer hohen Reproduzierbarkeit
der Proben und minimiert das Risiko von Kontaminationen. Zu erwarten sind
Amplicons mit einer GroRe von 231 bp, die durch eine Agarose-Gelelektophorese
detektierbar sind. Dem Agarosegel ist ein Farbstoff fir die Interkalation mit den
Nukleinsduren zugegeben. Liegen die Amplikons in ausreichender Menge vor,
werden sie am Transilluminator bei einer Wellenldnge von 302-312 nm als Banden

sichtbar.

Die vier Gruppen des HEV umfassen eine gro3e Zahl an Subtypen mit hoher
Divergenz in den Nukleinsduresequenzen. Sequenzabschnitte mit hohen homologen
Ubereinstimmungen sind eine wesentliche Voraussetzung um bei Untersuchungen
mdglichst alle Subtypen gleichzeitig detektieren zu kénnen.

Solche hoch konservierte Domainen im Genom zeigen sich bei den Genen
essentieller Viruspartikeln. Im HEV Genomen kommen diese gut konservierten
Sequenzbereiche im Uberlappungsbereich vom ORF 2 und ORF 3 vor. Die dort
vorliegende bicitronische subgenomische RNA kodiert sowohl fir Gene des ORF 2
und ORF 3 [16].
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Die 3 Open Reading Frames (ORF's) im HEV Genom

Einleitung
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der 3 Open Reading Frames (ORF's) im HEV Genom. In
Nahe von ca. 5100 bp Uberlappen der ORF2 und ORF3. Dieser bicitronische subgenomische RNA
Abschnitt codiert fur die Gene am ORF2 und ORF3. Dieser Sequenzabschnitt stellt eine hoch
konservierte Doméane bei den verschiedenen HEV Genotypen bereit, worauf die Gene fur essentielle
Viruspartikel liegen. In diesem Sequenzabschnitt liegt auch die Zielsequenz die durch die PCR
amplifiziert und fur den Nachweis des HEV ausschlaggebend ist. Die Abbildung wurde aus der

Datenbank des National Center for Biotechnology Information (NCBI) generiert.

Die genomische Grundlage der vorliegenden Arbeit bilden 66 HEV Subtypen der

Genotypen 1-4 (siehe Anhang). Sie wurden aus Menschen und Tieren, die mit ihnen

infiziert waren, isoliert und anschlieend charakterisiert. Mit den Genomsequenzen

erfolgten Sequenzanalysen und Anwendungen in der Bioinformatik.
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3 Material und Methoden

3.1 Negativ Plasma

Negativ Plasma muss frei von Viruskontaminationen sein. Durch spezielle
Verfahren (Féllung, Nanofiltration) wird es aus gespendetem Plasma gewonnen.
Negativ Plasma ist wichtig fur die Herstellung von Standards, um annahernd
dieselben Matrixeffekte wie in den Proben vorzulegen. Es wird auch bei
Untersuchungen als Negativ Probe eingesetzt, wodurch Kreuzkontaminationen
zwischen den Proben erkannt werden koénnen. Dies stellt ein wesentliches
Beurteilungskriterium fur den Untersuchungsverlauf dar.

An dieser Stelle muss darauf hingewiesen werden, dass es sich beim verwendeten
Negativ Plasma um biologisches Material handelt, welches nach der Aufreinigung
zwar auf die Anwesenheit bestimmter Virenarten Uberprift wurde, jedoch nicht auf
die Anwesenheit von HEV. Der Grund dafur weshalb keine Uberpriifung auf HEV
stattfand, lag darin, dass es sich beim HEV zum Zeitpunkt der Durchfihrung der
Arbeit um keine Virusart handelte, auf die Plasmapools routinemafdig untersucht
wurden. Die durchgehend negativen Ergebnisse bei den Untersuchungen an den
Proben mit Negativ Plasma, erlauben die Annahme, dass darin keine nachweisbare
Menge von HEV vorkommt. Deshalb spricht nichts gegen eine Verwendung bei der

vorliegenden Aufgabe.

3.1.1 Aufbereitung von Negativ Plasma

Das Negativ Plasma muss vor seiner Verwendung auf Raumtemperatur gebracht
werden. Neben Proteinen und anderen Komponenten enthélt Plasma oft auch einen
nicht zu vernachlassigbaren hohen Anteil an Lipiden. Dieser zeigt sich durch eine
mehr oder weniger starke Tribung im Plasma. Damit Schwierigkeiten wahrend der
Isolierung an der Trennsdule vorgebeugt werden kdnnen, wird der Lipidanteil durch
eine Zentrifugation fur 2 min bei 10.000 rpm aus der Probe separiert. Zwischen dem
gebildeten Niederschlag und der schwimmenden Oberflachenhaut kann ein
Volumen mit vernachlassigbaren Lipidanteil fir die weiteren Anwendungen
entnommen werden. Eine Lagerung Uber einen langeren Zeitraum ist bei —20°C

notig.
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3.2 HEV Referenzmaterial

Referenzmaterialien geben genau definierte Mengen eines bestimmten Materials
vor, sind uUber entsprechende Einrichtungen beziehbar und ermdglichen die
Normierung einer Methode. Um Routineuntersuchungen durchzufiihren, mussen alle
ndétigen molekularbiologischen-, biochemischen- und analytischen Schritte optimal
an das Referenzmaterial angepasst werden. Das sichert die Funktionstlchtigkeit der
Analyse und erlaubt im Sinne der Qualitatssicherung (QS) und der Good Laboratory
Practice (GLP) eine Standardisierung der Methode. Untersuchungen an Proben
erfolgen im Weiteren mit diesen ausgearbeiteten Vorgaben und Richtlinien.

Beim Referenzmaterial handelt es sich um eines biologischen Ursprungs mit dem
Titel ,1st World Health Organization International Standard for Hepatitis E Virus RNA
Nucleic Acid Amplification Techniques (NAT)-Based Assays*, PEI code 6329/10 des
Paul-Ehrlich-Institut, Paul-Ehrlich-Str. 51-59, 63225 Langen, Germany. Die Angabe
zur Konzentration ist durch International Unit pro Volumeneinheit (IU/ml) festgelegt.
Das Material konnte urspriinglich aus einer Blutspende isoliert werden. Es handelt
sich um einen HEV Stamm vom Genotyp 3a. Eine Einheit umfasst 250.000 IU/ml
HEV [69] und wurde in einer kollaborativen Studie, an der 23 Laboratorien
teilnahmen, durch verschiedene HEV NAT Assays evaluiert. Fir nahere
Informationen empfiehlt sich die Einsicht in den Report WHO/BS/2011.2175 der
Welt Gesundheits Organisation WHO.

3.2.1 Standardherstellung aus dem HEV Referenzmaterial

Zur Standardherstellung aus dem Referenzmaterial laut Protokoll, des Paul-Ehrlich-
Institutes (PEI), das Referenzmaterial in 0.5 ml RNase freiem Wasser lI6sen. Dann,
um spater mehrere Messpunkte verfligbar zu haben, mit dem Negativ Plasma der
Firma Baxter AG bis auf eine Konzentration von 10' IU/ml HEV verdiinnen. Die
nachfolgende Tabelle 1 zeigt die Volumina zu den verschiedenen Verdinnungs-
stufen. Eine Lagerung bei -20°C bis zur Weiterverwendung ist fur die Haltbarkeit

erforderlich.
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Herstellung der HEV Standards

Konzentration [1U/ml] Volumen Volumen Negativ
Referenzmaterial [pl] Plasma [pl]

10° IU/ml 100 pl von 2.5 *10° 150 l

10* IU/ml 100 pl von 10° 900 ul

10° 1U/m 100 pl von 10* 900 ul

10% 1U/ml 100 pl von 10° 900 ul

10" U/ml 100 pl von 10° 900 ul

Tabelle 1: Verdinnungsschema zur Herstellung der Standards 10°-10" 1U/ml aus dem HEV
Referenzmaterial.

3.3 Isolierung der Virus Nukleinsaure

RNA Molekule bilden das Genom des HEV. Es ist durch ein Capsid geschitzt das
den Virus auch seine Form gibt. Um mit der gewéhlten Methode den Virus in der
Probe nachweisen zu kdnnen, muss zuerst die genomische RNA isoliert werden.
Dabei ist besonders wichtig, eine hohe Effizienz bei der Virus Nukleinsaure
Isolierung zu erreichen. Umso grofR3er sie ist, umso wahrscheinlicher ist auch die
spatere Detektion des Virus.

Préazipitation, Phasen Extraktion und Chromatographie sind Methoden mit denen
eine Isolierung von Nukleinsduren aus einer Probe mdglich ist. Zahlreiche Systeme
wurden dazu entwickelt und sind kommerziell erhéltlich. Sie alle setzen sich aus
Kombinationen der verschiedenen oben genannten Trennmechanismen zusammen.
Ihre Handhabung ist relativ einfach. Es lassen sich unkompliziert mehrere Proben
nebeneinander untersuchen und der Einsatz solcher Systeme ermdglicht spatere
Routineuntersuchungen mit einem hohen Probendurchsatz. Es ist jedoch
anzumerken, dass es Unterschiede bei der Effizienz der Nukleins&ureisolierung, bei
den verschiedenen Spezies (Viren, Bakterien etc.) und zwischen den Systemen gibt.
So kann z. B. das eine System fiir eine Art von Virus optimal sein, aber bei einem
anderen Virus zu keinem akzeptablen Resultat fihren. Auch ist bekannt, dass sich
Unterschiede im Prozedere zwischen den Systemen positiv aber auch negativ auf
den Isolationsverlauf einer Virusart auswirken kénnen. Das zeigt wie wichtig es ist,

in der Planungsphase einer Methode mehrere Systeme zu testen. Im aktuellen Fall
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stehen zwei Isolationssysteme zur Verfligung die miteinander verglichen werden.
Bei beiden Systemen eliminieren chaotrope Reagenzien die Virushulle und
denaturieren die Proteine. Auch RNasen, die RNA abbauen, sollen bei diesem
Schritt denaturiert werden. Weiters kommt es durch die Einstellung einer hohen
Salzkonzentration in der Probe zu einer Eliminierung der Hydrathille, welche die
Nukleinsduren umgeben, was die Adsorption der RNA an die Silikatoberflache der
stationdren Phase der Trennsaule beginstigt. Durch Puffer mit unterschiedlichen
pH-Werten und Salzkonzentrationen erfolgt die Entfernung von Verunreinigungen
von der stationdren Phase. Durch weitere Puffer kommt es zur Eluierung der
Nukleinsduren von der stationdren Phase. Eine Zugabe sogenannter Carrier RNA
zur Probe steigert die Bindungskapazitat der Nukleinsduren an die Saule und fihrt
zu hoheren Ausbeuten der Virus RNA.

Beide Isolationssysteme unterscheiden sich im eingesetzten Probenvolumen und in
ihren Prozessschritten. Beim QIAamp® UltraSens® Isolationskit wird 1 ml der Probe
verwendet, wogegen das Probenvolumen beim QIAamp® Viral RNA Isolationskit 140
pl ausmacht. Fir ausfuhrlichere Informationen zu den Isolationskits kann in den

dazugehdrenden Handbiichern nachgelesen werden.

3.3.1 Isolierung von Nukleins&auren durch den Isolationskit QlAamp®
UltraSens®

Die im Isolationskit QlAamp® UltraSens® bereitgestellten Buffer AB, AW1 und AW?2,
vor ihrer Verwendung entsprechend der Herstellervorgaben mit Ethanol (96-100%)
versetzen und mischen. Die ebenfalls im Kit enthaltene Carrier RNA in 310 pl Buffer
AVE l6sen und durch mehrmaliges Auf- u. Abpipettieren homogenisieren.

In ein 2 ml Eppendorf Reaktionsgefal? 1 ml der Probe vorlegen. Mit 0.8 ml Buffer AC
Uberschichten und auf die Innenseite des Deckels vom Reaktionsgefa? 5.6 pl
Carrier RNA pipettieren. Verschliel3en, einige Male schwenken und 3 mal 10 sek
lang vortexen. Den Reaktionsansatz bei Raumtemperatur fir 10 min inkubieren. Es
folgt eine Zentrifugation bei 3500 rpm fir 3 min. Den Uberstand verwerfen, das
Pellet mit einem Mix aus 300 pl 60° C warmen Buffer AR und 20 pl Proteinkinase K
Uiberschichten und durch vortexen Iésen. AnschlieRend am Heizblock bei 40°C fur
10 min inkubieren. Um einer Kreuzkontamination entgegen zu wirken, folgt immer

eine kurze Zentrifugation vor jedem Offnen des ReaktionsgefalRes. Dann 300 pl
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Buffer AB dem Reaktionsansatz zufligen und homogenisieren, kurz Zentrifugieren.
Die QlAamp spin column mit 700 pl des Lysat beschicken und fir 1 min bei 5300
rpm zentrifugieren. Den Filter in ein neues SammelgefalR Gberfihren, 500 pl Buffer
AW1 zugeben und bei 8000 rpm 1 min zentrifugieren. Den Filter erneut in ein neues
Sammelgefal? stellen, 500 ul Buffer AW2 auftragen und 3 min bei 14.000 rpm
zentrifugieren. Den Filter abermals in ein neues Sammelgefal? geben und 1 min bei
14.000 rpm zentrifugieren.

Zur Eluierung der Nukleinsauren von der Silicia Membran, der stationdren Phase,
den Filter in ein 1.5 ml Eppendorf Reaktionsgefald tberfihren. Die Oberflache des
Filters mit 30 pl Buffer AVE benetzen und bei 8000 rpm 1 min zentrifugieren. Diesen
Vorgang nochmals mit 30 pl Buffer AVE wiederholen. Am Ende liegen cirka 60 pl

vom Eluent vor, der bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert werden muss.

3.3.2 Isolierung von Nukleinséduren durch den Isolationskit QlAamp®
Viral RNA

Den Buffer AW1 und AW2 aus dem Kit QlAamp® Viral RNA entsprechend der
Herstellervorgaben mit Ethanol (96-100%) versetzen und durch mehrmaliges
Wenden vermischen. Die Carrier RNA in 310 pl Buffer AVE l8sen und

homogenisieren.

In ein 2 ml Eppendorf Reaktionsgefal 560 pl AVL Buffer tberfuhren und 5.5 pl
Carrier RNA auf die Innenseite des Deckel pipettieren. Von der Probe 140 pl
zugeben, dann 15 sek vortexen und 10 min bei Raumtemperatur inkubieren. Nach
einer kurzen Zentrifugation, die eine Kreuzkontamination verhindern soll, den
Reaktionsansatz mit 560 ul Ethanol (96-100%) lberschichten und das Gemisch
durch 15 sek langes vortexen homogenisieren und kurz zentrifugieren. Auf eine
QIAamp Mini column 630 ul vom Reaktionsansatz auftragen und 1 min bei 8000 rpm
zentrifugieren. Den Filter in ein neues 2 ml Sammelgefald Gberfihren, mit den
restlichen 630 pl vom Reaktionsansatz beschicken und 1 min bei 8000 rpm
zentrifugieren. Den Filter in ein neues Sammelgefal setzen, 500 pl Buffer AW1
darauf auftragen und 1 min bei 8000 rpm zentrifugieren. Es folgt ein Wechsel des
Sammelgefalies, nun 500 pl Buffer AW?2 auf den Filter geben und 3 min bei 14000

rom zentrifugieren. Den Filter in ein neues Sammelgefal? dberfihren und um
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Verunreinigungen am Filter vollstandig zu entfernen nochmals 1 min bei 14000 rpm
zentrifugieren.

Zur Isolierung der Nukleinséduren von der Membran der stationaren Phase, den Filter
auf ein 1.5 ml Eppendorf Reaktionsgefal setzen. 60 yul vom Buffer AVE auftragen
und 1 min bei Raumtemperatur inkubieren. Zur Eluation kommt es durch die
darauffolgende Zentrifugation bei 8000 rpm fur 1 min. Den Eluenten bis zur weiteren

Verwendung bei -20°C lagern.

3.4 Onestep Reverse Transkription- Polymerase- Kettenreaktion
(Onestep RT-PCR)

Die PCR gilt als Standardmethode zum Nachweis von Viruskontaminationen in
Blut-, Stuhl- und Plasmaproben. Durch mehrere aufeinanderfolgende
Reaktionszyklen sind in kurzer Zeit sehr kleine Mengen eines definierten DNA
Abschnitts um ein Vielfaches vermehrbar.

Die Zyklen zur Amplifikation setzen sich immer aus der gleichen Abfolge zusammen.
Die doppelstrangige DNA wird zuerst denaturiert, dann binden die Primer ,sence®
und ,antisense” an ihre komplementare Sequenz. Die DNA Polymerase nutzt den
Primer als Startsequenz, sie nimmt Kontakt mit dem DNA-Strang und Primer auf,
bindet daran und synthetisiert, ausgehend vom 3'-OH-Ende des Primers, den
komplementaren Strang zur Matrize. Im darauffolgenden Zyklus bildet der neu
synthetisierte DNA Strang ebenfalls die Matrize fir eine neue Synthese einer
komplementaren DNA-Sequenz. Nach z.B. 25 Zyklen, im ersten entsteht der
komplementare Strang zu Matrize, kénnen theoretisch aus einem DNA Abschnitt,
2%* ~ 16.8 Millionen Amplicons entstehen.

Die hohe Sensibilitat und Genauigkeit der PCR ermdglicht es, die untere
Nachweisgrenze von Untersuchungen bei einem sehr niederen Wert festzulegen.
Dies ist wesentlich fiir die vorliegende Arbeit. Bedenkt man, dass ein Plasma Pool
aus mehreren hundert Einzelspenden gepoolt wird, und der Ursprung einer HEV
Kontamination in einer oder einigen wenigen Spenden liegen kdnnte, so hangt die
Wahrscheinlichkeit einen solchen Plasma Pool zu identifizieren, im hohen Male

davon ab wie empfindlich die Methode ist, mit der untersucht wird.

Ein Teil des RNA Genom des HEV muss vor der Amplifikation durch die PCR durch

die RT in cDNA umgeschrieben werden. Das kann extern in einem separaten
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Reaktionsansatz oder intern im gleichen Reaktionsansatz, in dem auch die PCR
ablauft, erfolgen. Die interne Reaktion hat gegeniuber der externen Reaktion den
Vorteil, dass der Bedarf an Arbeitsschritten und Hilfsmittel geringer ist. Das wirkt
sich gunstig auf die Stabilitat der RNA aus und hélt die Gefahr der Einbringung von
RNasen in die Probe geringer.

Mit dem Onestep RT-PCR Kit (Catalog no. 210210 der Firma QIAGEN®) kénnen die
ndtigen Anforderungen flr eine interne Reverse Transkription gut erfillt werden. Die
im Kit zur Verflgung gestellten Reagenzien und Enzyme ermdéglichen es, die RT
und PCR im selben Reaktionsansatz durchzufiihren. Dem Reaktionsansatz missen
lediglich die bendétigten Primer, welche fur die Induktion der Téatigkeit der
Polymerasen notwendig sind, zugegeben werden.

Vor dem Start der RT bindet der Primer antisense am 3'Ende der Virus
Nukleinsdure. Daraufhin nimmt die Reverse Transkrikptase ihre Tatigkeit auf und
synthetisiert vom 5°- Ende ausgehend hin zum 3°- Ende die komplementare cDNA,
bis es zum zufélligen Kettenabbruch in der Synthese kommt. Erst jetzt liegt die
Matrize fur die PCR vor und es kann mit der Amplifikation des ausgewéhlten
Sequenzabschnittes begonnen werden.

Die Sequenzen der Primer sind wissenschaftlichen Publikationen entnommen
worden. Die Tabelle 2 zeigt die Sequenzen der jeweiligen Primer, gibt an um
welchen Primer es sich handelt und welcher wissenschaftlichen Publikationen sie
entnommen wurden. Beim Primer antisense handelt es sich sowohl um die
Startsequenz fir die Reverse Transkription als auch um die der DNA amplifikation.

Der Primer sence ist ausschlie3lich zur Amplifikation der DNA nétig.

Primer flr die Reverse Transkription und Polymerase Kettenreaktion

Primer Sequenz (5°-37) Entnommen aus
Publikationsquelle

(siehe Literaturliste)

Antisence [22-mer] GGGTTGGTTGGATGAATATAGG Jurgen J. Wenzel, 2011
[68]
Sence [20-mer] GGGTGGAATGAATAACATGT Sally A. Baylis, 2011 [67]

Tabelle 2: Zu sehen sind die Sequenz des Primer antisence und sence fur die Reverse Transkription
(RT) und Polymerase Kettenreaktion (PCR) mit einen Verweis auf die Publikationsquelle aus denen sie
entnommen wurden. Der Primer anti sence ist die Startsequenz fur die RT und auch fir die PCR. Der
Primer sence wird ausschlielich bei der PCR eingesetzt.
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3.4.1 Vorbereitungen fir die OneStep RT-PCR

Die genomische RNA des HEV besitzt einen hohen Anteil an Guanin-Cytosin (G-C)
reichen Sequenzabschnitten. In isolierter Form ist mit einer Bildung von
Primarstrukturen in diesen Abschnitten zu rechnen. Die Ausbildung von Strukturen
in RNA-Sequenzen ist keine Seltenheit, das zeigt sich z.B. bei ndherer Betrachtung
von Transfer-RNA (t-RNA). Im Gegensatz zu den Nukleotiden Uracil (U) und
Thymin (T), bilden Guanin (G) und Cytosin (C) bei einer Basenpaarung miteinander
drei statt zwei Wasserstoffbricken (H-Briicken), welche eine Strukturbildung
begunstigt. Doch Sekundarstrukturen kénnen ein Anheften (Annealing) zwischen
dem Primer antisense und seiner Zielsequenz erschweren oder ganz verhindern.
Aber wie schon erwéhnt ist die Amplifikation der Zielsequenz erst moglich, nachdem
der dafur ausgewahlte Abschnitt aus dem Virus Genom in cDNA umgeschrieben
werden konnte. Durch eine spezielle Vorbehandlung der isolierten RNA, bei der sie
fur eine bestimmte Zeit einer erhdhten Temperatur ausgesetzt wird, sollen sich
Sekundarstrukturen 16sen und dem Primer antisense seine Zielsequenz fir ein

Annealing freigeben.

Fur die Durchfihrung wird ein Mastermix (M) aus folgenden Komponenten
vorbereitet: 6 pl QIAGEN® OneStep RT-PCR Buffer 5x, 10.8 pl RNase freies
Wasser, 1.2 pl dNTP Mix und 2.4 pl QIAGEN® OneStep -PCR Enzym Mix. Dazu
einen Reaktionsansatz (R) aus: 1.65 pl Primer antisense, 1.65 pl Primer sense und
5.5 ul Probenisolat (RNA-Isolat) vorbereiten.

Nun den Reaktionsansatz (R) bei 65°C 5 min lang inkubieren. Anschliel3end sofort
fir 5 min auf Eis stellen und vor dem Offnen das ProbengefaR kurz zentrifugieren.
Vom Mastermix (M) 18.5 ul in den Reaktionsansatz (R) Uberfihren und durch
vorsichtiges Auf- u. Abpipettieren mischen. Fir die anschlieende OneStep RT-PCR
eine Lightcycler Kapillare mit 25 ul des Gemisches (R+M) befllen.

3.4.2 Durchfihrung der OneStep RT-PCR

Nachdem die Apparatur in der die OneStep RT-PCR ablaufen soll, in Betrieb
genommen wurde, beginnt das Programm fir die RT und PCR zu laufen. Zuerst
erfolgt die Aktivitdit der Reversen Transkriptase, mit der die RNA in cDNA

umgeschrieben wird. Dann folgen die Deaktivierung der Reversen Transkriptase und
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die Aktivierung der DNA-Polymerase. Beides findet zeitlich parallel im gleichen
Reaktionsraum statt. FUr die Amplifikation des ausgewahlten Sequenzabschnitts im
HEV Genom, durch die DNA- Polymerase, wurde ein Touch-Down (TD) PCR
Programm ausgearbeitet (siehe Anhang). Die stufenweise Abnahme der Annealing
Temperatur fihrt zu Beginn des Programms zu einer prazisen Bindung zwischen
dem Primer und seiner Komplementarsequenz. Spater, bei niederen Annealing
Temperaturen, stehen die zuvor synthetisierten Amplikone in ausreichender Menge
der PCR als Template zur Verfigung. Dadurch soll es nur noch in einem geringeren
Ausmald zu Fehlpaarungen kommen, die aber keine signifikanten Auswirkungen auf
die Analyse haben. Tabelle 3 zeigt das OneStep RT-PCR Programm in
vereinfachter Darstellung. Eine ausfihrlichere Darstellung liegt im Anhang bei.

OneStep RT-PCR

Reverse Transkription 50 °C 30 Min.

Deaktivierung/Aktivierung 95°C 15 Min.

TD Programm X

Denaturierung 95 °C 10 Sek.
Hybridisierung x°C 10Sek. 5-35x

Elongation 72 °C 30 Sek.
72°C 2 Min.
4°C 0

Tabelle 3: Das Programm fir die OneStep RT-PCR in vereinfachter Form. Eine genauere Darstellung
des Programms ist im Anhang zu sehen. Zu Beginn erfolgt die Reverse Transkription. Nach der
Deaktivierung der Reversen Transkriptase und der gleichzeitigen Aktivierung der DNA-Polymerase
erfolgt die Amplifizierung der Zielsequenz aus dem HEV Genom durch die PCR. Dieser Teil der
Analyse erfolgt durch eine Touch Down PCR, bei der mehrere Programmschritte mit verschiedenen
Programmparametern nacheinander ablaufen.

3.5 Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese nutzt das Wanderverhalten geladener Molekille an einer
Gleichstromquelle. Negativ geladene Molekiile wandern zum positiven Pol (Anode)

und positiv geladene zum negativen Pol (Katode). DNA-Molekile sind negativ
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geladen und wandern deshalb in einer Gleichstromquelle zur Anode. Eine Trennung
der Moleklle passiert hauptsachlich aufgrund ihrer GréRRenunterschiede. Die
Agarkonzentration im Gel bestimmt die Dichte der Vernetzung der einzelnen
Agarosemolekiile. Fur eine Trennung kleiner DNA-Molekile ist eine héhere
Konzentration erforderlich als es bei gréReren Molekilen nétig ist. Bei dem zu
erwarteten PCR Produkt wird es sich um Amplikons mit einer Gré3e von etwas mehr
als 200 bp handeln. Fur die Trennung solcher DNA-Fragmente empfiehlt sich eine
2%ige Agarose Konzentration im Gel.

Dem Gel ist ein Farbstoff (GelRed™) beigegeben, der an die DNA-Molekiile
interkaliert. Wahrend der Trennung sammeln sich Molekule mit gleicher GréRRe auf
gleicher Hohe am Gel, sie werden dann durch den interkalierenden Farbstoff bei
einer Wellenlange von 302-312 nm im UV Transilluminator als Banden sichtbar. Am
Gel zeigt sich ein Bandenmuster, das die Grundlage fur die weitere Auswertung der
Analyse bildet. So kénnen z. B. Restriktionsverdaue oder PCR-Reaktionen

untersucht und ausgewertet werden.

3.5.1 Vorbereitungen zur Gelelektrophorese

Zum Giel3en eines Agarose-Flachbettgels die Agarose im 1 x TBE Laufpuffer an
einer Heizplatte mit Rihrfunktion I6sen. Nachdem sich die Agarose geldst hat,
kommt der Farbstoff GelRed mit einer Endkonzentration von 0,1 pl/mL zum flissigen
Gel. Vor dem GieBen den Kamm in die daflr vorgesehene Halterung der
GielBkammer einhdngen, die geschmolzene Agarose in die Form gieRen und
erstarren lassen. Nach dem Abkuhlen kann das Gel fir die Elektrophorese weiter
verwendet werden oder in einer Schutzhille, die es vor dem Austrocknen schitzt,

eine gewisse Zeit bei cirka + 4 °C aufbewahrt werden.

3.5.2 Durchfuhrung der Gelelektrophorese

Zur Auftrennung der PCR Anséatze das Gel in die mit Laufpuffer beflllte Apparatur
der Elektrophorese positionieren und die Kammern am Gel mit Aliquoten von 10 pl
des Analyten beschicken. Eine geringe Spannung zu Beginn der Eletrophorese
ermoglicht den besseren Ubergang der Molekiile aus der Probenkammer in das Gel
und dient auch der Ordnung der Molekile nach ihrer Gro3e gleich zu Beginn der

Trennung. Nach der kurzen Ubergangsphase der DNA-Strange ins Gel, beginnt bei
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einer hoéheren Spannung der eigentliche Trennprozess. Unterschiede im
Laufverhalten, besonders in der zuriickgelegten Laufstrecke, zeigen sich zwischen
den verschieden grollen DNA-Molekilen erst deutlich nach einer gewissen
Zeitspanne. Ein DNA Marker, der parallel zur Separation mitlauft und sich aus
mehreren genau definierten Groflen von DNA Fragmenten zusammensetzt,
ermdglicht eine GroRenzuordnung aller Banden auf dem Gel. Tabelle 4 zeigt die
Zusammensetzung des Analyten mit dem die Gelkammern beschickt wurden und

Tabelle 5 das Programm fir die Elektrophorese.

Gelelektrophorese/

Analyt

Reagenz Volumen [ul]
PCR Produkt 10

6x DNA Ladepuffer 2

Tabelle 4: Zusammensetzung des Analyten mit dem die Kammern am Agarose Gel fir die
Gelelektrophorese beschickt wurden.

Gelelektrophorese/

Programm

Programmschritt Spannung [Volt] Zeit [min]
1 90 5

2 150 30

Tabelle 5: Programmschritte mit denen die Gelelektrophorese ablauft. Im ersten Programmschritt
erfolgt der Ubergang der DNA-Stréange aus der fliissigen Phase der Gelkammer in die feste Phase des
Agarosegels. Die gewahlte geringere Spannung zu Beginn ermdglicht, dass sich die verschieden
groRen DNA-Strange im Gel nach ihrer GroRe ordnen. Im 2 Programmschritt erfolgt die eigentliche
Seperation der DNA Molekule nach ihrer GréR3e.
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3.6 Puffer und Reagenzien

Alle verwendeten Materialien und Hilfsmittel sind nachfolgend mit Angabe der
Bezugsquelle aufgelistet. Die Rezepturen der kommerziell erhaltlichen Kits werden
nicht im Einzelnen dargestellt und kdnnen bei Bedarf aus ihren Handblchern
entnommen werden. Fur selbst hergestellte Puffer, Gele etc. sind die nétigen Daten

zur Zubereitung genau angegeben.

3.6.1 Chemikalien

Ethanol (96-100%) Merk (Darmstadt)
Agarose Invitrogen (Karlsruhe)
Borsaure VWR (Darmstadt)
ETDA Merck (Darmstadt)
ETDA-Na,-Salz Merck (Darmstadt)
Glycerin Merck (Darmstadt)
H,O RNase frei VWR (Darmstadt)
Negativ Plasma Baxter AG (Austria)
HEV Referenzmaterial PE| code 6329/10 des Paul-Ehrlich-Institut,
(Germany)
TRIS VWR (Darmstadt)

3.6.2 Puffer und Agarosegel zur Gelelektrophorese

TBE Puffer (pH 8,3 £ 0,2) 89 mM TRIS
2 mM ETDA-Na,-Salz
89 mM Borsaure

6 x DNA-Ladepuffer 50 % (v/v) dH,0
50 % (v/v) Glycerin
1.2 M ETDA

2 % Agarosegel 204 ml TBE-Puffer

21 pl Farbstoff (GelRed™)
4.27 g Agarose

ergibt 210 ml Agarosegel
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3.6.3 Verbrauchsmaterialien

Pipetten (2-1000 mL) VWR (Darmstadt)
Pipettenspitzen VWR (Darmstadt)
Eppendorf Tubes VWR (Darmstadt)
Light Cycler Kapillare QIAGEN® (Hilden)

3.6.4 Oligonukleotide

Primer Sequenz (5°->3°) Publikationsquelle

Antisence [22-mer] GGGTTGGTTGGATGAATATAGG Jirgen J. Wenzel, 2011 [68]
Sence [20-mer] GGGTGGAATGAATAACATGT Sally A. Baylis, 2011 [67]

3.6.5 Kits

QlAamp® UltraSens® Virus Kit, Catalog no. 53704 QIAGEN® (Hilden)
QlAamp® Viral RNA Kit, Catalog no. 52904 QIAGEN® (Hilden)
OneStep RT-PCR Kit, Catalog no. 210210 QIAGEN® (Hilden)
Thermo Scientific Absolute QPCR SYBR Green

Capillary Mix, AB-1285/B Thermo SCIENTIFIC

3.6.6 Farbstoffe

Farbstoff GelRed™, Best.Nr.: 730-2958 VWR (Darmstadt)

3.6.7 EDV

Mit den Programmen Microsoft Word, Excel und Power Point (Microsoft) wurden
Texte und Abbildungen gestaltet. Zur Literaturrecherche wéahrend der Arbeit kam es
Online durch PubMed der Datenbank des National Center of Biotechnologie (NCBI)
und durch Zugriffe auf Literatur aus Bibliotheken. Mit den Programmen BlastN und
Chlustalw, sie standen online gratis zur Verfigung, erfolgten Sequenzanalysen und

Multiple Alignments.
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3.6.8 Gerate

Gelelektrophorese

Heizblock
Magnetrthrer mit Heizplatte
PCR

Sterilwerkbank
UV-Tisch
Waage

Material und Methoden

BIO-RAD PowerPac™ HC, BIO-RAD® Sub-
Cell Model 96

Stuart Scientific Test tube Heater SHT 1
PCT basic KIKA Labortechnik

Roche Molecular Biochemicals Light Cycler
<Roche> Version 3.5

Laminar Flow EHRET Reinraumtechnik

UV Transilluminator UVP, INC.

Sartorius Mechatronics MC1 Laboratory LC
6200 S
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4 Resultate und Diskussion

4.1 Evaluierung eines geeigneten Nukleinsaure Isolierungssystems

Zwei verschiedene Systeme fir die Isolierung der Virus Nukleinsaure, naher
beschrieben in den Kapiteln 3.3.1 und 3.3.2, wurden auf ihre Effizienz Gberprift. Im
Allgemeinen unterschieden sie sich in den einzelnen Schritten der Isolierung und
dem verwendeten Probenvolumen. Durch Versuche mit den HEV Standards 10%, 10?
und 10° IU/ml waren Unterschiede zwischen ihnen zu erkennen und es konnte das

optimalste System ausgewahlt werden.

4.1.1 Bewertung des Isolationskit QlAamp® UltraSens®

Die Isolierung der Virus Nukleinsdure mit dem lIsolationskit QlAamp UltraSens®,
erfolgt durch den Aufschluss der Virushille. Gleichzeitig kommt es zur
Denaturierung aller Proteine in der Probe. Darauf folgt eine Fallung der
Nukleinsduren mit einer anschlieenden Resuspendierung und Demobilisierung der
Nukleinsduren an eine stationare Phase (Trennséaule), gefolgt von zwei
Waschschritten, die unerwiinschte Komponenten von der Trennsaule entfernen.
Zuletzt werden die Nukleinsduren von der stationaren Phase isoliert, dazwischen

kommt es immer wieder zu Zentrifugationen bei verschiedenen Geschwindigkeiten.

Untersuchungen an den HEV Standards 10%, 10° und 10° IU/ml zeigten, dass sich
die Pellets nach dem ersten Zentrifugationsschritt bei 3500 rpm nur noch teilweise
oder Uberhaupt nicht mehr auflésten. Die Pellets bestehen hauptséchlich aus den
Nukleinsduren der Probe. Doch missen sich die Nukleinsauren wieder vollstandig
I6sen um fiir nachfolgende Untersuchungen zur Verfligung zu stehen.

Die Geschwindigkeit von 3500 rpm wird vom Hersteller empfohlen, doch weist er
auch darauf hin, dass diese fir bestimmte Virusarten (z.B. HIV, HCV oder HBV) auf
die das System ausgelegt wurde zutreffe, aber auf andere Arten gegebenenfalls
anzupassen sei.

Durch Versuche an der Zentrifuge mit verschiedenen Geschwindigkeiten konnte
das Problem behoben werden. Die Forderungen mit denen die optimale

Geschwindigkeit gefunden werden sollte waren, eine vollstdndige Auflosung des
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Pellet und es durfte keine Triibung im Uberstand erkennbar sein. Eine Trilbung ware
ein Indiz daflur, dass Feststoffe in der flissigen Phase vorkommen, wobei es sich
Uberwiegend um Nukleinsauren handeln wirde, die dann ebenfalls den weiteren
Untersuchungen nicht mehr zur Verfigung stehen. Die gegebenen Anforderungen
waren mit einer Zentrifugengeschwindigkeit von 3400 rpm zu erflllen und die nétige
Anderung im Protokoll konnte dadurch erfolgen. Tabelle 6 zeigt den Versuchsaufbau

mit den verschiedenen Geschwindigkeiten und den Ergebnisse dazu.

Ermittlung der optimalen Zentrifugengeschwindigkeit

Zentrifugengeschwindigkeit [rpm]  Uberstand trib Pellet |6st sich
3500 Negativ Negativ

3400 Negativ Positiv

3300 Positiv Positiv

3200 Positiv Positiv

3100 Positiv Positiv

3000 Positiv Positiv

Tabelle 6: Versuchaufbau mit den verschiedenen Zentrifugengeschwindigkeiten und den Ergebnissen
dazu, um die optimale Geschwindigkeit zu finden, damit sich das Pellet nach der Zentrifugation wieder
vollstandig lésen lasst. Die Kriterien beim Versuch waren, eine vollstindige Resuspendierung des
Pellets und es durfte keine Tribung im Uberstand zu erkennen sein. Bei einer
Zentrifugengeschwindigkeit von 3400 rpm konnten diese Forderungen erfiillt werden.

Im weiteren Verlauf kam es erneut zu negativen Ergebnissen wahrend der
Isolierung. Bei der Auswertung der Ergebnisse durch die Gelelektrophorese, waren
am Gel an den zu erwarteten Stellen keine Banden zu erkennen. Dieses Resultat
fuhrte dazu, einen darauf folgenden Zentrifugenschritt, bei dem eine
Geschwindigkeit zwischen 5300 und 6800 rpm empfohlen wird, anzupassen. Zum
gegenwartigen Zeitpunkt lag sie durch willkiirliche Wahl bei 6000 rpm.

An dieser Stelle im Isolationsprozess, bei dem durch einen Puffer unerwiinschte
Komponenten von der Saule gewaschen werden, kann eine zu geringe
Geschwindigkeit zu viele Rickstande an der stationdren Phase hinterlassen. Eine
zu hohe Geschwindigkeit kann dagegen dazu fuhren, dass sich die demobilisierten
Nukleinsduren von der stationdren Phase lésen und dadurch der Untersuchung

verloren gehen. Beides wirde negativen Folgen mit sich bringen. Am besten lassen
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sich diese Folgen der gewdahlten Zentrifugengeschwindigkeit, an einer Probe mit
wenig Ausgangsmaterial erkennen. Dabei sind verbleibende Verunreinigungen an
der Saule, durch eine zu geringe Zentrifugengeschwindigkeit und die Auswirkungen
dazu, nicht so eindeutig zu erkennen, aber die Folgen einer zu hohen
Geschwindigkeit eindeutig. Dadurch kénnte es zum kompletten Verlust des Analyten
kommen, der dann ganzlich fir nachfolgende Untersuchungen nicht mehr zur
Verfugung steht weil er mit dem Rententat verworfen wird.

Um sicher zu stellen, dass dieses Problem nicht entsteht, erfolgt die Optimierung an
diesem Punkt im Prozess mit dem HEV Standard 10' IU/ml. Spéater, wenn die
Methode in standardisierter Form vorliegt, soll diese Konzentration auch die untere
Nachweisgrenze der Analyse bilden.

Parallel dazu kam es zu einer Verédnderung im Programm der PCR (siehe Kap. 4.2).
Das Programm wurde zu Beginn der Untersuchungen mit einer konstanten
Annealing Temperatur konzipiert. Doch die ersten Ergebnisse lie3en vermuten, dass
die gewéhlte Annealing Temperatur nicht im optimalen Bereich der Primer liegt. So
sollte eine stufenweise Anndherung an die optimale Annealing Temperatur, durch
ein Touch-Down PCR Programm (siehe Anhang), bessere Voraussetzungen fir das
Annealing zwischen dem Primer und seiner komplementéren Sequenz schaffen. Zu
Fehlpaarungen kommt es dadurch nur noch selten. Die Synthese von
Nebenprodukten ist geringer und die Amplifikation der Zielsequenz erhoht sich. Zu
rechnen ist mit einem besseren Signal, bei der Detektion am Ende der
Untersuchung.

Bei der Geschwindigkeit von 5300 rpm konnten die besten Endergebnisse erreicht
werden. Das Pellet I6ste sich vollstandig und im Uberstand war keine Trilbung
festzustellen. Um das Ergebnis abzusichern, folgten weitere Untersuchungen bei
gleicher Zentrifugengeschwindigkeit an den HEV Standards 10*, 10? und 10° IU/ml.
Doch die Ergebnisse daraus zeigten kein einziges positives Resultat. Daraufhin
wurde auf weitere Tests mit dem Isolationssystem verzichtet und die

Aufmerksamkeit der Arbeit dem zweiten Isolationssystem zugewendet.

4.1.2 Bewertung des Isolationskit QlAamp® Viral RNA

Die Schritte firr die Isolierung der Virus Nukleinséure mit dem Isolationskit QlAamp®
Viral RNA ergeben sich durch die Auflésung der Virushille mit gleichzeitiger

Denaturierung aller anderen Proteine, gefolgt von einer Demobilisierung der
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Nukleinsduren an eine stationdre Phase (Trennsaule), der Reinigung der stationaren
Phase von unerwinschten Komponenten durch zwei Waschschritte und einer
abschlieRenden Isolierung der Nukleinsduren von der Silicia Gel Trennsaule.
Zwischen den einzelnen Etappen erfolgen immer wieder Zentrifugationen.

Gleich am Beginn der Versuche kam es zu positiven Ergebnissen. Mehrmals
konnten alle drei HEV Standards (10!, 10? und 10°® IU/ml) detektiert werden
(Abbildung 4). Auch war es in einigen Fallen moéglich nur einen Teil der Proben
nachzuweisen (Ergebnisse werden nicht gezeigt). Fur die Amplifikation der
Zielsequenz wurde von Anfang an das bereits wéhrend der Versuche mit dem
Isolationskit QlAamp® UltraSens® ausgearbeitete TD-PCR Programm verwendet
(Kap. 3.4.2, Tab. 3).

Agarosegel zur Bewertung des Isolationskit QlAamp® Viral RNA

Bp Mazsse
pro 500 ng

Gaeladung
SO00 35 ng
4000 42 ng

2500 Séng
2000 B8 ng
1500 102 ng

1000 Bfng
500 55 ng
200 42 ng
100 35 ng

Laufsirecks ca. 35 mm

Abbildung 4: Auswertung der HEV Standards 10', 10° und 10° IU/ml die mit dem Isolationskit
QIAamp® Viral RNA isoliert wurden. Dabei sind nahe der 200 bp Marke auf gleicher Héhe bei allen drei
Standards Banden zu sehen die typisch fur den HEV Nachweis in Proben sind.

Obwohl nicht alle Untersuchungen an den HEV Standards positiv verliefen, war es
weitaus ofters madglich einen Nachweis zu erhalten, als es beim ersten
Isolationssystem der Fall war. Da fur die Entwicklung der Methode ein begrenzter
Zeitrahmen vorgesehen war und die Ergebnisse mit dem zweiten Isolationssystem
zufriedenstellend waren, fiel die Entscheidung die weitere Methodenentwicklung mit
dem Isolationskit QlAamp® Viral RNA weiter zu fiihren.

Bei fast allen Untersuchungen konnte der HEV Standard 10" IU/ml nachgewiesen
werden. Dadurch war die geforderte Sensitivitdt der analytischen Methode durch
mehrere Nachweise der unteren Nachweisgrenze weitgehend erfillt. Ein weiterer

Faktor bei der Auswahl war, wenn auch nicht der Wesentlichste, eine einfachere
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Durchfuhrung bei den einzelnen Arbeitsschritten. Spater in der Routineanwendung

ist das ein nicht zu vernachlassigbarer Vorteil fir den Analytiker.
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4.2 Onestep RT-PCR

Zu Beginn war eine Amplifikation der Zielsequenz durch die PCR, in einer Menge
die durch die Gelelektrophorese detektiert werden kann, nicht mdglich. Am
Agarosegel waren keine Banden zu erkennen, die fir den positiven Nachweis der
HEV Standards erforderlich waren. Die Zuordnung der Ursache fir die negativen
Ergebnisse war schwierig. Sie konnte an der Nukleinsaureisolierung oder an der
PCR liegen. AuBerdem war nicht auszuschlieBen, dass das Problem bereits
wahrend der Reversen Transkription entsteht. Um mit der Fehlerbehebung beginnen
zu kdnnen, kam es zu der Annahme das die Reverse Transkription funktioniert und
die Ursache bei der Nukleinsaure lIsolierung oder bei der PCR liegen muss.
Folgende Uberlegungen fiihrten dazu:

- Durch die HEV Standards liegen definierte Mengen vom Virus in den Proben vor.
Doch wenn das Protokoll zur Isolierung der Virusgenome nicht optimal ist, kdnnen
sie nur in geringem Ausmalf oder gar nicht isoliert werden.

- Kommt im Isolat tatsé&chlich keine HEV Nukleinsaure vor ist eine Amplifikation der
Zielsequenz durch die PCR auch unmoglich. Scheint sie auch nur in geringen
Konzentrationen im Reaktionsansatz der PCR auf, musste bei einem optimalen PCR
Protokoll wegen der hohen Sensitivitat der Methode, die Detektion des HEV mdoglich

sein.

Erste Hinweise darauf, dass die PCR nicht optimal verlief ergaben sich bereits
wahrend der Evaluierung der beiden Isolationssysteme. Dabei kam es neben der
Anpassung von zwei Zentrifugationsschritten auch zu einem Austausch des PCR
Programms. Die bis dahin durchgefihrten PCR’s erfolgten mit einer konstanten
Annealing Temperatur, ab diesem Zeitpunkt wurde auf eine Touch Down PCR mit
sich anderten Annealing Temperaturen umgestellt. Zwar kann nicht mit absoluter
Sicherheit angenommen werden, dass die Anderungen im PCR Programm zu den
besseren Resultaten fihrten, denn sie erfolgten parallel mit einer Anpassung eines
Zentrifugationsschritt, doch ab diesem Zeitpunkt optimierten sich die Ergebnisse
signifikant. Gleichzeitig fiel auch auf, dass mit dem alten PCR Programm meistens

nur die Proben mit den HEV Standards 10 u. 10° IU/ml nachzuweisen waren.
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Das starkte wieder die Annahme, dass sich die Schwierigkeiten wahrscheinlich aus
einer schlechten Amplifikationseffizienz ergaben, die zwei Grinde haben kénnten:

- Die exponentielle Zunahme der Zielsequenz durch die PCR verlagert sich im
Durchschnitt auf mehrere Zyklen. Im Idealfall liegt sie bei einem Wert zwischen 1
und 2 Zyklen. Das verringert in Summe das gebildete PCR Produkt dermal3en, dass
es durch die Gelelektrophorese nicht mehr detektiert werden kann.

- Die Amplifikation der Zielsequenz erfolgt erst in den letzten Zyklen der PCR. Das
fuhrt zur Bildung einer geringen Menge vom Produkt und eine Detektion mit der

vorgesehenen Methode ist nicht moglich.

Betrachtet man beide Mdglichkeiten nédher so kénnten die Annealing Bedingungen
der Primer, also die Temperatur, nicht optimal sein. Es kommt zu Fehlpaarungen der
Primer in zufélligen Sequenzabschnitten, Nebenreaktionen entstehen und
verbrauchen unspezifisch die Reagenzien. Dies fiuhrt zu einer Synthese von
verschieden grof3en DNA-Strangen, welche die Basis der negativen Ergebnisse sein
konnten.

Wie oben bereits erwahnt scheint es, dass hohe Virusladungen in den Proben
positive Auswirkungen auf das Ergebnis haben. Um das zu Uberprifen und zu
bestatigen, folgten mit dem vorlaufigen TD-PCR Programm erneut Versuche mit den
HEV Standards 10° 10% 10% 10% und 10! IU/ml. Alle Proben wurden zweimal
untersucht. Der HEV Standard 10° IU/ml konnte bei beiden, der Standard 10* IU/ml
bei einer und die Standards 10°, 10%? und 10' IU/ml bei keiner der beiden
Untersuchungen nachgewiesen werden (Die Ergebnisse dazu werden nicht gezeigt).
Damit war zu erkennen, dass mit der Hohe der viralen Ladung in den Proben auch
die Tendenz zu positiven Ergebnissen steigt. Um die Sensitivitdit der PCR zu
verbessern, musste ihr Protokoll optimiert werden, um damit zu den erwiinschten
Ereignissen zu kommen.

Die Optimierung der PCR sollte folgendermalRen ablaufen: Zu Beginn werden die
Annealing Temperaturen der Primer bestimmt und anschlieBend mit diesen Daten
ein optimales Touch Down PCR Programm ausgearbeitet. Dafiir wurde aus einem
PCR Ansatz, bei dem ein HEV Standard 10° IU/ml nachgewiesen werden konnte,
ein Aliquot entnommen und daraus verschiedene Verdinnungen fir die
Optimierungsversuche hergestellt (siehe Tab.7). Fir den Beginn der
Verdunnungsreihe wurde angenommen, dass von der spezifischen cDNA, die beim
Nachweis des HEV durch die PCR synthetisiert wird, 10" Sequenzen als PCR

Reaktionsprodukt im Reaktionsansatz (25 pl) vorliegen.
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Verdinnungsschema zur Bestimmung der Primer Annealing Temperaturen

Probe Verdinnungsfaktor Volumen aus PCR Volumen RNase
cDNA Reaktionsmix 10° IU/ml  freies H,O [pl]
[ul]
10° 1:100 10 990

Volumen aus Reaktions-
mix der vorigen

Verdinnungsstufe [ul]

10" 1:10 10 90
102 1:10 10 90
103 1:10 10 90
10* 1:10 10 90

Tabelle 7: Verdiinnungsschema der HEV cDNA aus einer bereits positiven Probe (Standard 10° IU/ml),
mit dem die optimalen Annealing Temperaturen der Primer bestimmt werden sollen, um ein optimales
Touch Down PCR Programm auszuarbeiten.

Doch zwischen den Proben, die aus dem PCR Ansatz generiert werden, und jenen
aus dem Standard, bestehen wesentliche Unterschiede. In den Proben aus dem
PCR Ansatz liegt bereits cDNA in relativ reiner Form vor. Aul3erdem stellen die
cDNA Fragmente genau die Zielsequenz dar, die durch die PCR amplifiziert werden
soll. Bei den Proben aus dem Standard sieht das anders aus. Hier kommt
uberwiegend RNA vor und zwar RNA in allen mdglichen GroRen. Das kann
beispielsweise das komplette HEV Genom oder aber auch Teile davon sein, aber
auch die RNA anderer Spezies ist gegenwartig, denn die Standards werden mit
Negativplasma aufbereitet. Im Negativplasma selbst kommt RNA aus verschiedenen
Quellen vor, weshalb vermutlich ein breites Spektrum unterschiedlicher RNA-
Molekiile vorliegt. Auch ist eine RT bei cDNA nicht mehr erforderlich, wodurch ein
kritischer Schritt im Prozess entfallt.

Doch trotz der Unterschiede eignen sich die Proben des PCR Ansatz durchaus zur
Optimierung der Touch Down PCR. Denn dafur sind vor allem die richtigen
Annealing Temperaturen der Primer von Interesse. Dazu missen Beobachtungen
des PCR Verlaufs in ,real time“ mdglich sein und fur diesen Zweck eignet sich die

cDNA aus dem PCR Ansatz ohnehin besser. Bei den Versuchen liegt sie in reiner
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Form vor, ist allgemein stabiler und deshalb fur eine Zerstérung durch Nukleasen
weniger empfindlich als RNA, weshalb im allgemeinen mit besseren PCR
Ergebnissen zu rechnen ist. Um die einzelnen PCR Zyklen in ,real time“ beobachten
zu konnen, ist dem Reaktionsansatz der Farbstoff SYBR Green beigegeben. Der
Farbstoff interkaliert an doppelstréangige DNA und gibt bei einer Wellenlange von
302-312 nm ein Fluoreszenzsignal ab. Lost sich die doppelstrangige DNA wieder in
zwei Einzelstrange auf, wie es bei einem PCR Zyklus der Fall ist, geht auch das
Fluoreszenzsignal wieder verloren. Nach jedem Amplifikationszyklus erfolgt
automatisch eine Messung. Dadurch lasst sich die Zunahme der Doppelstrang DNA
im Bezug auf die Zeit beobachten. Ein Nachteil dieser Art zu detektieren ist die
unspezifische Bindung des Farbstoffs. Es wird jede Doppelstrang DNA im
Reaktionsansatz detektiert, auch solche, die nicht der Zielsequenz entspricht. Durch
die Erstellung einer Schmelzkurve ist eine Beurteilung mdglich ob das
Fluoreszenzsignal von der Zielsequenz oder von unspezifischen Sequenzen
stammt. Die ,real time“ Informationen der Optimierungsversuche sollen dann eine

Bestimmung der optimalen Primer Annealing Temperaturen mdglich machen.

Mit Thermo Scientific Absolute QPCR SYBR Green Capillary Mix erfolgte die
Durchfihrung der PCR Versuche. Die Zusammensetzung der Reaktionsansatze ist
in Tabelle 9 zu sehen. Das PCR Programm (Tabelle 8) gab immer eine zuvor
gewdahlte konstante Annealing Temperatur (zur Hybridisierung) vor. Der

Temperaturbereich in dem die Versuche abliefen lag zwischen 59° und 55°C.

PCR Programm Absolute QPCR SYBR Green Capillary Mix (2X)

Aktivierung 95°C 15 Min.

PCR Programm

Denaturierung 95 °C 10 Sek.
Hybridisierung x °C 10 Sek. 45 x
Elongation 72 °C 30 Sek.
72 °C 2 Min.
4°C 0

Tabelle 8: Light Cycler Programm mit dem die Polymerase Ketten Reaktion (PCR) fur die
Bestimmung der optimalen Primer Annealing Temperaturen durchgefiihrt wurde.
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Reaktionsmix

Komponente Volumen/ Endkonzentration.

Reaktion

Absolute QPCR SYBR
Green Capillary Mix

(2X) 6.5 ul 0.65X
Primer sense 1.5 pl 75 nM
Primer antsense 1.5 pl 75 nM
H,O RNase frei 9.5 ul
Template 1.0 ul
Volumen Total 20 ul

Tabelle 9: Zusammensetzung des Reaktionsmix fir die Polymerase Ketten Reaktion zur Bestimmung
optimaler Primer Annealing Temperaturen.

Wahrend der Versuche zeigte sich: das die Annealing Temperatur von 58°C optimal
ist (Tabelle 10). Bei dieser Temperatur waren die Threshold Cycle-Werte (CT-Werte)
aller Verdiinnungen, im Vergleich zu den anderen Temperaturen, am niedrigsten.
Der CT-Wert druckt die Zyklenzahl aus, bei der zum ersten Mal ein Anstieg der
Reporter-Fluoreszenz erfasst wird und ist ein wichtiger Parameter unter anderem,

fur die Beurteilung der Effizienz von PCR Untersuchungen.

Auswertung zur Evaluierung der optimalen Primer Annealing Temperaturen

Annealing T.[°C] CT 10° CT 10" CT 10° CT 10° CT 10™
59 24.19 29.20 35.95 >41.00 >41.00
58 16.68 21.12 26.94 31.86 35.97

57 21.75 26.69 33.74 38.04 >41.00
56 21.70 27.37 34.48 38.10 >41.00
55 24.23 28.52 35.60 >41.00 >41.00

Tabelle 10: Ergebnisse der Untersuchungen zu den Primer Annealing Temperaturen. Die besten CT-
Werte dazu konnten bei einer Temperatur von 58°C erreicht werden.
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Die Schmelzkurven zu dem PCR Versuch bei 58°C zeigen die lineare Abnahme der
Fluoreszenz mit steigender Temperatur bei allen Proben (Abbildung 5), sowie einen
sprunghaften Anstieg der Schmelzkurven mit steigender Temperatur (Abbildung 6)
bei ca. 90°C. Beides weist darauf hin, dass die Signale sehr wahrscheinlich vom
gesuchten PCR Produkt, d.h. von der Zielsequenz kommen und das wahrend der

Reaktion auch keine nennenswerten Nebenprodukte gebildet wurden.

Schmelzkurven zur Evaluierung der optimalen Primer Annealing Temperaturen
bei dem 58°C PCR Versuch.
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Abbildung 5: Darstellung der Schmelzkurven zu den 58°C Polymerase Kettenreaktion (PCR)
Versuch, in Bezug steht die Intensitdt des Fluoreszenzsignals zur Temperatur [°C]. Bei allen Proben
kommt es zur Abnahme der Fluoreszenz mit steigender Temperatur. Der beinahe lineare Verlauf des
Fluoreszenzsignals ist ein Indiz, dass keine nennenswerte Menge von Nebenprodukten wahrend der
Polymerasen Kettenreaktion (PCR) gebildet wurde.

Schmelzkurven zur Evaluierung der optimalen Primer Annealing Temperaturen
bei dem 58°C PCR Versuch.
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Abbildung 6: Darstellung der Schmelzkurven zu den 58°C Polymerase Kettenreaktion (PCR)
Versuchen, in Bezug steht die Intensitat des Fluoreszenzsignal durch die Differenz der Zeit zur
Temperatur [°C]. Bei allen Proben kommt es zu einem sprunghaften Anstieg der Intensitéat des
Fluoreszenzsignals durch die Zeit bei einer Temperatur von ca. 90° C. Der Verlauf des
Fluoreszenzsignals ist ein Indiz, dass keine nennenswerte Menge von Nebenprodukten wahrend der
Polymerasen Kettenreaktion (PCR) gebildet wurde und das Signal von der gesuchten Zielsequenz
kommt.
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Bei der Fragestellung war auch von Interesse, ob die ermittelte Annealing
Temperatur fur beide Primer optimal ist. Es kénnte durchaus sein, dass die
ermittelte Temperatur nur fir einen Primer optimal ist. Dies was aber bei den ,real
time*“ Beobachtungen mit diesem Versuchsaufbau nicht zu erkennen.

Um diese Frage beantworten zu konnen, mussten neue Untersuchungen
durchgefuhrt werden, bei denen die Konzentrationen der Primer in den
Reaktionsansatzen zueinander variierten. Ein Ansatz, in dem beide
Primerkonzentrationen gleich waren, bildete die Vergleichsbasis fir die anderen
Ansatze mit unterschiedlichen Primerkonzentrationen zueinander.

Im Idealfall, wenn die Annealing Temperatur fir beide Primer optimal ist, musste
beim Ansatz mit gleichen Primerkonzentrationen das beste Ergebnis zu erkennen
sein. Ist die Temperatur aber fir einen Primer nicht optimal und wird seine
Konzentration im Reaktionsansatz verringert, kommt es zu einer erkennbaren
Verschiebung des CT Wertes nach hinten bei einer h6heren Zyklenzahl.
Thermodynamische Griinde sind die Ursache dafir, es kommt zu schlechten
Annealing Ereignissen zwischen den Primern und seinem komplementaren
Sequenzabschnitt. Solange ein groRer Uberschuss vom Primer vorliegt, fur den die
Temperatur nicht optimal ist, kompensiert dies die negative Auswirkung teilweise.
Das bedeutet aber nicht, dass die PCR deswegen mit der héchst mdglichen
Effizienz ablauft. Das Gegenteil ist der Fall. Es wird zwar das gewilnschte Produkt
gebildet, aber auch viel unspezifische cDNA synthetisiert. Dies ist auf zuféllige
Annealing Ereignisse riickzufiihren. Ist die Konzentration hingegen knapp bemessen
zeigt sich das im Ergebnis der PCR. Denn es hinden nicht alle Primer an den zur
Verfigung stehenden Primerbindungsstellen. Ein Teil der Primer wird unspezifisch
binden und das Resultat schmélern. Dagegen sollte es bei einem Primer, fir den die
Annealing Temperatur optimal ist, zu geringfiigigeren Auswirkungen im PCR
Ergebnis kommen. So kdnnen mdgliche Unterschiede im Bindungsverhalten der
Primer erkannt werden und gegebenenfalls Optimierungen im PCR Programm
vorgenommen werden. In zwei Ansatzen der Versuchsreihe ist jeweils nur ein
Primer im Reaktionsmix anwesend. Obwohl bei diesen beiden Ansatzen mit keinem
Ergebnis zu rechnen ist, soll auch die Uberpriifung einer solchen Konstellation nicht
vernachlassigt werden.

Das PCR Programm (Tabelle 8) und die Zusammensetzung des Reaktionsmix
(Tabelle 9), bleiben gleich wie zuvor bei der ersten Ermittlung der Annealing

Temperatur.
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Tabelle 11 zeigt die Zusammenstellung der PCR Ansatze und die Konzentrationen
der Primer. Die Differenz die sich aus dem geringeren Volumen eines Primer zum

Gesamtvolumen ergibt, wird durch RNase freies H,O ausgeglichen.

PCR mit verschiedenen Primer Kombinationen

Primer Vol. Primer  Vol. Primer
Sense antisense

PCR Ansatze

A 1.5 ul 0.4 pl

B 1.5 ul 1.5u

C 0.4 pl 1.5u

D 1.5 pl 0.0

E 0.0 ul 1,5l

Tabelle 11: Tabelle mit den verschiedenen Primer Konzentrationen zur Untersuchung, ob fur den
Primer sense und den Primer antisense die Annealing Temperatur von 58° C die Optimale ist.

Die Auswertung des Versuchs zeigte folgendes: Bei einer Annealing Temperatur
von 58°C und einer Anderung der Primerkonzentration von 1.5 pl auf 0.4 pl bindet
der Primer antisense scheinbar besser als der Primer sense an seine
komplementare Sequenz. Zu sehen sind C; -Werte von 25.74, 33.91 und 28.44
(Abbildung 7). Beim PCR Ansatz (A), wo die Primerkonzentration antisense auf 0.4
pl verringert wurde, liegt der niedrigste CT Wert vor. Hier scheint es so, dass sich
die Konzentrationsdnderung positiv auf den CT Wert der PCR auswirkt, aber bei der
Beurteilung der Starke des Fluoreszenzsignals sieht man, dass es unter dem vom
PCR Ansatz (B) liegt, was vermutlich auf die geringere Konzentration des Primer
antisense rickzufihren ist. Im PCR Ansatz (B), wo der CT Wert bei 28.44 liegt, steht
der CT Wert hinter dem vom Ansatz A, obwohl dies bei beiden Primern die hochste
Konzentration im Ansatz war. Beim Ansatz (C) ist deutlich zu erkennen, dass wenn
sich die Konzentration des Primers sense verringert, sich auch der CT Wert
signifikant nach hinten verschiebt und zu einem deutlich schlechteren PCR Ergebnis
fuhrt. Bei den Reaktionsansatzen (D) und (E), wo jeweils nur ein Primer im Ansatz
vorkommt, sind wie erwartet, keine brauchbaren Reaktionsprodukte zustande

gekommen.
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Real- time Beobachtung einer PCR

kres

A: 1.5 ul Primer sence + 0.4 pl Primer antisence B
] B: 1.5 pl Primer sence + 1.5 pl Primer antisence
- C: 0.4 pl Primer sence + 1.5 pl Primer antisence

a— D: 1.5 ul Primer sence + 0.0 uyl Primer antisence A
E: 0.0 pl Primer sence + 1.5 pl Primer antisence
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Abbildung 7: Real- time Beobachtungen der Polymerasen Ketten Reaktion (PCR) mit verschiedenen
Kombinationen an Primer Konzentrationen.

Aufgrund der Resultate in (Abbildung 7) kann angenommen werden, dass fur den
Primer sense die Annealing Temperatur von 58°C nicht optimal ist. Um auch fir den
Primer sense optimale Annealing Bedingungen vorzugeben, ist eine Anpassung des
PCR Programm erforderlich. Fir die Suche der optimalen Annealing Temperatur
sollen weitere PCR Versuche bei Temperaturen zwischen 53° und 48 °C (Tabelle
12) folgen. Die Primer Kombinationen bleiben gleich wie bei der ersten Suche fir die
optimale Annealing Temperatur (Tabelle 10) und auch das PCR Programm (Tabelle
9) andert sich bis auf die Temperatur nicht.
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Auswertung zur Evaluierung der optimalen Primer Annealing Temperatur

Annealing CT 10" CT 10° CT 10° CT 10™
Temp. [°C]

53 30.55 >41.00 26.71

51 40.45 >41.00 >41.00

50 >41.00 38.06 39.37 37.13
49 >41.00 >41.00 >41.00 >41.00
48 32.95 >41.00 >41.00 38.25

Tabelle 12: Ergebnisse der Untersuchungen zur optimalen Annealing Temperatur fir den Primer
sense. Die Ergebnisse dazu ermdglichten keine Rickschliisse auf eine optimale Temperatur, denn bei
keiner der Temperaturen liegt ein linearer Verlauf der CT-Werte vor.

Die Ergebnisse fir die Bestimmung der optimalen Annealing Temperatur fir den
Primer sense (Tabelle 12), erlauben keine Rickschlisse auf eine ideale Annealing
Temperatur. Es sind keine linearen Verlaufe bei den CT Werten zu registrieren.
Eine wesentliche Voraussetzung um einen Trend zu erkennen ist, dass sich die CT
Werte in Korrelation zur eingesetzten cDNA Konzentration linear andern. Da das
nicht der Fall ist und fur den Primer sense keine optimale Annealing Temperatur
voraus zu sagen war, wurde die Entscheidung getroffen, die Zielsequenz durch eine
Touch Down PCR (TD PCR) zu amplifizieren. Die Amplifikation erfolgt dabei durch
mehrere Programmschritte, in denen sich die Annealing Temperatur andert. Eine
Anndherung an die optimalen Annealing Bedingungen beider Primer ist dadurch
moglich. Das fuhrt zu optimalen Voraussetzungen fur beide Primer, wodurch sie an
ihre komplementére Sequenz sehr spezifisch binden kdnnen. Die Synthese von

Nebenprodukten wird eingeschrankt, was in der Regel zu guten Ergebnissen fihrt.

Mehrere Versuche mit verschiedenen TD PCR Programmen (Ergebnisse dazu
werden nicht gezeigt) wurden durchgefiihrt und es konnte ein passendes Programm
gefunden werden (siehe im Anhang). Alle weiteren Analysen sind darauf
rickzufiihren und das Programm wird infolge der Entwicklung der analytischen

Methode als Basisprogramm etabliert.
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4.3 Untersuchungen an Plasmapools

Nachdem die analytische Methode ausgearbeitet war und die Standards 10%, 10°
und 10° IU/ml damit nachgewiesen werden konnten, begann der zweite Teil der
Arbeit. Der Schwerpunkt lag dabei auf der Untersuchung von Plasma Pools auf eine
HEV Kontamination. Bis zum gegenwartigen Zeitpunkt konnten positive Ergebnisse
im Speziellen aus Untersuchungen am Referenzmaterial erhalten werden. Doch
erst die Detektion einer HEV Kontamination an einem Plasma Pool wurde die
Tauglichkeit der analytischen Methode in der routineméafligen Anwendung zeigen.
Fur die Probenauswahl stand ein grof3es Spektrum von Proben zur Verfigung, an
denen zuvor die behordlich vorgeschriebenen Untersuchungen fir eine
Poolfreigabe durchgefihrt wurden. Bei allen verwendeten Proben, an denen die
ausgearbeitete Methode getestet wurde, waren die erforderlichen Kriterien fur eine
Poolfreigabe gegeben. Das bedeutet, dass mit dem Plasma eine
Weiterverarbeitung durch pharmazeutische Betriebe zur Gewinnung von
Arzneimittelspezialitaten etc. erfolgen kann. Die Auswahl der Proben geschah
zufallig, sie sind durch Codes gekennzeichnet und es wird aus Grunden der
Verschwiegenheitspflicht auf ihren Ursprung nicht ndher eingegangen.

Insgesamt 16 Proben, aufgeteilt auf 2 Teilmengen, wurden auf eine HEV
Kontamination untersucht. Um Kreuzkontaminationen zwischen den Proben zu
vermeiden, kam es neben der besonderen Sorgfalt wahrend der Durchfiihrung der
Arbeitsschritte, zu einer Bearbeitung der Proben in einer Reihenfolge (siehe Tabelle
13), mit der sich eine Verschleppung des HEV aus einer Referenzprobe in eine
Poolprobe weitgehend ausschlielen lasst. Um weiter den Verlauf der
Untersuchungen beurteilen zu kdnnen, wurde bei beiden Untersuchungsserien
neben den Pool Proben eine Negativ Probe und ein HEV Standard (10" 1U/ml) mit
untersucht. Zur Funktionsbeurteilung der PCR wurde eine Probe mit cDNA aus
einem friheren positiven Ergebnis aus dem Referenzmaterial mit untersucht und
dafir 1:40 verdunnt.

Seite 45 von 72



Resultate und Diskussion

4.3.1 Probenschema

Das folgende Probenschema (Abbildung 13) zeigt die Positionen der Negativ Probe,
Poolprobe, Referenzprobe und der Positivkontrolle im Analyseprozess. Die
Durchfuhrung der Analyseschritte erfolgte aufsteigend von der niedrigsten hin zur
hochsten Positionsnummer, was Kreuzkontaminationen zwischen den Proben
verhindern soll. Eine Teilung der gesamten Probenmenge auf zwei Teile, Teilmenge
A und B, war nétig um die Untersuchungen zugig durchzufiihren. Vor der Enthahme
eines Aliquot aus einer Plasmapool Probe, erfolgte eine Temperierung auf
Raumtemperatur. Weiters wurde darauf geachtet, dass bei der Probenahme keine
Lipide mit aufgenommen wurden. Lipide in der Probe konnten zu Schwierigkeiten
am Filterelement des Isolationssystems fuhren und dadurch die Isolierung nachteilig
beeinflussen. Eine Tribung war in einigen Poolproben zu erkennen, was auf eine
hohe Lipidkonzentration hinweist. Deswegen kam es bei allen Poolproben zur
Entnahme von 1.5 ml Plasma, die dann in ein 2 ml Eppendorf Probengefal
dberfiihrt wurden. Nach einer 2 min langen Zentrifugation bei 10000 rpm war es
madglich, ein Probenaliquot von jeder Probe mit vernachlassigbaren Lipidanteil
zwischen dem gebildeten Niederschlag und der schwimmenden Oberflachenhaut fir

die weiteren Untersuchungen, zu entnehmen.

Probenschema

Position Teilmenge A Position Teilmenge B
3 Al 14 Bl

4 A2 15 B2

5 A3 16 B3

6 A4 17 B4

7 A5 18 B5

8 A6 19 B6

9 A7 20 B7

10 A8 21 HEV Standard 10”1 1U/ml
11 A9 22 Positivkontrolle
12 HEV Standard 10”1 [U/ml --- -

13 Positivkontrolle - ---

Tabelle 13: Die Tabelle zeigt die Reihenfolge in der die Proben den analytischen Prozess durchliefen.
Um Kreuzkontaminationen zu vermeiden, werden die nétigen Arbeitsschritte an den Proben der Reihe
nach beginnend mit der niedrigsten Positionsnummer, durchgefihrt.
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4.3.2 Auswertung und Ergebnisse

Bei den insgesamt 16 untersuchten Proben war in einer Probe eine HEV

Kontamination festzustellen (Abbildung 8).

Agarosegel

1 2 3% 4 5 6 7T & 9 10 11 12 15 14 15 16 17 18 1% 20 21 22

s00

200 bp

100 bp

Abbildung 8: Agarosegel mit den Proben, die auf die Teilmenge A und B geteilt wurden und auf HEV
hin untersucht wurden. In Bahn 1 liegt ein 100 bp DNA GréfR3enstandard fur die Zuordnung der Banden
am Gel vor. Bei Bahn 12 und 22, welche die Positiv Kontrollen zeigen, befinden sich, wie auch in Bahn
15, die das Ergebnis zur Untersuchung der Plasmapool Probe B2 zeigt, eine Bande bei ca. 231 bp. In
den restlichen Bahnen sind keine spezifischen Banden zu sehen. Bei den Banden in Bahn 9, 10, 11
und 18 handelt es sich ziemlich wahrscheinlich um Primerdimere. Auch in den Bahnen 11 und 21 sind
keine spezifischen Banden zu erkennen, die auf die HEV Zielsequenz hinweisen, obwohl sich darin die
Proben vom Standard 10* IU/ml befinden.

Am Agarosegel (Abbildung 8) ist in Bahn 15 mit der Probe B2 in Néhe der 200 bp
Marke eine gut sichtbare Bande zu erkennen. Es handelt sich hierbei mit grofRer
Wahrscheinlichkeit um das 231 bp groBe DNA Fragment der Zielsequenz, welches
bei einer HEV Kontamination durch die PCR amplifiziert wird. Die Bahnen mit den
Positivkontrollen (12 und 22) zeigen auf gleicher Hohe wie die positive Plasma Pool
Probe, gut sichtbare Banden.

Die Bahnen (13 und 14) vor der positiven Pool Probe waren mit einer Negativ Probe
und einer weiteren Pool Probe besetzt. In beiden Bahnen sind am Gel keine Banden

zu erkennen, die auf eine Viruskontamination hinweisen wirden, weshalb eine
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Verschleppung des Virus aus einer zuvor gereihten Probe zur positiven Plasma Pool
Probe relativ unwahrscheinlich ist. Auch unmittelbar nachfolgende Bahnen nach der
positiven Plasma Pool Probe, lassen kein Signal erkennen, das auf eine HEV
Kontamination hinweist. Beides spricht daflr, dass es sich bei der Pool Probe
tatséchlich um einen mit dem HEV kontaminierten Pool handelt.

In Nahe der 100 bp Marke sind in Bahn 9 und 18 zwei schwache Banden und in
Bahn 10 eine etwas starkere Bande zu sehen. Sie sind das Resultat von
Nebenreaktionen durch falsche Annealing Ereignisse wahrend der PCR, was zur
Synthese von unspezifischen Produkten fihrt. In allen tbrigen Bahnen sind keine
Banden zu erkennen.

In beiden Untersuchungsreihen war es nicht moglich die Proben mit dem HEV
Standard 10" IU/ml nachzuweisen. Diese Tatsache erschwert die allgemeine
Beurteilung des Untersuchungsverlaufs. Die deutlich erkennbaren Banden in den mit
der mit cDNA bestickter positiv Kontrolle geladenen Slots (Bahn 12 und 22) kann
als Nachweis angesehen werden, dass die PCR funktioniert hat.

Schwieriger ist es den Verlauf der Analyse vor der PCR zu beurteilen. Denn eine
weitere Mdglichkeit, weshalb die HEV Standards nicht nachzuweisen waren, ist die
Zerstorung der Virus Nukleinsdure durch RNasen. Eine Zerstérung wirde die RT
der Zielsequenz und die darauf ausgerichtete PCR unmdglich machen. Doch da in
einer Plasmapool Probe eine HEV Kontamination detektiert werden konnte, setzt
das voraus, dass zumindest an dieser Probe alle Prozessschritte funktionierten.
Somit kénnte die Ursache der negativen Resultate bei den Proben mit den
Standards: in einem nicht korrekt abgelaufenen Prozessschritt oder bei einem

enzymatischen Abbau der Virus Nukleinsaure durch RNasen liegen.

Wenn RNasen verantwortlich flir das Ausbleiben der zu erwartenten positiven
Ergebnisse bei den Proben mit den Standards waren, wirde dies die Detektion einer
HEV Kontamination an einer der Plasma Pool Probe erklaren, obwohl bei den HEV
Standards kein Detektionssignal zu beobachten war. Denn eine geringe Virusladung
in der Probe, wie es beim HEV Standard 10" IU/ml der Fall ist, fiihrt auch zu einer
relativ geringen Menge von genomischer RNA, die isoliert werden kann. RNasen
bauen die Virus RNA ab bzw. zerstdren sie. Die Menge, die zerstort wird und mit
welcher Geschwindigkeit dies erfolgt, ist abh&ngig von der Enzymkonzentration und
der Enzymaktivitat. Die Enzymaktivitat wird im Wesentlichen durch die Temperatur
und die Konzentration des Substrats (hier der RNA) bestimmt. Mit steigender

Temperatur nimmt auch die Reaktionsgeschwindigkeit zu. Deshalb ist es wichtig,
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madglichst alle Arbeitsschritte auf Eis durchzufiihren. Kommt aber in einer Probe nur
eine geringe Menge der Virus RNA vor, kann es bereits nach kurzer Zeit zu einer
vollstandigen Zerstérung der RNA kommen und einen Nachweis unmdglich machen.
Dieses Problem ergibt sich bei Proben mit sehr hohen Virusladungen weitaus
seltener, wie es schon wahrend der Entwicklung der Methode beim HEV Standard
10° 1U/ml zu beobachten war, denn dieser konnte bei allen Untersuchungen

nachgewiesen werden.

RNasen gehoren zu den Nukleasen. Sie schneiden das Kettenmolekiil RNA durch
Spaltung der Phosphorsaure-Esterbindung zwischen zwei Ribosemolekilen.
RNasen haben intrazellular vielfaltige Aufgaben wie z.B. den Abbau von tRNA und
sie sind auch zustandig fir Prozessierungen an der zelleigenen RNA (tRNA und
rRNA). Als Teil der angeborenen Immunantwort konnen sie die ins Genom
eingedrungenen RNA-Viren bzw. ihr Genom zerstdren. Dadurch tragen RNasen
einen wichtigen Beitrag zum Schutz der Zelle bei.

Sie unterscheiden sich dadurch, ob sie Einzel- bzw. Doppelstrang RNA oder
RNA/DNA-Hybride enzymatisch schneiden. Eine genaue Klassifizierung erfolgt nach
ihrem Angriffspunkt und dem gebildeten Reaktionsprodukt. Ihre Funktion kann
unspezifisch oder spezialisiert auf bestimmte Nukleotide bzw. Nukleotidsequenzen
sein. Endoribonukleasen greifen die RNA inmitten der RNA-Kette an und
Exoribonukleasen spalten diese in Nahe der Enden von RNA-Ketten. Die
International Union of Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB) hat die
Enzymkategorien 3.1.26.- u. 3.1.27.- fir Endonukleasen und 3.1.13.- u. 3.1.14.- fir
Exonukleasen festgelegt. Fir genauere Informationen zu den Nukleasen wird
empfohlen in den entsprechenden Datenbanken Einsicht zu nehmen.

So zerstort z.B. die RNase A Einzelstrang RNA. Sie erkennt die beiden Pyrimidine
Uracil (U) und Cytosin (C) und spaltet die Phosphordiesterbindung an der 5°-
Position der Ribose des darauffolgenden Nukleotids. Mit dieser spezifischen
Eigenschaft zerstort sie das Genom von RNA-Viren, die dem Organismus geféhrlich
werden konnten. Die Sekretion der RNase A geschieht tber den Schweil3, dieser
durchaus wichtige und effektive Abwehrmechanismus des menschlichen

Organismus soll eine Passage von Viren Uber die Haut ins Kdrperinnere verhindern.
So sehr RNasen auch nitzlich sind, so sehr kdnnen sie auch Arbeiten mit RNA

erschweren. Ihre Sekretion fuhrt dazu, dass sie haufig extrazellular vorkommen und

auch als ,Umwelt-Nukleasen“ bezeichnet werden. Zudem vertragen RNasen auch
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Temperaturen um 100°C ohne zu denaturieren. Das alles macht eine Arbeit mit RNA
schwierig und man ist standig mit der Gefahr konfrontiert, dass die RNA, welche die
Basis der Arbeit bildet, zerstort wird.

Bei der Zielsequenz handelt es sich um einen Teil des HEV Genoms mit einer
GroRe von 231 bp. An diesem Sequenzabschnitt befinden sich mehrere
Schnittstellen fir RNasen, wo es zur Zerstérung dieser RNA-Sequenz kommen
kann. Bereits die Zerstdérung an einer Stelle in der Sequenz wirde ausreichen, um

den Virus nicht mehr detektieren zu kdnnen.

4.4 Schlussfolgerung

Bei der Untersuchung von insgesamt 16 Plasmapool Proben konnte bei einer Probe
eine HEV Kontamination detektiert werden. Aus Zeit- u. Materialgriinden war, um
das Ergebnis statistisch abzusichern, eine zweite Untersuchung an der positiven
Poolprobe nicht mdglich. Kreuzkontaminationen zwischen den Proben sind mit
hoher Wahrscheinlichkeit auszuschliel3en, denn bei keiner der Negativ Proben war
eine Bande am Agarosegel zu erkennen, die auf eine Verschleppung des HEV
hinweisen wirde. Die Untersuchung ist jedoch nicht durchgehend problemlos
verlaufen. Bei keiner der Bahnen mit den Proben des HEV Standards 10" 1U/ml,
sind am Gel spezifische Banden zu erkennen. Hingegen zeigen sich in den Bahnen
der Positiv Kontrollen, die zur Uberpriifung der Funktion der PCR mitgefiihrt werden,
typische Banden bei einer Gréf3e von 231 bp. Hiermit kann die PCR positiv beurteilt
werden. Somit kann das Problem, weshalb bei den Proben mit den HEV Standard
10" IU/ml kein Signal erhalten werden konnte, entweder wéhrend der Isolierung des
Virusgenom, der Reversen Transkription oder durch eine Zerstérung der viralen
Nukleinséure entstanden sein.

Da es gehauft zu Schwierigkeiten bei den Analysen wahrend der Methoden-
entwicklung kam, lag mit groRer Wahrscheinlichkeit ein RNA-Abbau durch RNasen
vor. Daher ist bei einer zweiten Untersuchung zur Absicherung des positiven
Ergebnisses, besonders auf die eben geaullerte Vermutung zu achten. Ein RNA
Abbau durch RNasen konnte, bei der wiederholten Analyse der Probe, zu einem
negativen Ergebnis fuhren und die Beurteilung des Plasmapools verfalschen.
Weiters kann nicht mit Sicherheit angenommen werden, dass die restlichen
Poolproben tatsachlich HEV negativ waren oder ob ein RNA Abbau stattgefunden
hat.

Seite 50 von 72



Resultate und Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit lag bei der Ausarbeitung einer Nukleinsaure
Amplifikation Technik (NAT), mit der Plasma Pool Proben auf eine Kontamination
mit dem pathogenen Hepatitis E Virus, Genotyp 1-4, untersucht werden konnen.
Durch das Referenzmaterial mit dem Titel ,1st World Health Organization
International Standard for Hepatitis E Virus RNA Nucleic Amplification Techniques
(NAT)-Based Assays®, PEI code 6329/10 des Paul-Ehrlich-Institut, Paul-Ehrlich-Str.
51-59, 63225 Langen, Germany, konnte eine Methode etabliertet werden, mit der

die Aufgabenstellung erfullt wurde.

Zur lIsolierung der viralen Nukleinsdure aus den Proben standen zwei kommerziell
beziehbare Isolationskits zur Verfigung. Kontinuierlich positive Ergebnisse bei den
Nachweisen der HEV Standards 10%, 10% u. 10° IU/ml konnten mit dem Isolationskit

QlAamp® Viral RNA erhalten werden.

Die Reverse Transkription (RT) der Zielsequenz, die durch die Polymerase Ketten
Reaktion (PCR) amplifiziert werden soll, findet intern durch eine Onestep Reverse
Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion (Onestep RT-PCR) statt. Am Anfang
dieser Entwicklungsphase waren die Ergebnisse nicht zufriedenstellend. Die RT
verlief nicht wie erwilnscht. Da es sich bei dem Sequenzabschnitt, der in cDNA
umgeschrieben werden muss, um einen G-C reichen Sequenzabschnitt handelt, der
in isolierter Form zur Bildung von Sekundarstrukturen neigt, missen diese vor dem
Annealing des Primer fur die RT wieder gelést werden. Durch eine thermische
Vorbehandlung der isolierten RNA im Reaktionsansatz kénnen sich die gebildeten
Sekundarstrukturen in der Sequenz wieder lésen und so optimale Annealing

Bedingungen vorgeben.

Um die Zielsequenz zu amplifizieren konnte ein Touch Down -PCR Programm (TD-
PCR Programm) ausgearbeitet werden. Durch die stufenweise Annédherung an die
optimalen Annealing Temperaturen der Primer erhalt man optimale Ergebnisse ohne

dass allzu haufig unerwiinschte Nebenreaktionen mit ablaufen.

Fur die Bewertung der Untersuchungsergebnisse wurden Aliquote der Proben durch
eine Agarose Gelelektrophorese ausgewertet. Dabei interkaliert der Farbstoff
GelRed® an doppelstrangige DNA-Molekiile und emittiert bei einer Wellenlange von

302-312 nm ein Fluoreszenzsignal. Am Agarosegel zeigt sich das spezifische
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Bandenmuster der Untersuchung, wodurch eine Interpretation der Ergebnisse

mdglich ist.

Bei der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Standards 10*,10% und
10® Internationale Unit/ml (IU/ml), hergestellt aus dem HEV Referenzmaterial, mit
der ausgearbeiteten analytischen Methode nachzuweisen waren. Darlber hinaus
konnte bei der darauffolgenden Untersuchung von 16 Plasma Pool Proben bei einer

Pool Probe eine Kontamination mit dem HEV detektiert werden.

Wahrend der Entwicklung der analytischen Methode kam es immer wieder zu
Schwierigkeiten HEV Standards mit Virusladungen von 10*-10* IU/ml nachzuweisen.
Dieses Problem zeigte sich bei den Untersuchungen an den HEV Standards 10°
IU/ml nicht. Auch bei den Untersuchungen an den 16 Plasma Pool Proben konnten
die zur Kontrolle mitgefiihrten HEV Standards 10" 1U/ml nicht nachgewiesen werden.
Als Ursache fir die wiederkehrenden Probleme werden RNasen vermutet. Die
Menge bzw. wie viel RNA durch das Enzym zerstort wird, hangt von der
Enzymaktivitat ab, die durch die Parameter Temperatur und Zeit bestimmt werden.
Die Enzymkonzentration ist ein weiterer wesentlicher Faktor fiir das Fortschreiten
der RNA Zerstérung. Somit ist es in Abhangigkeit der eben erwahnten Faktoren eine
Frage der Zeit, bis alle Nukleinsaureketten durch die RNasen angegriffen werden
konnten und die Menge der detektierbaren RNA Zielsequenz in der Probe gegen
null sinkt. Das konnte wahrscheinlich auch der Grund dafiir sein, dass die Proben
mit hohen HEV Konzentrationen des Standards 10° 1U/ml immer nachzuweisen
waren, jedoch die Standards mit niederen Konzentrationen nur teilweise. Dieser
Umstand erschwert auch die Beurteilung, ob eine Plasma Pool Probe tatsachlich frei
von einer HEV Kontamination ist. Denn wenn wie angenommen ein Abbau der Virus
Nukleinsédure durch RNasen stattfindet, kann bei einer Pool Probe mit geringer Virus
Konzentration ein vollstandiger Abbau erfolgen, bevor es zu seiner Detektion
kommt.

Um dieser Problematik entgegnen zu konnen, ware die Festlegung einer unteren
Nachweisgrenze (IU/ml) notwendig. Die Proben kdnnten dann vor der Analyse mit
einer synthetisch hergestellten internen Kontrolle, die analoge Primer
Bindungsstellen besitzen, versehen werden, sich aber in der GroRe (bp) der
dazwischenliegenden Nukleinsduresequenz deutlich von der zu detektierenden HEV
Zielsequenz unterscheidet. Im Falle einer korrekten Analyse wirde immer ein Signal

durch die interne Kontrollsequenz aus der Poolprobe hervorgehen. Das Ausbleiben
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eines Signals wirde sofort zeigen, dass mit der Analyse etwas nicht stimmt und eine

Wiederholung fordern.
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5 Zusammenfassung

Der HEV konnte zum ersten Mal im Jahr 1980 als Hauptverursacher epidemisch
und endemisch enteraler Erkrankungen in Indien identifiziert werden. Vier
Hauptgenotypen (1-4) kommen in Saugetieren vor und ein HEV Genotyp ist
spezifisch fur Infektionen bei Vogel. Der Genotypl kommt hauptsachlich in Asien
und Afrika vor, Genotyp 2 in Mexiko, Genotyp 3 in den Industrielandern und den

Genotyp 4 findet man fallweise in Asien.

Eine epidemische Ausbreitung des HEV durch verunreinigtes Wasser ist typisch fur
Gebiete mit schlechten sanitdren Bedingungen. Das macht den HEV zu einem
wesentlichen Gesundheitsproblem in Entwicklungsléandern. In den Industrielandern
zeigt sich das Risiko einer Virusinfektion hauptsachlich durch zwei Wege. Wéhrend
die Genotypen 1 und 2 nur bei Menschen vorkommen, kommen die Genotypen 3
und 4 bei Menschen und Tieren (z.B. bei Wildschweinen und Rotwild) vor. Eine
zoonotische Verteilung der Genotypen 3 und 4 durch unsachgemalie
Vorbehandlung entsprechender Nahrungsmittel vor dem Verzehr, ist diesbeziiglich
eine potentielle Gefahrenquelle um einer Infektion ausgesetzt zu sein. Eine weitere
Mdoglichkeit der Virustransmission ist die Route von Mensch zu Mensch Uber HEV

kontaminierte Transfusionen (Blut, Blutplasma).

Die Nutzung bzw. Verarbeitung von humanem Plasma setzt eine Reihe strenger
Kontrollen voraus. AuRRer den allgemeinen VorsichtsmaRnahmen, wie der Auswahl
der Spender, unterliegen Plasmapools einer Reihe von standardisierten
Untersuchungen, die das Ziel haben, pathogene Krankheitserreger vor der
Weiterverwertung des Plasmas zu erkennen. Im Wesentlichen handelt es sich dabei
um den Nachweis von Viruskontaminationen wie z.B. dem Humane
Immundefizienz-Virus (HIV) und der Hepatitis Viren (HAV, HBV, HCV). Es kann die
Vermeidung von Infektionsrisiken nur auf bestimmte Pathogene, auf die das Plasma
untersucht wird, begrenzt werden. Fortschritte in der Wissenschaft bringen neue
Erkenntnisse Uber neue Krankheitserreger mit sich. Dies fuhrte in
wissenschaftlichen Kreisen dazu, den Hepatitis E Virus (HEV) als eine

moglicherweise noch unverkannte Gefahrenquelle zu diskutieren.
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Aus diesen Erkenntnissen und dem allgemeinen Bestreben der stetigen
Verbesserung Risikoquellen auch rechtzeitig zu erkennen, entstand die Motivation
zu der vorliegenden Arbeit, eine Nukleinsaure Amplifikations Technik (NAT) zu
entwickeln, mit der Untersuchungen an Plasma Pool Proben auf HEV Kontamination

erfolgen kénnen.

Im ersten Abschnitt der Arbeit konnte durch das Referenzmaterial mit dem Titel ,1st
World Health Organization International Standard for Hepatitis E Virus RNA Nucleic
Acid Amplification Techniques (NAT)-Based Assays®, PEI code 6329/10 des Paul-
Ehrlich-Institut, Paul-Ehrlich-Str. 51-59, 63225 Langen, Germany, eine analytische
Methode ausgearbeitet werden, mit der es mdoglich ist, geringe Virusladungen von
10" Internationale Units/ml (IU/ml) in den Proben nachzuweisen. Damit konnte die
Isolierung der Virusgenome, die Reverse Transkription (RT), die Polymerase
Kettenreaktion (PCR) und Agarosgelelektrophorese optimal an die Aufgabenstellung

angepasst werden.

Im zweiten Abschnitt der Arbeit erfolgten mit dem standardisierten Verfahren
Untersuchungen an Plasmapool Proben. Bei der Probenwahl konnte auf ein grof3es
Spektrum von Plasmapool Proben zugegriffen werden. Sie wurden durch
verschiedene Firmen fir eine Chargenfreigabe bei der AGES (Medizin-
marktiiberwachung) eingereicht. Bei keiner der verwendeten Proben war mit den
gesetzlich vorgegebenen Untersuchungen eine Kontamination mit einem Pathogen
festzustellen. Bei den insgesamt 16 untersuchten Proben war eine Probe mit HEV
kontaminiert. Aus Zeit- u. Materialgrinden war es nicht mdglich, eine weitere
Untersuchung der positiven Pool Probe zur statistischen Absicherung

durchzufuhren.
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6 Abstract

HEV was identified for the first time as the main cause of epidemic and endemic
enteral diseases in 1980 in India. Four major genotypes (1-4) occur in mammals and
one HEV genotype is specific for bird infections. Genotype 1 occurs mainly in Asia
and in Africa, Genotype 2 in Mexico, Genotype 3 in industrial countries, and

Genotype 4 can be found in individual cases in Asia.

An epidemic spread of HEV by contaminated water is typical for areas with poor
sanitation. This makes HEV to a major health problem in the developing countries.
In industrialized countries, the risk of viral infection is related to two main causes:
while Genotypes 1 and 2 occur only in human, Genotypes 3 and 4 affect humans
and animals (e.g. wild boar and deer). Due to improper preparation of relevant food
prior to consumption, a zoonotic spread of Genotypes 3 and 4 is thus a potential risk
source of infection exposure. Another possible route of a viral transmission is from
human to human through HEV-contaminated blood transfusions (blood, blood
plasma).

However, the use and processing of human plasma is subject to a number of strict
controls. Except for general precautionary measures, such as the selection of
donors, plasma pools undergo a number of standardized tests aimed at detecting
pathogenic germs prior to further use of plasma. It involves especially the detection
of viral contamination, such as the Human Immunodeficiency Virus (HIV) and the
Hepatitis Viruses (HAV, HBV, HCV). Nevertheless, the avoidance of the risk of
infection can be limited only to those pathogens occurrence of which is tested in
plasma. Advances in research offer new knowledge about new pathogens. This led
the research community to discuss Hepatitis E Virus (HEV) as being one of

potentially still undetected sources of risk.

These findings and the general effort for continuous improvement in early
identification of the risk sources served as the motivation for writing this paper which
focuses on the development of a Nucleic Acid Amplification Technique (NAT) to be

used to test plasma pool samples for HEV contamination.
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In the first part of the paper, an analytical method was developed based on the
reference material titled “1st World Health Organization International Standard for
Hepatitis E Virus RNA Nucleic Acid Amplification Techniques (NAT) - based
assays,” PEIl code 6329/10 of the Paul-Ehrlich-Institut, Paul- Ehrlich-Str. 51-59,
63225 Langen, Germany, enabling the detection of low viral loads of 10
International Units per ML (IU/ML) in samples. In order to fulfill this task, it was
possible to optimize the isolation of viral genome, the reverse transcription (RT), the

polymerase chain reaction (PCR) and agarose gel electrophoresis.

The second part of this paper deals with the standardized procedural testing of
plasma pool samples. A wide range of plasma pool samples was available when
selecting samples. Samples were submitted by various companies to AGES
(Medical Market Surveillance Institute) for licensing. The statutory tests confirmed by
none of the used samples a contamination with pathogens. However, from among
the total of 16 tested samples, one sample tested positive for HEV contamination.
Due to time and material restrictions, it was impossible to conduct any further
examination of the positive pool sample which would have been needed for the
purposes of statistical verification.
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Anhang

Phylogenetischer Baum

Der phylogenetische Baum zeigt die Einteilung der verwendeten HEV Subtypen in
die Genotypen 1-4 (Abbildung enthommen aus Sally A. Baylis, 2011 [20]).

|
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FJ010232-40swchns

1100

73

ABOY1295-4C50pan ]
ABOOTE 240 japan |
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Abbildung A: Phylogenetischer Baum der verschiedenen HEV Subtypen die fur die Entwicklung der
Methode verwendet wurden. Es sind die Accessions Numbers der Subtypen zu sehen und zu welchem
Genotyp sie gehodren. HE3, HE104, RKI und HE15 bezeichnen die HEV-Stdmme welche die
Ausgangsbasis fiir die Genotypisierung. lhre Sequenzen am ORF 2 dienten der Zuordnung der
anderen HEV Stdmme zu den entsprechenden Genotypen. In einer Gruppe selbst erfolgte eine weitere
Unterscheidung Uber die Sequenzen am ORF 1 (Abbildung entnommen aus Sally A. Baylis, 2011 [67]).
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Anhang

Tabelle mit den Accession numbers aller verwendeten HEV Subtypen
welche die genomische Grundlage der vorliegenden Arbeit bilden.

N&here Informationen zu den einzelnen Subtypen kénnen mit

ihrer Accession

number, in der Datenbank des National Center for Biotechnology Information
(NCBI), abgefragt werden.

AB248522
AB222183
AB189074
AB290312
AB091395
AB074920
AB248520
EU723516

AF45578

EU360977 FJ527832 AB630971 AB246676 AB222184
AB222182 EU723512 AB291955 AB443625 AB236320
AB443623 AB091394 AB189070 AB189071 AB369689
EU375463 AB291961 AF060669 FJ610232 AF082843
FJ426403 AB291959 AB097812 AB089824 AB630970
AB481228 AF060668 AY594199 FJ956757 AB161717
AB291958 FJ705359 AB481226 AB248521 EU723514

AB291962
AB481229
EU723513

FJ426404
AB074918
AB108537
EU723515

EU495148 AB369687 M74506 M80581 L25595 L08816 FJ457024
D10330 M73218 AF185822 X99441 AF051830 X98292 AY204877 AY230202
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Anhang

Das multiple Alignment zeigt die Sequenzabschnitte aller verwendeten
HEV Stamme worauf sich die Bindungsstellen fur den Primer sense

und antisense befinden.

Primerbindungsstelle sense [5- >3'] GGGTGGAATGAATAACATGT

i131339153|dbj|AB108537.1
i1110556578|dbj|AB248520.1
11219571267 |dbj |AB291958.1]|
i|238801039|gb|F3705359.1]|
1223670933 |dbj |AB481226.1|
i]110556582 |dbj |AB248521.1]
i1221048140|gb|EU723514.2
11198417673 |gb|EU723515.1
11198417693 |gb|EU723516.1
188529995 |gb|EU495148.1
i]187859439|dbj|AB369687.1
330017 |gb|M74506.1|HPENSSP
329997 |gb|M80581.1|HPEA
i|784877|gb|L25595.1|HPEORFS
330001 |gb|L08816.1| HPEGENSA
215794103 |gb|F1457024.1]

i 1221704 |dbjTD10330.1|HPEHEV
i 330023 |gb[M73218.1|HPESVP
110336832 |gb|AF185822.1|
i|1480238|emb|Xx99441.1]|
i14033730|gb|AF051830.1]
i]1370097 | emb | X98292.1|
i|34808944|gb|AY204877.1|
29374143 |gb|AY230202.1]|
1129134860 |gb|AF455784.1|

i 1110556586 | dbj | AB248522.1]
i 169805240 | gb]EU360977.1]
226693068 |gb|F1527832.2]
i 1339639477 | dbj | AB630971.1|
184875483 |dbi]

i 82568720 | dbj [AB222184 .1
1219571283 |dbj |AB291962.1]|
i 82568716 |dbj|AB222183.1]
i|82568712|dbj |AB222182.1]|
i 1221048139 | gb | EU723512.2 |
i 1219571255 | dbj [AB291955.1|
i 218775136 | db3 | AB443625.1]
i 190403225 |dbj]AB236320.1]
i 1223670945 |dbj | AB481229.1|

AB246676.1|

56377994 |dbj | AB189074.1|

11218775128 | dbj |AB443623. 1]
i 28971644|dbj?

AB091394.1|
56377978|dbj|AB189070.1]|
56377982 |dbj|AB189071.1|

i 1187859447 | dbj | AB369689. 1]
11198417637 | gb]EU723513.1]
i 1150000169 | dbj [AB290312. 1
i 170517049|gb?
11219571279 | dbj [AB291961.1|
114321757 gb| AF060669.1 |
11222875493 |gb|F1610232.1|
i 14033766]gb]AF082843.1]
11213959382 | gb | F1426404.1
128971648 d gIABO91395.1
11213959378 g

11219571271 |dbj | AB291959. 1
11255529342 | gb] F1956757.1

EU375463.1]|

|F1426403.1

50950102 |dbj|AB161717.1

CGGAGGTTAGAATGAATAACATGT-TGTGTGCATCGCCCATGG-GAA--C
CAGAGGTTAGAATGAATAACATGT-TTTGTGCATTGCCCATGG-GGT--C
CATCGGGTGGAATGAATAACATGT-TTTGTGCATTGCCCATGG-GAT--C
CAGCGGGTGGAATGAATAACATGT-TTTGTGCATCGCCCATGG-GTT--C
CAGCGGGTGGAATGAATAACATGT-CTTGTGCATTGCCCATGG-GAT--C
TATCGGGTGGAATGAATAACATGT-CTTGTGCATCGCCCATGG-GAT--C
CAGCGGGTGGAATGAATAACATGT-CTTGTGCATCGCCCATGG-GAT--C
CAGCGGGTGGAATGAATAACATGT-TTTGTGCATCGCCCATGG-GAT--C
CAGCGGGTGGAATGAATAACATGT-TTTGTGCATCGCCCATGG-GAT--C
CAGAGGCTGGAATGAATAACATGT-TCTGTGCATCGCCCATGG-GTT--C
CAGCGGGTGGAATGAATAACATGT-CTTGTGCATCGCCCATGG-GAT--C
CAGCGGGTGGAATGAATAACATGT-CTTGTGCATCGCCCATGG-GAT--C
CAGCGGGTGGAATGAATAACATGT-CTTGTGCATCGCCCATGG-GAT--C
CAGCGGGTGGAATGAATAACATGT-CTTGTGCATCGCCCATGG-GAT--C
CAACGGGTGGAATGAATAACATGT-CTCGTGCATCGCCCATGG-GAT--C
CAGCGGGTGGAATGAATAACATGT-CTTGTGCATCGCCCATGG-GAT--C
CAGCGGGTGGAATGAATAACATGT-TTTGTGCATCGCCCATGG-GAT--C
CAACGGGTGGAATGAATAACATGT-CTCGTGCATCGCCCATGG-GAT--C
CAACGGGTGGAATGAATAACATGT -CTCGTGCATCGCCCATGG-GAT--C
CAGCGGGTGGAATGAATAACATGT-CTTGTGCATCGCCCATGG-GAT--C
CAGAGGCTGGAATGAATAACATGT-TTTGTGCATCGCCCATGG-GTT--C
CAGCGGGTGGAATGAATAACATGT-CTTGTGCATTGCCCATGG-GAT--C
CAGAGGTTGGAATGAATAACATGT-TCTGTGCATCGCCCATGG-GAT--C
CAGAGGTTGGAATGAATAACATGT-TCTGTGCATCGCCCATGG-GAT--C
CAACGGGTGGAATGAATAACATGT-CTTTTGCATCGCCCATGG-GAT--C
CATCGGGTGGAATGAATAACATGTTCTTTTGCTCTGTGCATGGAGATGCC
CAGCGGGTGGAATGAATAACATGT-CTTTTGCATCGCCCATGG-GAT--C
CAGCGGGTGGAATGAATAACATGT-CTTTTGCATCGCCCATGG-GAT--C
TACCGGGTGGAATGAATAACATGTTCTTTTGCTCTGTGCATGGAGATGCC
CAGCGGGTGGAATGAATAACATGT-CTTTTGCATTGCCCATGGGA---CC
CATCGGGTGGAATGAATAACATGTTCTTTTGCTCTGTGCATGGAGATGCC
CAGAGGTTGGAATGAATAACATGTTCTGT-GCATTGCCCATGG-GAT--C
CATCGGGTGGAATGAATAACATGT TCTTTTGCTCTGTGCATGGAGATGCC
CATCGGATGGAATGAATAACATGTTCTTTTGCTCTGTGCATGGAGATGCC
CAGAGGTTAGAATGAATAACATGT -TGTGTGCATCGCCCATGG-GAT--C
CAGAGGTTAGAATGAATAACATGT -TGTGTGCATCGCCCATGG-GAT--C
CAGCGGGTGGAATGAATAACATGT -TTTGTGCATTGCCCATGG-GAT--C
CAGAGGTTGGAATGAATAACATGT -TGTGTGCATCGCCCATGG-GAT--C
CAGAGGTTGGAATGAATAACATGT -TGTGTGCATCGCCCATGG-GAT--C
CAGAGGTTGGAATGAATAACATGT -TTTGTGCATCGCCCATGG-GAT--C
CAGAGGTTGGAATGAATAACATGT -TTTGTGCATCGCCCATGG-GAT--C
CAGAGGTTGGAATGAATAACATGT -TTTGTGCATCGCCCATGG-GAT--C
CAGAGGTTAGAATGAATAACATGT -CTTGTGCATCGCCCATGG-GAT--C
CAGAGGTTGGAATGAATAACATGT -TTTGTGCATCGCCCATGG-GAT--C
CACCGGTCTGAATGAATAACATGT -GGTTTGCTGCGCCCATGG-GTTCGC
TGTCGGGTGGAATGAATAACATGT-CTTTTGCTGCGCCCATGG-GTTCGC
AGTCGGGTGGAATGAATAACATGT-CTTTTGCTGCGCCCATGG-GTCCGC
TGTCGGGTGGAATGAATAACATGT-CTTCTGCTGCGCCCATGG-GTTCGC
TGTCGGGTGGAATGAATAACATGT -CTTCTGCTGCGCCCATGG-GTTCGC
TGTCGGGTGGAATGAATAACATGT -CTTTTGCTGCGCCCATGG-GTTCGC
TGTCGGGTGGAATGAATAACATGT -CTTTTGCTGCGCCCATGG-GTTCGC
TGTCGGGTGGAATGAATAACATGT-CTTTTGCTGCGCCCATGG-GTTCGC
TGTCGGGTGGAATGAATAACATGT-CTTTTGCTGCGCCCATGG-GTTCGC
TGTCGGGTGGAATGAATAACATGT-CTTTTGCTGCGCCCACGG-GTTCGC
TGTCGGGTGGAATGAATAACATGT -CTTTTGCTGCGCCCATGG-GTTCGC
TGTCGGGTGGAATGAATAACATGT -CTTTTGCTGCGCCCATGG-GTTCGC
TGTCGGGTGGAATGAATAACATGT -CTTTTGCTGCGCCCATGG-GTTCGC
CAGAGGCTAGAATGAATAACATGT -CTTGTGCATCGCCCATGG-GATCGC

23 FkkAk Rk hhh ki *% *  kk k% *

5171
5175
5166
5168
5168
5168
5168
5168
5168
5171
5148
5143
5168
5168
5143
5143
5150
5169
5152
5148
5146
5168
5172
5172
5193
5185
5167
5163
5168
5163
5144
5183
5159
5165
5210
5170
5168
5171
5171
5258
5233
5233
5258
5151
5112
5112
5141
5118
5142
5142
5142
5091
5142
5142
5141
5101
5140
5155
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Anhang

Primerbindungsstelle antisense [5°- >3'] GGGTTGGTTGGATGAATATAGG

i 31339153|dbg AB108537.1
i 1110556578 |dbj
11219571267 |dbj |AB291958.1]|
i|238801039|gb|F3705359.1]|
1223670933 |dbj |AB481226.1|
i]110556582 |dbj |AB248521.1]
i1221048140|gb|EU723514.2
11198417673 |gb|EU723515.1
11198417693 |gb|EU723516.1
1188529995 |¢g
i]187859439|dbj|AB369687.1
i 330017 |gb|M74506.1|HPENSSP
329997 |gb|M80581.1|HPEA
i|784877|gb|L25595.1|HPEORFS
330001 |gb|L08816.1| HPEGENSA
215794103 |gb|F1457024.1]

i 1221704 |dbjTD10330.1|HPEHEV
i 330023 |gb[M73218.1|HPESVP
110336832 |gb|AF185822.1|

i 1110556586 | dbj | AB248522.1]
i 169805240 | gb]EU360977.1]
1226693068 |gb|F1527832.2]
i 1339639477 | dbj | AB630971.1|
184875483 |dbi]

i 82568720 | dbj [AB222184.1|
1219571283 |dbj |AB291962.1]|
i 82568716 | dbj|AB222183.1]
i|82568712|dbj |AB222182.1]|
i 1221048139 | gb | EU723512.2 |
i 1219571255 | dbj [AB291955.1|
i 218775136 | db3 | AB443625.1]
i 190403225 |dbj|AB236320.1]
i1223670945|dbj |AB481229.1]|

AB246676.1|

56377994 |dbj|AB189074.1|

11218775128 | dbj |AB443623. 1
i 28971644|dbjf

AB091394.1]|
56377978|dbj|AB189070.1]|
56377982 |dbj|AB189071.1|

11187859447 | dbj | AB369689. 1|
11198417637 | gb]EU723513.1]
i 1150000169 | dbj [AB290312. 1|
i 170517049|gb?
11219571279 | dbj [AB291961.1
114321757 gb| AF060669.1 |
11222875493 |gb|F1610232.1|
i 14033766]gb]AF082843.1]
11213959382 |gb | F1426404.1|
128971648 |d gIABO91395.1|
11213959378 g
11219571271 | dbj | AB291959.1 |
1129893093 | dbj]1AR097812.1]
i 126665375 |db3 | AB089824.1]
11339639473 | dbj |AB630970.1|
11223670941 | dbj [AB481228 .1
114321753 | gb | AF060668. 1 |

i 146850001 gb |AY594199.1 |
11255529342 gb|F1956757.1

EU375463.1]|

|F1426403.1]|

50950102 |dbj|AB161717.1
|AB248520.1

o

EU495148.1

1480238 emb[Xx99441.1|

i14033730|gb|AF051830.1]
11370097 |emb | X98292.1]

i|34808944|gb|AY204877.1]|
i]29374143|gb|AY230202.1|
i129134860|gb|AF455784.1|

GCCCTTCGCCCTCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTTGCCGCCGACG
GCCCTTCGCCCTCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTTGCCGCCGACG
GCCCTTCGCCCTCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTCGCCGCCGATG
GCCCTTCGCCCTCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTCGCCGCCGATG
GCCCTTCGCCCTCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTCGCTGCCGACG
GCCCTTCGCCCTCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTCGCCGCCGATG
GCCCTTCGCCCTCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTCGCCGCCGATG
GCCCTTTGCCCTCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTCGCCGCCGATG
GCCCTTCGCCCTCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTCGTCGCCGATG
GCCCTTCGCCCTCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTTGCCGCCGACG
GCCCTTCGCCCTCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTCGCCGCCGATG
GCCCTTCGCCCTCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTCGCCGCCGATG
GCCCTTCGCCCTCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTCGCCGCCGATG
GCCCTTCGCCCTCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTCGCCGCCGATG
GCCCTTCGCCCTCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTCGCCGCCGATG
GCCCTTCGCCCTCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTCGCCGCCGATG
GCCCTTCGCCCTCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTCGCCGCCGATG
GCCCTTCGCCCTCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTCGCCGCCGATG
GCCCTTCGCCCTCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTCGCCGCCGATG
GCCCTTCGCCCTCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTCGCCGCCGATG
GCCCTTCGCCCTCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTTGCCTCCGACG
GCCCTTCGCCCTCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTCGCCGCCGATG
GCCCTTCGCACTCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTCGCCGCCGATG
GCCCTTCGCCCTCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTTGCCGCCGACG
GCCCTTCGCCCTCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTCGCCGCCGATG
GCCCTTCGCCCTCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTCGCATCTGACA
GCCCTTCGCCCTCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTCGCTGCCGATG
GCCCTTCGCCCTCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTCGCCGCCGATG
GCCCTTCGCCCTCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTCGCATCTGACA
GCCCTTCGCCATCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTCGCCGCCGATG
GCCCTTCGCCCTCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTCGCATCTGACA
GCCCTTCGCCCTCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTCGCATCTGACA
GCCCTTCGCCCTCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTCGCCGCCGATG
GCCCTTCGCCCTCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTCGCCGCCGATG
GCCCTTCGCCCTCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTCGCCGCCGATG
GCCCTTCGCCCTCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTCGCCGCCGATG
GCCCTTCGCCCTCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTCGCATCTGACA
GCCCTTCGCCCTCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTTGCCGCCGACG
GCCCTTCGCCCTCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTCGCATCTGACA
GCCCTTCGCCCTCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTCGCATCTGACA
GCCCTTCGCCCTCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTTGCCGCCGACG
GCCCTTCGCCCTCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTTGCCGCCGACG
GCCCTTCGCCCTCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTTGCCGCCGATG
GCCCTTCGCCCTCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTTGCCGCCGACG
GCCCTTCGCCCTCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTTGCCGCCGACG
GCCCTTCGCCCTCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTTGCCTCCGACG
GCCCTTCGCCCTCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTTGCCTCCGACG
GCCCTTCGCCCTCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTTGCCTCCGACG
GCCCTTCGCCCTCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTTGCCTCCGACG
GCCCTTCGCCCTCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTCGCCGCCGACG
GCCCTTCGCAATCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTTGCCCCAGACG
GCCCTTCGCAATCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTCGCCCCCGATG
GCCCTTCGCAATCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTCGCCCCCGATG
GCCCTTCGCAATCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTCGCCCCCGATG
GCCCTTCGCAATCCCCTATATTCATCCAACCAACCCTTTCGCCCCGAATG
GCCCTTCGCAATCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTCGCCCCCGATG
GCCCTTCGCAATCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTCGCCCCCGATG
GCCCTTCGCAATCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTCGCCCCCGATG
GCCCTTCGCAATCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTCGCCCCCGATG
GCCCTTCGCAATCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTCGCCCCCGATG
GCCCTTCGCAATCCCCCATATTCATCCAACCAACCCCTTTGCCCCCGATG
GCCCTTCGCAATCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTCGCCCCCGATG
GCCCTTCGCAATCCCCTATATTCATCCAACCAACCCCTTCGCCCCCGATG
9CCCTTC?gCCT?Q$CTATATTCATCCAACCAACCCCTTTGCCGECG%CG

* kkEhkhkhkhkkkdhhdhhkhkikdk ik *
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RT-PCR Programm fir Light Cycler Roche Version 3.5

Anhang

Das RT-PCR Programm zeigt das fur die analytische Methode entwickelte Touch
Down PCR Programm.

Programm: Reverse Transkription Type: None Cycles: 1

Segment Temperatur Hold Time (Slope [2° Target [Step Size |Step Delay |Acquisition
Number Target (°C) (sec) (°C/sec) [Temp(°C) |(°C) (Cycles) Mode

1 50 1800 20,00 0 0 0 None
Programm: Enzym Aktivierung Type: None Cycles: 1

Segment Temperatur Hold Time |Slope |2° Target |Step Size |Step Delay |Acquisition
Number Target (°C) (sec) (°Cl/sec) [Temp(°C) |(°C) (Cycles) Mode

1 95 900 20,00 |0 0 0 None
Programm: TD 1 Type: None Cycles: 5

Segment Temperatur Hold Time |Slope |2° Target |Step Size |Step Delay |Acquisition
Number Target (°C) (sec) (°C/sec) [Temp(°C) |(°C) (Cycles) Mode

1 95 10 20,00 |0 0 0 None

2 59 10 20,00 |0 0 0 None

3 72 30 20,00 |0 0 0 None
Programm: TD 2 Type: None Cycles: 5

Segment Temperatur Hold Time [Slope [2° Target [Step Size |Step Delay |Acquisition
Number Target (°C) (sec) (°Cl/sec) [Temp(°C) |(°C) (Cycles) Mode

1 95 10 20,00 |0 0 0 None

2 58 10 20,00 |0 0 0 None

3 72 30 20,00 |0 0 0 None
Programm: TD 3 Type: None Cycles: 5

Segment Temperatur Hold Time |Slope [2° Target [Step Size |Step Delay |Acquisition
Number Target (°C) (sec) (°Cl/sec) [Temp(°C) |(°C) (Cycles) Mode

1 95 10 20,00 |0 0 0 None

2 57 10 20,00 |0 0 0 None

3 72 30 20,00 |0 0 0 None
Programm: TD 4 Type: None Cycles: 5

Segment Temperatur Hold Time [Slope |2° Target |Step Size |Step Delay |Acquisition
Number Target (°C) (sec) (°Cl/sec) [Temp(°C) |(°C) (Cycles) Mode

1 95 10 20,00 |0 0 0 None

2 56 10 20,00 |0 0 0 None

3 72 30 20,00 |0 0 0 None
Programm: TD 5 Type: None Cycles: 5

Segment Temperatur Hold Time |Slope |2° Target |Step Size |Step Delay |Acquisition
Number Target (°C) (sec) (°Cl/sec) [Temp(°C) |(°C) (Cycles) Mode

1 95 10 20,00 |0 0 0 None

2 55 10 20,00 |0 0 0 None

3 72 30 20,00 |0 0 0 None
Programm: TD 6 Type: None Cycles: 5
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Segment Temperatur Hold Time |Slope |2° Target |Step Size |Step Delay |Acquisition
Number Target (°C) (sec) (°Clsec) [Temp(°C) |(°C) (Cycles) Mode

1 95 10 20,00 0 0 0 None

2 54 10 20,00 0 0 0 None

3 72 30 20,00 |0 0 0 None
Programm: TD 7 Type: None Cycles: 5

Segment Temperatur Hold Time [Slope |2° Target |Step Size |Step Delay |Acquisition
Number Target (°C) (sec) (°Clsec) [Temp(°C) |(°C) (Cycles) Mode

1 95 10 20,00 0 0 0 None

2 53 10 20,00 |0 0 0 None

3 72 30 20,00 |0 0 0 None
Programm: TD 8 Type: None Cycles: 5

Segment Temperatur Hold Time (Slope [2° Target [Step Size |Step Delay |Acquisition
Number Target (°C) (sec) (°Cl/sec) [Temp(°C) |(°C) (Cycles) Mode

1 95 10 20,00 |0 0 0 None

2 52 10 20,00 |0 0 0 None

3 72 30 20,00 |0 0 0 None
Programm: TD 9 Type: None Cycles: 10
Segment Temperatur Hold Time [Slope [2° Target [Step Size |Step Delay |Acquisition
Number Target (°C) (sec) (°Cl/sec) [Temp(°C) |(°C) (Cycles) Mode

1 95 10 20,00 |0 0 0 None

2 50 10 20,00 |0 0 0 None

3 72 30 20,00 |0 0 0 None
Programm: TD 10 Type: None Cycles: 35
Segment Temperatur Hold Time |Slope |2° Target |Step Size |Step Delay |Acquisition
Number Target (°C) (sec) (°Cl/sec) [Temp(°C) |(°C) (Cycles) Mode

1 95 10 20,00 |0 0 0 None

2 48 10 20,00 |0 0 0 None

3 72 30 20,00 |0 0 0 None
Programm: Extension Type: None Cycles: 1

Segment Temperatur Hold Time |Slope |2° Target |Step Size |Step Delay |Acquisition
Number Target (°C) (sec) (°Clsec) [Temp(°C) |(°C) (Cycles) Mode

1 72 120 20,00 |0 0 0 None
Programm: Cooling Type: None Cycles: 1

Number Target (°C) (sec) (°Cl/sec) [Temp(°C) |(°C) (Cycles) Mode

1 40 5 20,00 |0 0 0 None
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Eigenhandig unterfertigte Erklarung

“Ich erklare, dass ich die vorliegende Masterarbeit selbst verfasst habe und dass ich
dazu keine anderen als die angefiihrten Behelfe verwendet habe. Aul3erdem habe
ich die Reinschrift der Masterarbeit einer Korrektur unterzogen und ein

Belegexemplar verwahrt.”

Bernd Ivanis Bakk. techn.
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LEBENSLAUF

01/2013 — dato

07/2011 — 05/2012
04/2001 - 08/2003
04/1996 — 03/2001
06/1993 — 03/1996

08/1991 — 11/1992

09/1986 — 06/2001

10/2008 — dato
10/2004 — 08/2008

09/2003 — 06/2004
1994 und 1996

03/1991 - 06/1991
09/1986 — 02/1990

09/1985 — 06/1986
09/1977 — 06/1985

Bernd Ivanis, Bakk. techn.
Bahnstrasse 47

A-2294 Marchegg

geboren am 19.06.1971
+43/ 699/ 11545490
Osterreichischer Staatsbuirger
bernd.ivanis@gmx.at

BERUFSERUFAHRUNG

Baxter AG, Manufacturing Operator |l

Freier Dienstnehmer, AGES Medizinmarktaufsicht
Fa Mohr Morawa, Lagerarbeiter

Selbststandig als gew. Masseur

Dr. Lazlo Nemeth, Orthopéade, als Heilmasseur u.
Heilbademeister

Kurzentrum Ludwigsdorff, als Heilmasseur u.
Heilbademeister

Fa. Waagner Biro AG, als Lehrling u. Schlosser

AUSBILDUNG

Masterstudium Biotechnologie, BOKU Wien
Bachelorstudium Lebensmittel u. Biotechnologie,
BOKU Wien

Studiumsberechtigungsprifung, VHS Floridsdorf
Gewerbepriufung fur das gebundene Gewerbe der
Masseure, Unternehmerprifung u. Ausbildnerprifung
Ausbildung zum Heilmasseur u. Heilbademeister
Lehre zum Allgemein Schlosser bei der Fa. Waagner
Biro AG, Facharbeiterpriifung abgelegt
Polytechnischer Lehrgang, Ganserndorf

Volks- u. Hauptschule, Marchegg

Seite 72 von 72


mailto:bernd.ivanis@gmx.at

