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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Mikroarrays

Seit dem Jahr 2001 ist das menschliche Genom sequenziert ! und nun gilt es in diesem
,Buch” lesen zu konnen, d.h. Gene zu identifizieren und ihr komplexes Zusammenspie zu
entschlisseln. Mit Hilfe von Mikroarrays konnen entsprechende  Experimente, z.B. die
differentidlle Genomanadyse im Hochdurchsatz, die Vednderung der Genexpresson, die
Wechsdwirkungen von Genen, sowie Untersuchungen enzene Gene oder Allee
durchgefuihrt werden. Das Prinzip der Mikroarrays beruht auf einer spezifischen Erkennung
zweier DNA oder RNA Strange: Ist die Sequenz einer Probe zu der des zu andyserenden
RNA- oder DNA-Fragments komplementd&r, so kann se auf Grund der Watson-Crick
Basenpaarung sdlektiv hybridiseren und dann anhand von Markierungen, z.B. radioaktiv
oder mit (Fluoreszenz-) Farbstoffen detektiert werden. Die Grundlage it die spezifische
Detektion von DNA, immobilisart auf Nitrocdlulose-Membranen, wie se Edwin Southern
ds erser beschricben hat [@. Der technologische Fortschritt wie beispielsweise
postioniergenaue  Robotersyseme  und die  Bioinformatik erméglichen  ene enorme
Miniaturiserung ). Wahrend mit dem Southern-Blot nur ein Gen zur Zeit untersucht
werden konnte, i es nun moglich, Uber eine Million Spots pardld auf kleindem Raum zu
untersuchen . Die Herstdlung von Mikroarrays efolgt dabei Uber Kontaktprinting,
Pipettiersysteme ¥ oder der in-situ Synthese von Oligonukleotiden auf der Oberflache z.B.
mit photolithographischen  Verfahren [®1.  Die Hauptanwendungsgebiete der  DNA-
Mikroarrays snd die Bestimmung des Expressondevels von Genen (Sehe Abbildung 1-1)
und die I dentifizierung von Sequenzen z.B. flr Mutationsuntersuchungen.

Fur die Genexpressonsandyse gibt es zwel Vaianten von Mikroarrays. Zum Einen konnen
lange DNA-Fragmente auf dem Slide immobiliset werden, zB. PCR-Fragmente oder
cDNAs Se eziden hohe Sgndintedtéden nach der Hybridiserung, was fur die
Detektion schwach exprimierter Gene wichtig is. Zum Anderen gibt es Oligonukleotid-
Mikroarrays, deren Nukleotide eine Lange zwischen 20 und 100 Basen aufweisen. Die
langen Oligonuklectide (ab 50mere) kommen ebenfdls bel der Expressonsandyse zum
Einsatz. Hierbei représentiert ein Oligonukleotid ein Gen oder ein Transkript [”). Die Firma
Affymetrix gdlt Mikroarrays fur die Genexpressons-Anadyse mit kurzen Oligonukleotiden
(25mere) her, die de in-situ (photolithographisch) synthetiseren. Jedes Gen wird hierbel
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von 11-20 enzelnen Oligonukleotid-Paaren abgedeckt. Ein Oligonukleotid-Paar besteht aus
einer Probe ohne Basenfehlpaarung und einer mit ener mittelsténdigen Basenfehlpaarung.

Auch in der Entdeckung und Erforschung neuer Medikamente spielt die DNA-Mikroarray-
Technik ene Rolle & 9. Mit Hilfe der Expressonsanayse konnen anhand veranderter
Expressonsprofile  der  behanddten Zdle(n) Anhdtspunkte auf  Wirksamkeit — oder
Nebenwirkungen der Medikamente emittedln  werden. Bel  Untersuchungen  von
Krankheitserregern werden Mikroarrays eingesetzt ' 'Y, So hat zB. Troesch et al. [*2
baserend auf der 16S rRNA 26 verschiedene Spezies des Mycobacteriums, Erreger der
Tuberkulose untersucht. Auch bel der Diagnose von Krebs werden DNA Mikroarrays
verwendet 3 14 Hierbei wird der Zdlstatus auf einer molekularen, genomweiten Ebene
untersucht. So kann jeder einzene Zdltyp anhand saines Expressonsprofils identifiziert
werden. Bisher gteht diese Art der Diagnostik nur den Forschern zur Verfligung. Um se
auch in der Klinik anwenden zu konnen, sind weitere klinische Studien notwendig.

1, Proben vorheraifung

Abbildung 1-1: Flussdiagramm einer Genexpressionsanalyse

Die Mikroarray-Technologie wird ebenfadls fir die Genotypiserung eingesetzt, zB. zur
Detektion von Einzelbasenaugtauschen (Single Nucleotide Polymorphism, SNPs)  Gber
Sngle Baxe Extenson (SBE) ). Hierbeéi werden kurze DNA-Strange definierter
Sequenzen, sog. TAGs, auf die aktivierte Oberflache, den Slide, gespottet. Diese dienen der
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Pogdtionierung auf dem Side. Die Primer fir die SBE bedehen aus den revers
komplement&ren Sequenzen der TAGs und der Sequenz des nachzuweisenden Allds.
Letztere wird so ausgewahlt, dass das 3' Ende eine Base vor der SNP-Postion endet. In der
SBE-Resgktion lagern sch die SBE-Primer spezifisch an die entsprechende  Alldsequenz
und ene Thermosequenase verlénget den SBE-Primer gemd? der Watson-Crick
Basenpaarung um das entsprechende ddNTP, welches durch Huoreszenzfarbstoffe
eindeutig zugeordnet werden kann. Das ddNTP verhindert eine weitere Verlangerung der
Primer und durch die spezifische Markierung des ddNTP mit enem Fuoreszenzfarbstoff,
kann bel der anschliel¥enden Hybridiserung die Art des Polymorphismus ermittelt werden.

Neben Experimenten mit markierten Targetmolekllen, gibt es auch Mikroarrays, auf denen
markierungsirel  detektiert werden kann. Als Beispid wird das Pyrosequencing auf DNA-
Mikroarrays zur Anayse von SNPs beschrieben 28!, Ganzlich ohne Markierung kommt die
reflectometric-interference-spectroscopy (RifS) Methode aus 71, Mit Hilfe der Interferenz-
Differenz ener Oberfliche mit aufgebrachten Fangeroligonukleotiden vor und nach der
Hybridiserung mit dem Tagetmolekil, &t dch en Hybridisierungsereignis ermitteln.
Hashimoto et al. zeigten, dass Minor Groove Binder, der spezifisch DNA bindet,
elektrochemisch aktiv i, und somit zur dektrochemischen Detektion von hybridiserter
DNA eingesetzt werden kann 8. Janbing et al. stellten die Eignung von Glasfaserarays

bei der funktionellen Genomanalyse vor [,
1.1.1 DNA-Mikroarrays

1.1.1.1 Oberflachen

Es gibt verschiedene Konzepte zur Bindung von Oligonukleotiden auf  aktivierten
Oberflachen.  Auf  nichtkovadente  Oberflachen, begpidsveise  poly-L-Lysn  oder
Aminoslan, binden die unmarkierten Oligonukleotide Uber Wasserstoffbriicken oder Uber
ionische  Wechsdwirkung der funktiondlen Gruppen mit dem negativ  geladenen
Phosphatriickgrat  des gespotteten Oligonukleotides. Bel  kovadenten Oberfléchen missen
die Oligonukleotide ene funktiondle Gruppe, z.B. eine Aminogruppe, tragen, mit der de
ene chemische Bindung auf Obeflachen mit zB. Aldehyd-, Isothiocyanat- (Sehe
Abbildung 1-2) oder Epoxy-Gruppen ausbilden. Zudem gibt es Dredimensonde
Obefléchen, die ene baumatige Polymerschicht aufbauen und durch  ihre
dredimensonde Struktur eine grofere Anzahl an resktiven Gruppen fir die Bindung der

3
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gespotteten  Oligonukleotiden  bereitstellen 2% 24 Es hat sch  hisher keine
Oberflachenmodifikation vollstdndig durchgesetzt.
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Abbildung 1-22  Schematische Darstellung einer  Slideoberflache nach  Aktivierung  mit
Phenylendiisothiocyanat und die Ausbildung einer Amidbindung mit einem aminomodifizierten

Oligonukleotid zu einer kovalenten Bindung.

1.1.1.2 DNA-Oligonukleotide

Die verschiedenen Anwendungen der  DNA-Mikroarays dgdlen  unterschiedliche
Angporiche an die Sendtivitdt bzw. Spezifitdée der Oligonukleotide. Beide Parameter
beainflussen sch gegensatig. Kirzere Oligonukleotide haben eine hthere Sengtivitét, die
langeren erreichen eine hohere Spezifitét gegenlber der  Zid-DNA. Oligonukleotide
zwischen 20 und 35 Nukleotiden Lange werden sowoh fir die Detektion von SNPs ds
auch in der Expressionsandyse verwendet. Be einem Affymetrix-Chip werden zwischen
11 und 20 Shortmers in-situ synthetisert, die en enziges Gen repréasentieren. Das it
notwendig, um die efordeliche Spezifitt zu erechen. Datber hinaus ig én
Oligonukleotid mit  ener mittedgdndigen  Basenfehlpaarung  zu  jedem  dieser
Oligonukleotide vorhanden. Diese mismaich Oligonukleotide dienen ebenfdls dazu die
Spezifitdéd der Hybridiserung zu gewdhrlegen. Eine Andysesoftware errechnet aus den
Sgndintendtéten der mismatch Oligonukleotide und der Pefect Match Oligonukleotide
einen endgiltigen Wert. Oligonukleotide zwischen 50 und 70 Nukleotiden Lange werden in
der Genexpressionsandyse angewendet. lhre Lange macht sie spezifisch fir ihre Zid-Gene.
Fiur SNP-Nachweise snd de auf Grund ihrer Lange ungeeignet, da enzene
Basenfehlpaarungen nicht mehr abgetrennt werden kénnen.



EINLEITUNG

Die Begriffe Senstivitd und Spezifitét werden hier im biologischen Sinn verwendet 2. In
Kapitd 1.1.6 werden de im bioinformatischen Sinne verwendet. Im biologischen Sinn wird
die Sengtivitét hier ds Nachweisgrenze be der Auswertung der Signdintendtéien nach der
Hybridiserung beschrieben. Durch die Lénge eines gebildeten cDNA-DNA-Hybrids wird
hier ene dé&kere Bindung erecht ds be den kirzeren cDNA-Oligonukleotid-Hybriden.
Mit Spezifitdt wird die Ubereingimmung der Reihenfolge der Nukleotidbasen bei  der
Bindung beschrieben. Dabel bildet nach der Watson-Crick Basenpaarung ein Cytosn mit
enem Guanin dre Wasserdoffbricken aus, Adenin mit Thymin dagegen zwe. Is die
Basenpaarung des Hybrids korrekt, so ist die Bindungstérke optimal. Se verringert Sch,
wenn ene Basenpaarung z.B. aufgrund ener Punktmutation nicht mehr komplementdr ig.
Je langer en Oligonukleotid ist, desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit, dass diese Sequenz
kein zweites Md in einem Pool von Sequenzen vorkommt. Das vermindert die Moglichkeit
der Kreuzhybridiserung, dh. Bindung an Nicht-Zidssquenzen. Kreuzhybridiserungen
konnen be kurzen Oligonukleotiden héufiger audftreten. Aufgrund ihrer geringeren Anzahl
an Basen und somit rdativ geingen Stabilitdée der Hybridbindung konnen cDNA-
Oligonukleotid-Hybride mit Basenfehlpaarungen durch  dringente  Hybridiserungs-  oder
Waschbedingungen im  Experiment von Hybriden ohne Basenfehlpaarung abgetrennt
werden. Dabel ig¢ die Lage der Basenfehlpaarung von Bedeutung. Mittelsténdige
Basenfehl paarungen konnen leichter abgetrennt werden ds endsténdige.

Eine vebessate Diskriminierung von enzenen Basenfehlpaarungen wird durch den
Einsatz von kiingtlichen Basenandoga erreicht, wie z.B. PNA und LNA (23 241,

Peptide Nucleotide Acids (PNA) unterscheiden sch im Aufbau zur DNA durch en N-(2-
Aminoethyl)glycin  Proteinriickgrat  andelle  des  Desoxyribosephosphat-Rickgrates.  Se
bilden mit der DNA Uber die Watson-Crick Basenpaarung B-DNA &hnliche Strukturen
aus %!, Diese PNA-DNA-Interaktionen sind spezifischer as entsprechende DNA-DNA
oder RNA-RNA Bindungen. Trotz des unterschiedlichen Aufbaus des Rickgrades gleichen
de in der Struktur der DNA. Neben der enormen biochemischen Stabilitét zeigt PNA ene
hohe Bindungssffinitét und hohe Spezifitét. PNA-DNA Duplexe ermdglichen die Detektion
dnes dnzenen Basenaustauschs bel niedrigeren Raumtemperaturen 2°! und daher sind hier
sSichere Unterscheidungen z.B. bel Mutationen maglich (27,

Eine wetere Form synthetischer Molekile sind Locked Nucleic Acids (LNA). Dabel
handdt es sch um bicyclische RNA-Andoga Wie PNAs, haben LNAs ene hohere
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Affinit zu ihren komplementaren Targetmolekilen 8 und kénnen somit zur Detektion

von SNP-Andysen, 2% 2% gber auch in der Genexpression eingesetzt werden 3%,

1.1.2 Tissue-Mikroarraysund Proteinarrays

Neben DNA-Mikroarrays gibt es noch eine Reihe weiterer Arten von Mikroarrays. Bel den
Tissue-Mikroarrays (TMA) werden bis zu 1000 Gewebeproben auf einen Side gebracht
und padld andyset 2. Berdts identifiziete Gene, die eine besimmte Rolle in der
Entwicklung oder dem Fortschreiten ener Krankheit spiden sollen, kdnnen mit Tissue-
Mikroarrays in-situ nachgewiesen werden 33!, Auf diese Weise kénnen die Erkenntnisse
aus den cDNA Mikroarays auf die TMAs Ubertragen und darlber hinaus noch erweltert
und vdidiet werden. Mehr noch, die TMAs konnen ds Quditdtskontrolle der
Immunhistochemie und der in-situ Hybridisierung dienen 41,

DNA-Mikroarays werden fir Expressonsuntersuchungen auf genomischen und dem
Transkriptom Level, dso der mRNA, herangezogen. Diese Daten lassen nicht unbedingt
auf die Proteinexpresson schlief®en. Die Funktionditét der Proteine hangt héufig von post-
trandationden Prozessen des Vorlauferproteins oder von Regulaionsmechanismen  des
Stoffwechselweges ab. Fur diese Art von Untersuchungen gibt es verschiedene
Anwendungen von Protein-Mikroarrays oder Ligand-Bindungs-Assays. Die Interaktion von
Proteinen wurde bisher mit dem sog. Yeast-two-Hybrid System untersucht ©°!. In einem
genomumfassenden Versuch haben Zhu et al. *® 5800 verschiedene rekombinante Proteine
von S. cerevisiae auf enem ProteomChip untersucht. Dazu wurden Genprodukte auf den
Chip gebracht und Uber 90% der Proteine dieses Organismus konnten untersucht werden.
Untersuchungen zur Charakteriserung und Identifizierung von DNA-bindenden Proteinen,
zB. Transkriptionsfaktoren, konnen mit DNA-Protein-Assays durchgefihrt werden 371,
Darlberhinaus  konnen mit Enzym-Substrat-Assays  verschiedene Enzyme  beschrieben
werden, z.B. Restriktionsenzyme, Peroxidasen, Phosphatasen und Proteinkinasen 35 38 391,
Mit Hilfe solcher Assays i es mdglich noch unbekannte Aktivitéien enzelner Enzyme zu
identifizieren.  Fir  Rezeptor-Ligand-Assays werden  klene  organische  Molekile
(small molecules) durch kombinatorische Festphasenchemie produziert [*® und in einem
Arrayforma  immobiliset. Diese  Mikroarays werden mit  fluorophormarkiertem
Targetproteinen inkubiert, um so neue Liganden zu identifizieren ®°. Immunoassays sind

[41]

von generdlem Interesse vor dlem fir diagnogtische Appliketionen Antigen+

Antikorper Interaktionen konnen so gescreent werden. Templin et al. haben achtzehn
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verschiedene Autoantigene, die as diagnostische Marker fir Autoimmunkrankheiten z.B.
rheumatische Erkrankungen dienen, immobilisert und so konnte eine pardlede Detektion
der verschiedenen Arten der Autoantikorpern durchgefiihrt werden 142,

1.1.3 Aufbringen der Fanger molektle

1.1.3.1 Spotten

For das Aufbringen von Oligonukleotiden oder Peptiden im Nanolitermal3stab i die
Vewendung von Pipettierrobotern  notwendig. Diese  erméglichen  die eforderliche
Pogtioniergenauigkeit und exakte Doserung klenger Volumina Es gbt  zwe
grundsdtzliche  Prinzipien von PRipettierobotern oder Arrayern. Bem  Kontaktverfahren
werden zum Aufbringen der Oligonukleotide Stahinadeln, sog. pins, verwendet. Se
tauchen in die zu spottende Lésung ein und setzen die Lésung auf der Slideoberfléche ab,
vermittelt durch Adhdsonskréfte, die be direktem Kontakt der Hissgket mit der
Sideoberflaiche wirken. Durch Variation in der Dauer des Slidekontaktes kann die
SpotgrofRe beainflusst werden. Je langer die Verwelldauer, desto grof3er ist der Spot. Jedoch
ig anzumerken, dass fir die Auswertung en kleiner (bis zu 200 um), klar abzugrenzender
Spot vortellhafter ist ds ein grolr Spot. Der Vortell der Kontaktverfahren liegt in der
Automatiserung. Zum Beispid gibt es den SpotArray der Frma PerkinrElImed in zwe
Audfihrungen, mit 24 und 72 Naddn (split pins). Im non-Kontaktverfahren werden die
Oligonuklectide entweder durch Druckluft auf den Slide gebracht (z.B. mit dem Topspotter
von IMTEK, Frelburg, Deutschland) oder durch PFezotechnik (z.B. GeSM, Dresden,
Deutschland; sehe Abbildung 1-3.

Piezoelektrischer
Kristall

Diise U
E::-:I_L = Fliissigkeit

L

Glastubus

inaktive Region

Abbildung 1-3: Schematische Zeichnung eines Piezo-Dispersers “¥  stellvertretend fur ein

non-Kontaktverfahren.
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Die Piezokeramik wird auf Glaskapillaren gebracht, durch Anlegen von Spannung Zzieht
dch diee Keamk zusammen und ermoglicht so die Abgabe klender, definierter
Hussgketsmengen. Mit diesem Vefahren wird die Oberfléche der Sides nicht beriihrt
und kann daher auch nicht beschadigt werden. Die Spotquditét, d.h. die Spotmorphologie
i bel diessr Technik, verglichen mit dem Kontakt-Verfahren, sehr gut. Kennzeichend fir
gne gute Spotquditdt it ene homogene Morphologiee Diese wird durch die
Spottinglésung und die Feuchtigkeit wahrend des Spotvorgangs erreicht und muss optimiert
werden. Allerdings wird mit diesen Pipettierrobotern kein Hochdurchsatz erreicht.

1.1.3.2 Photolithographie

Affymetrix hat 1993 die eden sogenannten high dendty Mikroarays mit  Uber
100.000 Spots pro Mikroarray auf den Markt gebracht, die in-situ auf dem Mikroarray
photolithographisch synthetisiert werden [,

Licht

(Entschiitzung)
EEEER ‘-'....}\-’]Il:i!(l.: EEm [-H EEEER
Lt PEEE | 1| 11
00000 » 00000 p OHOHOOO » TTO00
Waler

Y
GATCG
e ) iacTa ks R N WeIRY

\TTCCQG “«§ TTCCO® TTOHOHO€ TTOOO

Wieder-

holungen

Abbildung 1-4: Schematische Darstellung der photolithographischen in-situ Synthese von Oligonukleotiden

von Affymetrix, verandert nach 4.

Dazu entschiitzt ultraviolettes Licht die Stdlen auf der Oberflache, die fir den anstehenden
Syntheseschritt  vorgesehen dnd. Der  kritische  Schritt  hietbe  is  das prézise
Ubereinanderlagern der Maske Uber der Oberflache vor dem néchsten Syntheseschritt. Ist
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die entsprechende Stelle auf der Obefléche aktiviet, wird ene Loésung enes
Desoxynukleotides Uber die Obefldche gesplilt. Diese Desoxynukleotide tragen ihrerseits
wiederum Schutzgruppen, die im ndchgen Schritt durch UV-Eindrahlung  entschiitzt
werden. In einem zyklischen Vefahren entsehen so bis zu 25mere. Langere Sequenzen
and aufgrund ener schlechten Kupplungseffizienz wahrend der Synthese nicht méglich.
Ein weterer Effekt der in-situ Synthese sind die hdheren Fehlerraten in der Basenabfolge.
Die Folge snd nicht korrekt synthetiserte Sequenzen, was zu hoherer Kreuzreaktivitét

fuhren kann.

1.1.4 Messdatenanalyse

Typischewese werden fir das Audesen hybridiserter Mikroarrays Fluoreszenz- Scanner
eingesstzt. Das Detektiongprinzip berunt auf der Verwendung von Fuorophoren, die durch
Anregung mit ener betimmten Wdlenldnge in enen angeregten Zudand Uberflhrt
werden. Bedingt durch die aromatische Struktur der Fluorophore werden delokdiserte
p-Elektronen in en hoheres Energieniveau angehoben. Beim Zurtckfdlen auf den
Grundzustand wird die Energiedifferenz spontan ds Strahlung (Fluoreszenz) emittiert. Die
Hybridiserungen konnen durch Anregung der an die Tagetmolekile gekoppelten
Huorophore mit Hilfe einer Lichtquele sdektiv und quantitativ ermittelt werden. Es gibt
verschiedene Arten von Scannern. Be Gerdten mit polychromatischer Lichtquelle erfolgt
die Anregung universdl zB. durch ene Weldichtquelle, be der dle Fuorophore
gleichzetig angeregt werden. Die Detektion erfolgt Uber ausgewdhlte, eingdlbare Filter fir
die jewells verwendeten Farbgtoffe. Mit Hilfe ener CCD Kamera wird das emittierte Licht
eingefangen. Die Bdichtungszet bestimmt die Sengtivitét der Aufnahme. Daneben werden
auch Laser ds Lichtqudle engesstzt. Hier efolgt die Anregung Uber definierte
Wedlenldngen, die dem Anregungsoptimum des jeweligen Huorophores entsprechen.
Detektiert wird das emittierte Licht der Fluorophore ebenfals durch Filter, um den sog.
Crosstdk zu minimieren. Mit Hilfe von Photomultipliertubes (PMTs) wird hier die
Sengtivitt der Aufnahme bestimmt. Hierbel handdt es sch um ene dektronische
Vevidfdtigung des eingefangenen Lichtagnds Die Anzahl der Laser ist gerdteabhangig.
Die Art dieser Scanner kann ebenfdls in zwel Kategorien untertellt werden: konfoka und
nichtkonfoka. Bel den konfokden Scannern wird nur eine bestimmte Schicht der Spots
augelesen, wahrend bel den nichtkonfokalen Gerdten die gesamte Schichtdicke erfald

wird.
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1.1.5 Interpretation der Messdaten

Um Mesdaten interpretieren zu konnen, missen se zunéchst aufbereitet werden. Eine
Normdisgerung von Mesdaten is fir den Vergleich zwischen Ergebnissen mehrerer
Mikroarrayexperimente notwendig. Sie besatigt die Messfehler und Ungleichmadgkeiten.
De Haupttell der Publikationen beziglich DNA-Mikroarrays beschéftigt sch mit  der
Genexpressionsandyse (!, und von den dort behandelten Themen lassen sich nicht dle auf
die hier angewendete Art von Mikroarays Ubertragen. Eine Ubersicht, welche Daten bei
cDNA Mikroarrays normaisiert werden sollen, ist bei Brazma et al. in [*¢ beschrieben. Die
dort beschricbenen Daten dienen dazu, die cDNA Mikroaray Experimente zu
sandardisieren und somit unter den Forschergruppen vergleichbar zu machen.

Auf zwel Aspekte der Normdiserung soll hier néher eingegangen werden: &b wann i en
Sgnd ds Sgnd zu weten und wie sollen zwa Arrays mitenander verglichen werden?
Die Frage, was en Signd ig, d.h. wie hoch muss der Unterschied zwischen Hintergrund
und schwachem Signd sain, damit ein Sgnd ds solches gewertet werden kann, diskutiert
Quackenbush in “1. Danach =ollte én Signd mindestens so hoch sein wie der Slide-
Hintergrund nach der Hybridiserung plus zwel Standardabweichungen. Bel der Frage nach
dem Vergleich zweler Arrays gibt es in der Genexpresson zwel Moglichkeiten. Man kann
globa, dh. Uber die Signdintensititen des gesamten Arrays gemittelt 8 normieren, oder
Uber housekeeping Gene, deren Signdintensitét unverandert bleiben solite. Diese Art  wird
ds interne Normierung bezeichnet. Externe Normierung wird mit sog. spiking Kontrollen
durchgefihrt. Artifizidle Sequenzen oder Proben werden in bekannter Konzentration zu der
Hybridiserungdésung gegeben und sollten dann immer gleche Signde liefern (sofern die
Hybridisierungsbedingungen unverandert bleiben) 4% 591,

1.1.6 Bioinformatik

De Antel der Bioinformatik in der Molekularbiologie nimmt getig zu. Es gibt Programme
zur Auswahl von Primern fir die PCR, von Oligonukleotiden, zur Untersuchung von
Homologien zwischen Sequenzen (z.B. Blagt, FASTA) und Alignmentprogramme, um nur
enen Bruchtell derer zu nennen, die zur Ermittlung geeigneter Oligonukleotide verwendet
werden. Auch nach der Hybridiserung, zur Andyse der Daten und zur Integration der
neuen Daten in die bestehenden Erkenntnisse, hat die Bioinformatik Einzug gehdten. Dies
liegt vor dlem an den enormen Datenmengen, die be- und verarbeitet werden. Zunéchst
gibt es bioinformatische Ansdize, wie die Hybridiserungsdaten am besten ausgewertet und

10
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vor dlem nommiet werden <ollten. Auch hierzu behanddt der grofde Antell der
vertffentlichten Publikationen die Genexpressonsandyse, dem derzeitigen

Hauptanwendungsgebiet von Mikroarrays.

Fir die Berechnung der fir die Hybridiserung wichtigen Schmdztemperaiur gibt es
verschiedene Programme, die zT. auch unterschiedliche Formeln angeben. In den meigten
Fédlen flield die Lange des Oligonukleotides ein, so dass fir unterschiedliche Langen auch
unterschiedliche Formeln verwendet werden sollen.

Eine verenfachte Gleichung nur unter Berlickschtigung der Bindungstérke zwischen den
Basenpaarungen it die Wallace Regd. Bredaver et al. Y entwickdte und
Santalucia et al. [%2 5% enweiterte unter Beriicksichtigung thermodynamischer Parameter
ene Forme, die heute ds Standard verwendet wird. Dabel wird jewels einem Paar
aufenanderfolgender Basen entsprechende  thermodynamische  Parameter  (Enthdpie DH
und Enthropie DS) zugeordnet. So werden in dieser Gleichung sowohl die Sequenz, die
Anzahl der enzenen Nukleotide (A, T, C und G) wie auch die Sazkonzentration
berlckschtigt. Durch Einbeziehung der Thermodynamik in  die Berechnung der
Schmdztemperatur konnen die sog. nearest neighbor Interaktionen berticksichtigt werden.
Se belckschtigt nicht nur die Wassrstoffbriickenbindung  zwischen  den
gegeniberliegenden Nukleinbasen, sondern auch die Kréfte entlang der Hdixachse. Im
Internet gibt es verschiedene Servicesdten, die die Schmelztemperatur fir das eingegebene
Oligonukleotid berechnen %4,

Enthalpie und Entropie sind Parameter, die auch bei der Ermittlung von Sekundérstrukturen
involviet dnd. Eine Minimierung interner Fatungen <soll die freie Zuganglichkeit der
Oligonukleotide wéhrend der Hybridiserung gewdhrlegen. Dabe werden DG Werte
emittdt, die die Sabilitdéd der Oligonukleotide widerspiegen. Je weniger abil en
Oligonukleotid ist, desto geeigneter it es fur die Hybridiserung. Je groler der negative
Waert, desto wahrscheinlicher it die Struktur. Zuker ®® hat seine Forschungsergebnisse zur
Ermitlung der Sekundérsturktur ads Service ins Internet gestellt unter [ Die Ermittlung
des DG erfolgte in Kooperation mit Santalucia®2.

BLAST (Basc Locd Alignment Search Tool) i€ en Programm, um zB.
Sequenzdatenbanken zu durchsuchen. Der BLAST Algorithmus erkennt sowohl lokde ds
auch globade Alignments. Lokae Alignment Methoden wurden entwickdt, um nach sehr

11
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ahnlichen Regionen in zwe Sequenzen zu suchen, wobe die dhnlichen Regionen nicht
notwendigerwelse diesdbe Orientierung haben missen. BLAST-édhnliche Methoden suchen
zundchst sehr kurze gemeinsame Segmente und erweitern dann diese Region so weit wie
moglich.  Algorithmen, wie zB. von SmithWaterman ¥ identifizieren die
wahrscheinlichge  sgnifikente Ubereindimmung  anhand  von  Evolutionsmoddlen.  Globde
Alignment Methoden, z.B. von Needleman und Wunsch ®8 sollten angewendet werden,
wenn zusdtzliche Annahmen gemacht werden konnen, z.B., dass die &@nlichsten Regionen
in den Sequenzen sollen in dersdben Orientierung vorliegen. Diese Methode ermittelt ein
»globd map* zwischen Sequenzen, wobel Alignments, die sch Uberlappen oder kreuzen,

entfernt werden.

Bea der Auswahl der Software-generierten Bibliothek spidt die Sengtivitét und Spezifitét
eine groe Rolle Die Bedeutung des Begriffes Sengtivitdt be der Auswahl der
Oligonuklectide unterscheidet sch von der molekularbiologischen  Definition.  Wie in
Kapitd 3.1 beschrieben, wurden die Oligonukleotide aus enem Alignment von
944 Komplettgenom-Sequenzen des HCV aus den Datenbanken ausgewdhlt. Die Anzahl
der enzenen Sequenzen pro Genotyp ist dabel nicht glechmadg vertelt. So gibt es df
Sequenzen, die dem Subtyp 1b zugeordnet werden, aber nur vier fir den Genotyp 4. Die
bioinformatische Sendtivitét gibt an, wie vide Segquenzen das betrachtete Oligonukleotid
erkennt. Eine hohe Sengtivitét hat ein Oligonukleotid, das vide Sequenzen erkennt.

Unter der Spezifitdt eines Oligonukleotides im bioinformatischen Sinn i, wie in der
molekularbiologischen Definition, die Erkennung enes bestimmten HCV-Genotypes oder
Subtypes zu vergehen. Ist en Oligonukleotid spezifisch, so erkennt es nur diesen HCV-

Typ, fur den es ausgewahit wurde.

Regeln fur die Auswad von Oligonukleotiden hat unter anderem Li et al. 2001
afgesdlt . So ist neben der Schmelztemperatur und der freien Energie (DG), die
Postion des Oligonukleotides auf der Target-DNA wichtig, ebenso wie das Vorkommen
enzedner Basen in der ausgewdhiten Oligonukleotid-Sequenz. So sollte die Anzahl der
enzdnen Basen nicht mehr ds 50 % der Probenlange Uberschreiten, die Lange
aufeinanderfolgender, gleicher Basen (sog. dretches) sollte nicht mehr ds 25 % betragen
und keine sdbgt-komplementéren Regionen innerhadb des Oligonukleotides vorkommen.

12



EINLEITUNG

Diese oder dnliche Kriterien werden heute in Programmen fir das Desgn von
Oligonukleotiden oder Primern angewendet, siehe hier zu z.B. [60: 61621,

1.1.6.1 Bayessche Netze

Bayessche Neize werden verwendet, um die Wahrschenlichkeit enes Ereignisses zu
finden, wenn andere Ereignisse bekant snd. Komplexité und Undcherheten in der
Daenlage konnen mit diessm Werkzeug in  Auswerteandyse Software  implementiert
werden. Bayessche Netze werden haufig as Graphen dargestellt, bel denen verschiedene
Knoten miteinander in Verbindung sehen. Jeder dieser Knoten représentiert eine zufdlige
Vaidble Oft wird auch von enem ElternKind-Verhdtnis gesprochen, wobe der
Elternknoten den Kindknoten direkt beeinflusst. Diese Einflisse werden durch sogenannte
bedingte Wahrscheinlichketen quantifiziert.

GT1 GT2 Genotyp

@)
m ze
& Signal/Fanger

GT1 GT2 Genotyp

@, O

m zia
éé Signal/Fanger

Abbildung 1-5: Oben: Darstellung des prinzipiellen VVorgehens bei der Auswertung mit Bayesschen Netzen.

Es sind Vorkenntnisse aus der Konfigurierung der Bibliothek vorhanden, die durch die Pfeile verdeutlicht
werden. Die ausgefillten Kreise entsprechen den Fluoreszenzsignalen, die nach der Hybridisierung erhalten
wurden. Somit konnten die ausgefiillten Kreise auf der Zielebene (Konfiguration) auf die entsprechenden
Genotypen hindeuten. Unten: Ausschluss von drei Zielnukleinsduren durch Bayessche Netze, da das zweite
erwartete Signal nach der Hybridisierung ausgeblieben ist.
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Durch entsprechende Programmierung und Vorkenntnisse durch die Konfigurierung der
Software-generierten  Bibliothek (Redundanzniveau, Lage und Anzahl der Mismatche etc.)
konnten die durch die Hybridiserung erhdtenen Signdintenstéten durch die Verwendung
der Bayesschen Netzen in der Auswertung mit der Software iQmega die wahrscheinlichsten
Ergebnisse ermittet werden. Abbildung 1-5 aus Volkmann et al. soll dies deutlich machen
631 Fir jeden Genotyp oder Subtyp wurde mehr ds en Oligonukleotid ausgewahit.
Aufgrund dessen wurde erwartet, dass pro Hybridiserung entsprechend dem verwendeten
HCV-Geno- oder Subtyp mehr ds en Oligonukleotid detektiert sollte. Auf der Ebene der
Zidnukleinsduren wird dies durch die Pfelle bzw. der dunke engefarbten Felder deutlich
(Abbildung 1-5). Das Bayessche Netz wurde mit dem Wissen aus der Konfigurierung
augedtattet werden, d.h. welche Oligonukleotide fir welche Genotypen designed wurden,
welche de in-slico treffen und weche Genotypen se mit bzw. ohne mismatch
erkennen [%4].

Die Software iQmega [®*! von der Firma iSenselt, Bremen, hat ihr Auswerteprogramm auf
den Bayesschen Netzen aufgebaut. Mit Hilfe dieser Software war es moglich, die
Hybridiserungsdaten nicht nur mit manudlen Werkzeugen, sondern auch bioinformatisch

auszuwerten.
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1.2 Hepatitis C-Virus (HCV)

Hepatitis C-Viren wurden erstmals 1989 von Choo et al. entdeckt [%¢1. Es gilt ds
Melensein in der Molekularbiologie, da die ldentifizierung diessr Non-A und Non-B
Hepatitiden (NANBH), mit molekularen Klonierungstechniken gedang. Die HCV Infektion
hat epidemische Ausmal’e angenommen. HCV ig wdtwet verbretet - ca 1 — 2 % der
Wdtbevolkerung snd chronisch infiziet. Das sind ca 170 Millionen Menschen — viemal
mehr ds Paienten mit HIV ¥, Eine Studie der Weltgesundheitsorganisation (WHO) hat
gezeigt, dass vor dlem in Afrika (53 % der Bevolkerung), im ddlichen Mittedmeerraum
(46 %) und in der Wedpazifikregion (30 %) die Zahl der Infizierten dgnifikent hoher ist
as in Nordamerika und Europa @Abhbildung 1-6). Schétzungen fir Europa gehen von 1,2 bis
z2u 5 Millionen HCV-podtiven Personen aus. Be Blutspendern in europdischen Landern
wurden Antikérper gegen das Hepatitis C-Virus (Anti-HCV-Antikorper), die ds Marker
ene Durchseuchung dienen, mit ener Haufigkeit von 0,23 % in Skandinavien bis 1,15 %
in Itdien beschrieben. In Deutschland liegt die Durchseuchung in der Bevdlkerung be
mindestens 0,4 %, 84 % davon sind auch Virustréger.

Abbildung 1-6: Globale HCV Pravalenz aus Zein!®,

60-80 % der Infektionen mit HCV werden chronisch. Im Langzeitverlauf von 10-20 Jahren
entwickeln 20-30 % der Patienten eine Leberzirrhose. 20-25 Jahre nach Infektion treten
gehauft Leberzelkarzinome auf. Bis heute gibt es keine zuverldssge Thergpie fir
Hepatitis C. Es gibt Ansdize die in enigen Fdlen efolgversorechend erscheinen: Ribavidin
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in Kombination mit pegylietem Interferon dpha 2b oder dpha 2a Das Ribavirin ig @n
Basenandogon und verlangsamt durch den Einbau in das Viruggenom die virde
Reproduktion. Diese Wirkungsweise macht deutlich, dass die Thergpie nicht ohne schwere
Nebenwirkungen angewendet werden kann. Auch schiggt die Thergpie nicht immer an. Es
gibt Voraussetzungen, die eflllt werden missen, um die Thergpie zu beginnen: der Patient
solite weiblich sein, nicht dter ds 40 Jahre, keine Leberzirrhose haben, weniger ds 2 Mio.
Kopie/ml Blut haben und mit Genotyp 2 oder 3 infiziert sein. Der letzte Punkt macht die
Notwendigkeit ener Klassfizierung des HCV deutlich, auf die in Abschnitt 1.2.2 néher

eingegangen wird.

1.2.1 DasHCV Genom

HCV gehort zur Familie der Flaviviridee und zeigt markante Ahnlichkeit zu Mitglieden
aus den Gattungen der humanen Pedtiviren und tierischen Haviviren. Das Genom des HCV
besteht aus einem postiven, einzedrangigen RNA-Strang und ist etwa 9400 Basen lang.
Es kodiert fiur ein Offenes Leseraste (open reading frame, CRF), welchesam 3 und am 5
Ende von nichttrandatierenden Regionen (UTR) flankiert wird. Das Polyprotein wird nach
der Trandation in die enzelnen, funktiondlen Proteine gespdten.

RNA 5-UTR 3-UTR

(Nukleotide)

Helicase-/
Protease

1 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 9500
il IFN a RdR- \‘

Core Hulle | 7 || Membran- Membran- 2
[ | [bindung [bindung \‘ ‘ ) \‘Resistenz Polymerase
I I I I I
- - BN - CY
Polyprotein

Strukturproteine Nicht-Strukturproteine (NS)
1 192 384 746 809 1026 1657 1711 1972 2420 3010

(Aminosauren)

Abbildung 1-7: Schematische Darstellung des HCV Genoms.

Das HCV-Genom ig in Abbildung 1-7 schematisch dargestelt und soll im Folgenden
erlautert werden. Die hochkonservierte Region der 5 untrandatierten Region (5 UTR)
ist ca 340 Nukleotide lang. Sie beinhaltet mehrere stemloop-Strukturen, die die internd
ribosome binding dte (IRES) bilden, die wiederum die CAP-unabhdngige Trandaion der
virden RNA vermittdt [%°1. Eine Promoterstruktur wurde gefunden, was darauf hindeutet,
dass wdahrend des virden Replikationszyklus DNA mit Hepditis C-Virus Sequenzen
synthetisert wird "%, Das C-Protein i in der Lage RNA zu binden und zu

polymeriseren, daher konnte es sch mit der genomische RNA verbinden, um als
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Komponente fir das virde Nukleokapsd zu dienen "Y', Dariber hinaus it es in
verschiedene zdlul&re Prozesse involviert. So konnte gezeigt werden, dass es die
Transkription von  Hepatitis B-Viren (HBV) und die Replikaion des human
immunodeficency virus (HIV) inhibiet "2, Die beiden Proteine E1 und E2 haben an
ihrem C-Terminus hydrophobe Doménen, die wahrscheinlich ds Membrananker dienen.
E1l und E2 formen nicht-kovaente Heterodimere, welche eine funktionde Untereinheit der
Virushille représentieren. Sequenzvergeiche von E2 haben zwe hypervariable Regionen,
HVR1 von aa 390-aa 410 und HVR2 von aa 474-aa 480, aufgezeigt ["*!. Die hohe
Mutationsrate, die mit dieser Region asoziiet id, konnte das Produkt des sdektiven
Drucks durch das Immunsystem des Wirts sein [, Bd NS2 handdt es sch um dn
hydrophobes Transmembranprotein, das aus dem Polyprotein durch zwe proteolytische
Resktionen freigesetzt wird. Der N-Terminus wird durch eine Signapeptidase des Wirtes
vom E2/p7 Polyprotein getrennt ["®). Die NS2/NS3 Bindung wird durch eine viruscodierte
Proteinase, der sogenannten NS2-3 Proteinase, gespalten ["®). NS3 igt ein multifunktionales
Molekil. Der N-Terminus enthdt ene Serinproteinase, wahrend der C-Terminus fur die
RNA-abhdngige NTPase/Helikase von Bedeutung ist. Die Serinproteasesktivitée von NS3
ig en attraktives Zid fur die Entwicklung von Medikamenten fir Antikorper gegen HCV
(anti-HCV) "% 7 NS4A wird as Cofaktor der Proteinase fir eine effiziente Proteolyse
benttigt. NS4AB gehtrt zu den sehr hydrophoben Proteinen, wahrscheinlich it es
membranasoziiert. Seine  Funktion it noch unbekannt. Aus NSS5A  entstehen zwe
cytoplasmatische Phosphoproteine. Zwar ig die Funktion von NSBA in der virden
Replikation unbekannt, aber es gibt Beweise, dass NSHA in die Ressenz von HCV fir
Interferon apha (IFNa) involviet i ["®. Nach Sequenzvergleichen wurde eine Region
zwischen aa 2209 und aa 2248 in Verbindung mit der Antwort auf IFNa-Behandlung und
Mutationen in dem Berech gefunden. Diese Region ig ds ISDR (interferon sengtivity
determining region) bekannt ["®). NSBA ist ein potenter Inhibitor der Protein Kinase
(PKR) 8% Die PKR gehort zu den IFN-induzierten Proteinkinasen. PKR phosphoryliert die
a-Untereinheit des eukaryotischen Trandationgnitiationsfaktors 2 nach Aktivierung durch
doppestrangige RNA. Das Reaultat ist die Inhibition der Proteinsynthese und der Tod der
infizierten Zellee. NSBA blockiert die Kinasesktivitd durch die Behinderung der PKR
Dimeideung. Beém NS5B handdt es sch um ene RNA abhdngige RNA-Polymerase
(RARp). Die 3UT-Region kann wiederum in dre Tele untergliedert werden. Zunéchst
gibt es enen Bereich von 28-42 Nucleotiden, die schwach konserviert sind. Anschlief3end
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folgt en Polypyrimidin Bereich, der vor dlem aus poly-Uracil und enzelnen Cytosinen
besteht. Der dritte Tel ist der sogenannt X-trall. Es handdt sch um ene gut konservierte
Region, die 98 Nukleotide enthdt und wahrscheinlich eine sehr Sabile stem-loop-stem
Struktur hervorbringt Y. Die egentliche Funktion konnte noch nicht geklat werden. Der
X-trail scheint fir die virde Replikation absolut notwendig zu sdn 82 Neuere
Untersuchungen deuten auf die Exigenz eines weiteres Proteins namens dternate reading
frame protein (ARFP) hin. Walewski et al. (%3 entdeckten in der C-Region des HCV
Genoms en cduger mit untblich konsarvieten Codons, die auf en potentieles
Uberlgppendes ORF hindeuten. Aufgrund seines Ursprungs in der Core-Region konnte
diesss Protein die spezifische Immunantwort simulieren und wére o wertvoll  fir
diagnostische Methoden und ds Komponente fur Impfstoffe. Das Protein soll hoch basisch
sin und konnte eine Rolle in der HCV-Replikation, Pathogenese und in der Entwicklung
von Leberkrebs spiden.

1.2.2 Klassifizierung

HCV-lsolae aus der ganzen Welt wurden untersucht und zeigten subgantielle Unterschiede
in der Nukleotidsequenz 4. Anhand verschiedener Sequenzabschnitte innerhalb des HCV-
Genoms kann ene Klassfizierung vorgenommen werden. Die phylogenetische Einteilung
beruht auf der Andyse der NS5-Region des HCV nach Simmonds et al. [, Eine
Verfeinerung der Methode zur  Klassifizierung schlagen Robertson et al. vor 8. Hierbei
soll nicht mehr nur die NS5-Region eine Rolle ba der Klassfizierung spiden, sondern
auch das C-Protein, die E1-Region und die NS5B. Smmonds hat die verschiedenen Isolate
des HCV in Genotypen und Subtypen eingeteilt. Die HCV Genotypen sind mit arabischen
Nummern nach ihrer Entdeckung durchnummeriert (z.B. Genotyp 1). Subtypen snd nahe
verwandte HCV Stdmme innerhdb der Genotypen, die durch Kleinbuchstaben nach der
genotypspezifischen Nummerierung gekennzeichnet snd (z. B. Subtyp l1a oder 1b). Eine
wetere Untertellung sind die sogenannten Quasispecies. Sie hilden enen Komplex aus
genetischen Vaidionen, die durch Anhdufung von Mutaionen wéahrend der virden
Replikation innerhalb eines Wirtsorganismus hervorgerufen werden knnen 871,

Die Zahl der Seguenzeintrégge deigt sténdig. So snd zur Zeit 25584 Nukleotidsequenzen in
NCBI eingetragen. Davon snd die meisten dem Genotyp 1 (7,2%) und dem Subtyp 1b
65 %) zugeordnet. In  Genotypen werden solche Isolate eingetellt, deren
Sequenzahnlichkeit zwischen 65,7 % und 689 % liegt. Diese Ahnlichkeit bezieht sich auf
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das Komplettgenom des HCV und nicht auf einzelne Abschnitte. Heute geht man von sechs
verschiedenen Genotypen und ~90 verschiedenen Subtypen aus, die den Genotypen
untergeordnet sind. Subtypen snd eng verwandte Isolate innerhab eines Genotypes. lhre
Anlichkeit auf der Nukleotidebene liegt zwischen 76,9 % und 80,1 %.

Wie in anderen RNA-Viren auch (zB. HIV), kdnnen in enem infizieten Individuum eine
Population eng verwandter, jedoch heterogener Sequenzen (sog. Quasispezies)
vorkommen 88, Se snd genetische Varianten innerhdb verschiedener Isolate aus einem
Wirtsorganismus.  lhre  Ahnlichkeit zueinander liegt zwischen 90,8 % und 99 %. Die
biologische Konsequenz wird zum Einen die Etablierung ener chronischen Infektion ds
Folge ener Mutantensdektion, die den neutrdiserenden Antikorpern  oder  den
zytotoxischen  T-Lymphozyten entkommen konnten und zum Anderen dem Versagen von
Impfstoffen  zugeschrieben 9. Die Vertelung der Quasispezies ist ein Ergebnis der
Mutationen, die sch wahrend der virden Replikation ereignen. Die Mutaionsrate wird bel
HCV mit 1,44*10° bis 1,9210° Basensubstitutionen pro Genomposition pro Jahr

angegeben (90 91,

1.2.2.1 Geographische Verteilung des Hepatitis C-Virus

Die Vebratung der verschiedenen Genotypen unterscheidet sch regiond. Dartberhinaus
ig se auch von der Art der Virudibertragung abhéngig. Wie aus Abbildung 1-8 zu

Abbildung 1-8: Weltweite geographische Verteilung der HCV Geno- und Subtypen, ,Others* sind

unkl assifizierte Sequenzen &7,
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erkennen ig, treten die Subtypen 1a und 1b vor dlem in den Verenigten Stasten und in
Europa auf. In Jgpan ist der Subtyp 1b sogar fur 73 % der HCV Infektionen verantwortlich
Subtypen 2a und 2b kommen hauptséchlich in Nordamerika, Europa und Japan vor. Subtyp
2c hingegen in Norditdien. Der Genotyp 3 ist am haufigsten unter einer der Riskogruppen
fir die Ubetragung von HCV, Drogenabhangigen, die sich ihre Drogen intravends
verabreichen, verbreitet. In  Nordafrika und dem Mittleren Ogten it Genotyp 4
vorherrschend, wahrend die Genotypen 5 und 6 auf Sudafrika und Hongkong beschrankt
snd. Die nun folgenden Vaianten werden zwar ds Genotypen bezeichnet, werden jedoch
ads Vaianten dessdben Genotypes angeschen und dem Genotyp 6 zugeordnet. Zu diesen
Vaianten zéhlen die Genotypen 7, 8 und 9, die vor dlem in Vietham vorkommen.

Die geographische Vertelung und die Diverstéd der HCV Genotypen konnten Schilsse auf
den Ursprung zulassen. Smmonds 2 datiert den Ursprung des Virus auf vor 500-2000
Jahren.

1.2.3 Verwendete Verfahren zur Hepatitis C-Virus-Diagnose

Die Tests zur Diagnose der Hepatitis C-Viren snd nicht sandardisert. Es gibt zwel
Kategorien von Tegts firr die virologische Diagnose und Uberwachung. Die serologischen
Assays detektieren spezifisch anti-HCV  Antikorper (indirekte Tests) [°°l. Direkte Tests
detektieren, quantifizieren oder charekteriseren Komponenten der Hepatitis C-Virus
Partikel, z.B. Hepdtitis C-Virus RNA oder das Core-Antigen.

Serotypiserung

» Anti-HCV Detektion Uber EIAs (Enzyme Immuno Assays), zB. Ortho Hepatitis C-
Virus 3.0 von Ortho-Clinica Diagnogtics, oder tber ELISAs (Enzyme Linked Immuno
Sorbant Assays), z.B. Abbott Hepatitis C-Virus EIA 2.0 von Abbott Diagnodtic: diese
Tedts detektieren ene Mixtur aus Antikdrpern gegen verschiedene HCV Epitope der
Core-, NS3-, NS4- und NS5-Protene. Virde Antigene werden auf verschiedene
Obefléchen, zB. Mikrotiterplatten, Microbeads aufgebracht.  Erfahrungen  aus
klinischen Studien deuten darauf hin, dass EIAs in 9 % der Féle immunkompetenter
Patienten pogtiv snd. Die Tests konnten jedoch bel Hamolyse-Patienten oder Petienten
mit geschwéchtem Immunsystem fasch negetiv audfdlen.

» Bd da szrologische Betimmung der Hepditis C-Virus Genotypen (serotyping)
(Murex Diagnogtics) mittels kompetitiven EIAs mit Hilfe typspezifischer AntikOrper
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fur die NS4-Region koénnen die HCV Genotyp zugeordnet, nicht aber nach Subtypen
klassfiziet werden. Ba 90 % der immunkompetenten Patienten mit  chronischer
Hepatitis C konnten interpretierbare Ergebnisse erzielt werden.

Nachteilig bel den indirekten Teds i das Unvermdgen, zwischen einer vergangenen und
akuten Infektion zu unterscheiden.

Genotypiserung

Molekulare Bestimmung der Hepatitis C-Virus Genotypen (genotyping):

» Sequenzierung der NSBB oder E1 Region gilt ds ,goldener Standard”. Die Sequenz
wird anschlieRend mit Referenzsequenzen und phylogenetisch analysiert (87 941,

> Direkte Sequenzandyse mit z.B. Trugene HCV 5NC von Visble Genetix. Nach der
Isolation der virden RNA dient diese ds Templat in einer RT-PCR Reaktion. Das
amplifizierte Materid wird anschliel3end in einer CLIP Resktion markiert: das in ener
PCR entdehende Amplifikat wird pardld sequenziert. Mit diessr Methode entstehen
durch den Einsatz zweer fluorophormarkierter Primer durch zyklische Amplifizierung
bidirektionale Sequenzen. Diese beiden Sequenzen sind 183 Nukleotide lang 84 werden
kombiniert und gegen ene Referenzsequenz mit ClusdW digniet. Da die Methode
auf der Untersuchung der 5 UTR bagert, ig die Zuordnung zu den Subtypen nicht
immer moglich [°° %8 Ein Trugene Kit fir die NSBB ist in Entwicklung.

» RFLP (Redriktions Fragment Langen Polymorphismus) ig ene enzymdische
Methode, die durch den Einsatz von Redtriktionsendonukleasen die 5UTR des HCV
anhand von Bandenmustern in einem Agarosegel genotypisiert. Davidson [°7 benutzte
hierfir die Endonukleasen Haelll-Rsal und Hinfl-Mval, gefolgt von enem Verdau mit
BstU1 oder ScrFl, um die Genotypen 1a, 1b, 2a, 2b, 3a, 3b, 4, 5 und 6 zu identifizieren
und klassfizieren. Diese Methode muid kontinuierlich angepasst werden, um den detig

wachsenden Sequenzdaten gerecht zu werden.
» Pyrosequencing i ein schndle Methode zur presgingigen, fur den Hochdurchsatz

gedgneten und akkuraten Genotypisierung (8

. Ein 237 Nuklectide langes Fragment
ass der 5 UTR wird mit einem biotinmarkieten und enem unmarkierten Primer
isoliet. Es folgt eine Abtrennung des biotinmarkierten Stranges Uber Streptavidin-
Magnetic Beads, ene Einzedrangisolatiion, die Hybridiserung der Sequenzierprimer
und anschlielfend das Pyrosequencing. Ein Multiplex-Ansatz wird von Nader Pourmand

beschrieben 97,
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> DEIA (DNA enzyme immunoassay, von GenEti-K DEIA, Sorin Biomedica). Hierbel
werden Fragmente der Core Region mit ener Nested PCR amplifiziet und die
resultierenden  Amplikons (250 Bp) werden gegen Typ- oder Subtypen spezifische
Oligonukleotide hybridisiert, die in den wells von Mikrotiterplatten adsorbiert sind 1%,
Ein Vergldch mit InnoLipa %Y zeigte eine Diskrepanz bei der Subtypiserung von
Genotyp 1 und 2 auf. Mit DEIA konnten die Subtypen der Genotypen 2 zwefddre
zugeordnet werden, wahrend dies mit INNO-LIiPA (s. u.) nicht gelang.

> Reverse Hybridiserung an  Genotyp-spezifiscchen  Oligonukleotiden  (INNO-LiPA-
Hepatitis C-Virus Il). Hieba handdt es dch um en Sysgem, be dem auf
Nitrocdlulosestreifen  genotypspezifische  Oligonukleotide, ausgewdhlt anhand  der
5UTR des Hepdtitis C-Virus aufgebracht snd. Amplifiziete und biotinyliete DNA
wird mit diesen Oligonukleotiden hybridisert, die ads padlde Banden auf den
Membrangreifen immobilisget sgnd. Wawrend da  Amplifikation wird die zu
untersuchende Sequenz mit Hilfe enes 5-bictinylieten Primers  biotinyliet. Das
markierte Produkt aus der 5 UTR hybridisert nur mit Sonden, deren Sequenz genau
passt, so dass auch Subtypen eindeutig voneinander unterschieden werden konnen. Fir
diese hohe Spezifitdt id¢ das Arbeiten unter sringenten Hybridiserungsbedingungen
von 50 °C = 2 °C eforderlich. Nach der Hybridiserung wird mit akaischer
Phogphatase markiertes Streptavidin  zugegeben, das an zuvor bictinylierte Hybride
bindet. Die darauf folgende Inkubation mit dem Chromogen BCIP/NBT fihrt zu einem
braunlich-violetten Niederschlag. Mit Hilfe ener Interpretationsvorlage aus Kunststoff
kann aus der Summe dler postiven Banden der Genotyp des Hepatitis C-Virus
bestimmt werden. Mit diesem Test kdnnen die sechs wichtiggen Genotypen und deren
haufigge Subtypen gleichzatig bestimmt werden. Die theoretisch zuverldssgste
Maglichket, die Genotypen in Hepditis C-Virus-lsolaten zu bestimmen, wirde in der
Sequenzierung des gesamten RNA-Genoms bestehen. Der INNO-LIPA Hepatitis C-
Virus |l Test baset auf der Nukleotidvariation in der 5UTR, und dieser Test erzidt
eine hundertprozentige Ubereingimmung mit  Sequenzierungen, die an diesr Region
vorgenommen wurden %21 Vergleichende Studien haben gezeigt, dass dieser Test
zwischen den Subtypen 2a und 2c sowie in 510 % der Féle zwischen den Subtypenla
und 1b nicht unterscheiden kann %!, Dariiber hinaus sind verschiedene neue % oder
aypische Muster 1% beschrieben worden. Dieses macht die Variabliltdt des Virus
deutlich und zeigt, dass st&ndige Kontrolle der Tests notwendig ist.
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> Mittds enes Light-Cycler Systems etablierten Schroter et al. %! eine Methode zur
Klassfizierung der Genotypen 1, 2, 3 und 4 mit dreé verschiedenen Paaren von
Hybridiserungsprimern aus der 5UTR. De Typiseung geht ene Amplifizierung
voraus.

All diese Methoden snd PCR-baset und daher verlasdich, sodass die Daten fur die
molekulare Pathogenese relevant snd. Nachtellig ist dlerdings, dass de teuer und
zataufwendig snd und spezidle Anschaffungen nétig machen, um die Velasdichket der

Ergebnisse zu gewéhrlesten, und um Kontaminationen zu vermeiden.

Quantifizierung

» Branched DNA (bDNA) (Quantiplex HCV RNA assay, Chiron Diagnogtics). Bei dieser
Technik wird kene PCR zur Amplifiketion der RNA durchgefiihrt. Die notwendige
Sengtivitdé wird durch Signadverstérkung erreicht. Hierbe werden verschiedene DNA
Proben verwendet, fir die Detektion und fur die Erhdhung der Anzahl potentidler
Bindungsstellen, von denen ggf. das Reportersignd generiert wird 11971, Die Methode
baset auf ene vegechenden Amplifikation des virden Templaes mit ener
bekannten Menge enes synthetischen Standards, der zu jedem Resktionsgeféld gegeben
wird. Die reativen Mengen an Virugemplat und Standardamplikon werden am Ende
der Resktion gemessen und die Resultate werden mit Kurven des pardle gdaufenen
Standards verglichen. Fasch postive Resultate von 3 % zwischen 0.2 und 0.5 MEg/ml
(= 1000 Equivalente pro ml), definiert ds die Menge an HCV RNA, die die gleiche
Menge Licht erzeugen wie 10° Kopien des HCV-RNA-Refererzstandards 1% werden
beschrieben 119 119 Die dynamische Bandbreite bei der Quantifikation liegt bei Versant
HCV-RNA 3.0 bei 615-7.700.000 IU/ml %3, Jedoch sind spezielle Vorschriften bei der
Probengewinnung einzuhdten, um fasch negative Ergebnisse zu vermeiden.

> Reverse Transkriptase PCR (Cobas Amplicor HCV  Monitor, Roche Diagnostic
Sysems). Diesr quantitative Test amplifiziert die HCV-RNA aus Serum oder Plasma
De Test baset auf einem vergleichenden PCR-Assays. Die untere Nachwesgrenze
liegt be 600 1U/ml. Hierbe werden die Virudast im Serum oder Plasma nicht am Ende
der Resktion, sondern wéhrend der Resktion abgelesen. Diese Methode it senditiver ds
die 0.g. Methode der bDNA.
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Beide Methoden snd weniger senstiv ds quditative Tedts Se <ollten nicht fur die
Diagnose ener HCV Infektion oder fur die Endpunktbestimmung der Thergpie eingesetzt

werden.

» Eine Quantifizierung mit TagMan Proben wurde 1999 von Kawa et al.
beschrieben (114, Auch hier lagen die Primer und die Probein der 5 UTR.

Qudlitative Tests mittels RT-PCR

» Inhouse Methoden mittels RT-PCR wurden von verschiedenen Gruppen beschrieben.
Die Methode von Lin et al. "2 detektiert HCV-RNA der SUTR in Blut mittels einer
reversen Transkription und anschlieRender Amplifikation mit nesed Primern in e@nem
einzelnen Reaktionsgefall.

» Cobas Amplicor HCV, Roche Diagnogic Systems. Die Detektion des Virus kann
bereits en bis zwei Wochen nach der Infektion efolgen. Fasch postive und fasch
negative Ergebnisse konnen auftreten. Die untere Nachweisgrenze liegt hier bel
50 Ul/ml 1131,

» Veasant HCV-RNA Quditative Assay, Bayer Corp., i ein Assay, der auf der
Amplifizerung des Targets (TMA; engl: target amplification assay) berunt [***. Die
Nachweisgrenze liegt bei 10 1U/ml 1%, Diese Resktion it isotherma und verwendet
zwel Enzyme eine Reverse Transkriptase und eine T7 RNA-Polymerase. Die Resktion
l&uft Ober immobiligerte Oligonukleotide, deren Hybridbildung ene enzymatische
Reaktion hervorruft, die durch ein farbiges oder lumineszentes Signd detektiert wird.

Cobas und Versant erreichen eine Spezifitét von 98 % - 99 % (1161,

Eine Co-Detektion von ua HCV Antikorpern und Nukleinsduren wurde 2003 von Perin
beschrieben ', Dieser kombiniete Immuno- und Oligosorbent  Mikroarray
(ComboOLISA) bestent aus ener 96-wel Mikrotiterplaite, in die  spezifische
Oligonuklectide aus der 5UTR zur Detektion des Virusgenoms, virde Proteine, um die
Serumantikorper zu fangen und nichtspezifische Proteine zur Veifizerung der Spezifizité
durch Spotten aufgebracht snd. Die Resultate waren mit Standard EL1SAs vergleichbar.
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2 AUFGABENSTELLUNG

HCV mit saneg enormen Vaiadilitée auf verschiedenen taxonomischen  Ebenen
(Genotypen und Subtypen) dient hier ds Moddl fir Untersuchungen zum Einsatz von
Mikroarrays be  der Identifikation von Organismen auf Einzebasenaustauschen. Die
Maoglichkeit, auf der GroRe eines Objekttragers mit relativ einfachen Mitteln schnel und
Scher das Vorhandensan und glechzatig die Klassfizierung von Hepatitis C-Viren aus
ene Serum- oder Plasmaprobe festzugtellen, konnte mit Hilfe der Mikroarrays gegeben
sin. Fur die Diagnose von HCV wére dies ein entscheidender Vortell. Diese Arbet <oll
zeigen, ob Mikroarays dafir gedgnet dnd. Ein Veglech manudl ausgewahiter
Oligonukleotide und bioinformatisch determinierter Sonden soll dartiber hinaus zeigen, ob
und inwigfern  die Bioinfformaik die Generierung von  Oligonukleotid- Bibliotheken
Ubertreffen kann. Eine Ubersicht, wie die Arbeit aufgebaut ist, ist in Abbildung 2-1
skizziert.

HCW- HCW- HCW-
Target- Target- Target-
Ciruppe Grruppe Ciruppe

A B D

— TR \ Hybridisierung und
Jhgonuklestide der k Auswertung

3"1;:_ . manuellen Bibliothek Um:;“fm"ﬂ- 3 U

etinierte der Mikroarray-

HCV- Herstellung und ;

Sequenzen || 66 Oligonukleotide der software- || Hybridisierung Quantitative und
generierten Bibliothek ﬁa-""’ Quantitative Aussage

L— ilher die Bibliotheken

Abbildung 2-1: Ubersichtsskizze liber den Aufbau der Arbeit. Das Ziel ist ein Mikroarray zur ldentifizierung
und Klassifizierung von Hepatitis C-Viren. Dazu wurden auf verschiedenen Wegen, aber derselben
Datenbasis  Oligonukleotid-Bibliotheken  generiert. Nach  Optimierung der  Spottingss und
Hybridisierungsparameter wurden verschiedene HCV-Isolate unterschiedlicher Geno- und Subtypen mit den

Oligonukleotiden hybridisiert und die erhaltenen Signale anschlieRend analysiert und bewertet.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Design der Oligonukleotid-Bibliotheken

Die Auswahl der Oligonukleotide ist zur Differerzierung der verschiedenen Genotypen und
Subtypen des HCV von entscheidender Bedeutung. Fir  diese  Arbeit  wurden
Oligonukleotide mit zwei verschiedenen Methoden designt. Zum Einen manudl  Uber
Alignments und Programme zur Oligonuklectidauswvahl, die Vorarbeiten wurden hierzu
von Dr. H. Gersdorf durchgefiihrt. Zum Anderen Uber ene fir diese Aufgabe entwickedte
Software.

3.1.1 Manuell designte HCV-Oligonukleotid-Bibliothek

3.1.1.1 Datenquelle

Die Bass fur die Auswahl der manudl desgnten Oligonuklectid-Bibliothek 944 Sequerzen
der Komplettgenome des Hepatitis C-Virus, die 1998 in den Datenbanken im Nationd
Center for Biotechnology Information (NCBI) ™ und der DNA Data Bank of Japan
(DDBJ) 119 enthalten waren.

3.1.1.2 Alignments

Die Sequenzen dler 5UTRs wurden Uber das SRS des European Molecular Biology
Laboratory (EMBL) [*2% eingeholt und de Sequenzldnge auf 360 bp angepasst. Es wurden
verschiedene Alignments mit ClustadW 2! erarbeitet. Ein umfassendes Alignment, dass
dle 944 5UTR-Sequenzen enthidt und mehrere  Taldignments, die nur  die
genotypspezifischen  Sequenzen enthidten. Die Oligonukleotide wurden anhand der Sieben
literaturbekannten Regionen innerhalb der 5 UTR positioniert 122,

3.1.1.3 Design der Oligonukieotide

Die Bindungsstdlen HCV-universeller sowie Genotypspezifischer »Master-
Oligonukleotide’, die diessn Regionen zugeordnet wurden, wurden innerhab der
Alignments auf vorkommende Sequenzvarianten Uberprift. Varianten diessr Madter-
Oligonukleotide wurden aus dem Alignment extréhiet und in  ene Lide
zusammengeddlt. Die ehdtenen  Oligonukleotid-Kandidaten wurden  auf  folgende
Parameter optimiert:
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> Angleichen der Schmelztemperatur af 60 °C + 2 °C nach Bredauer ¥ durch
Veranderung der Oligonukleotidlange mittels der Software Primer calculator 1231,

> Ermitlung der Sekundérstruktur mittels mfold 124, Vermeidung niedriger DG-Werte,
die dabile intramolekulare Bindungen der Oligonukleotide ermdglichen und so die
Zuganglichkeit wéhrend der Hybridiserung verringern.

> Spezifitiskontrolle der Oligonukleotide mittdls FASTA 12! und BLAST ['?°1 des
NCBI.

3.1.2 Software-generierte HCV-Oligonukleotid-Bibliothek

Die Software OptiNA wurde von Dr. M. Nolte entwickdt ¥ und stent durch eine
Benutzerverwaltung mit Login und Passwort unter (2271 zur Verfiigung.

Als zugrundeliegender  Algorithmus wurde der  Greedy-Algoritmus 281 verwendet.
Insgesamt 16 Parameter gehen in die Auswahl und Bewertung der Oligonukleotid-
Kandidaten ein. Diese dnd die Schmeztemperatur, die Lange, der GC-Gehdt, die
Temperatur, der Sdzgehdt, die DNA/RNA Parametersitize der ,nearest neighbor
interactions’, ,DG correction terms’, ,Mikroarray correction term® fir die Bewertung der
Hyhbridis erungseffizienzen. Toleranzniveau fur oof. fdsch-pogitive Treffer,
Redundanzniveau fir die Anzahl der Zidsequenzen, die das Oligonukleotid erkennt,
Anzehl der Treffer der Zidsequenzen, Anzahl der Treffer auf Nichtzidsequenzen und die
Hierarchie der gesuchten Organismen. Diese Daten snd die Grundlage fir die Auswertung
der Hybridiserungsdaten mit Hilfe der Software iQmega, der FirmaiSenselt, Bremen.

Die Datengrundiage snd hier die 944 HCV-Segquenzen, wie se fir die manudle Bibliothek
zusammengetragen wurden. Bel der Erzeugung von Oligonukleotid-Kandidaten wurden die
Bindungsregionen nicht berlickgchtigt. Es wurden dle Oligonukleotide ener vorgegebenen
Lange (15 bis 30 nt) betrachtet und fur Ty-Intervalle von 58-62 °C die Oligonukleotid-
Kandidaten  berechnet. Die  Optimierung der  Oligonukleotide  beziiglich  der
Sekundéarstruktur - wurde der sog. DDG-Ansatiz verwendet. Dazu  wird mit  dem
Oligonukleotid, der Zidsequenz und der Podtion auf der Zidsequenz ein DG; berechnet,
unter der Bedingung, dass keine Basenpaarungen an der Pogtion der Zidsequenz
zugdassen snd. Ein zwetes DG, wird berechnet, bel dem jedoch diese Bedingung
aufgehoben is. DDG (x,t) = DG; -DG,. Die Oligonukleotide sollten mdglichg in enem
Bereich mit wenig Sekundarstruktur liegen, diese snd primé& loop-Bereiche. Die

Optimierung des Redundanz-Niveaus <ollte soweit mdglich efolgen. Bevorzugt wurden
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Oligonukleotide mit mindestens zwe Basenfehlpaarungen zu den  Nichtzid- Sequenzen
ausgewahlt.

3.2 Primer, Oligonukleotide und HCV-Proben

Die Synthese aler Oligonukleotide und der Primer HCV 90 und HCV 88 wurde bei
Thermo Electron GmbH, UIm, in Auftrag gegeben. Die Primer fur die RT-PCR wurden von
MWG Biotech synthetisert.

Tabelle 1. Verwendete Oligonukleotide.

Oligonukleotid | Sequenz5' -> 3' Markierung
Manuelle Siehe Tabdle 8 5 Amino (C6/MMT)
Bibliothek

Software Siehe Tabdle 9 5 Amino (C6/MMT)
Bibliothek

A-M13cA-Cy5 |CGG ATA ACA ATT TCA ACA AGG A 5 Cy5; 3 Amino (C7)
M 13A-Cy5 TCC TGT GIG AAA TTG TTA TTC G 5Cy5

Tabelle 2: Verwendete Primer.

Primer Sequenz5' -> 3 Lage auf M62321 | Markierung
HCV 90 (nested) | GCA CTC GCA AGC ACC CTA 300-317 5 Cy5
HCV 88 (nested) | TGC AGC CTC CAG GAC C 106-121 5 Biotin
RT-antisense GAG GIT TAG GAT TCG TGC TC |347-366 Keine
RT-sense CTC CAC MAT GAA TGA GIC CC (2544 Keine
RT-n-antisense | GAT GCA CGG TCT ACG AGA CC |325-344 Keine
RT-n-sense CGT TAG TAT GAG TGI CGI GC | 89-108 Keine

HCV-Targetgruppe A

In der Abtellung Biotechnologie und Molekulare Genetik (BMG) waren HCV-Proben in
Form von PCR-Produkten vorhanden, die urspringlich aus dem Labor Dr. Gértner
sammen. Mit vier Proben der Genotypen 1a, 1b, 3 und 4 wurden die Bibliotheken getestet.
HCV-Targetgruppe B

Dr. R. Frodl, Labor Dr. Gértner, Weingarten, Deutschland, hat freundlicherweise mehrfach
Serumproben HCV-infizierter Personen zur Verfligung gestdlt.
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HCV-Targetgruppe C

HCV-Genatypiderungs-Panel des  Referenzzentrums  fur  Hepatitis C,  Essen,
Deutschland 2%, Die Isolae wurden mit verschiedenen Methoden quantifiziet und
Klassfiziert.

HCV-Targetgruppe D

Frau Dr. B. Becker hat PCR-Produkte von HCV-postiven Plasmaproben zur Verfligung
geddlt, die vom Blutgpendedienst des DRK bzw. von enem Spender zur Verfligung
gestdlt wurden. Darlberhinaus konnte HCV-postives Serum, beretgestelt von der
Universitét Gottingen, untersucht werden. In Tabelle 3 snd ale HCV-Proben aufgdlistet.

Tabelle 3. Auflistung der verwendeten HCV Proben, ihre Spezifizierung, Herkunft und ggf. Quantifizierung

und Genotypisierung.

Targetgruppe |Probe | Genotyp
A HG1la |1la
A HG1b |1b
A HG3a |3a
A HG4 |4
B RF1b |1b
B RF 4 4
B RFla |1a
B RF3a ([3a
B RF3a ([3a
B RFla |1la
B RF2a |2a
B RF1b |1b
B RF la

B RF 3a

B RF1b |1b
B RF3a ([3a
B RF1b |1b
B RF2b |2b
B RF3s |3b
B RF3s |[3b
B RF 4 4
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Targetgruppe |Probe | Genotyp | Quantifizierung Genotypisierung
Cobas Quantiplex | InnoLipa | Sequenzierung
[Kopien/yml] | [Kopien/ml]

C Pla la 1,7x10° 21x10° 1la/lb la

C P1b 1b 53x 10° 42x10° 1b 1b

C P2a 2a 26x 10° 34x10° 2alc 2a

C P2b 2b 64 x 10° 90x 10° 2b 2b

C P2i 2i 37x10° 37x10° 2i 2i

C P3a 3a 21x10° 32x10° 3a 3a

C P5a 5a 39x10° 29x10° 5a 5a

D BB#1 | unbekannt | HCV-postives Frischplasmavom DRK

D BB#2 | unbekannt | HCV-positives Frischplasmavom DRK

D BB#3 | unbekannt | HCV-positives Frischplasma vom DRK

D BB#4 | unbekannt | HCV-positives Frischplasma eines Spenders

D BB#5 |1b HCV -positives Serum Universitdt Gottingen

D BB#6a |la I nfektioses HCV-Plasmid (H77)

D BB#6b | la I nfektioses HCV-Plasmid (H77)
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3.3 Verwendete L 6sungen und Puffer

10x TE
100 mM Tris-HCI pH 8,0 (Sgma)
1 mM Na-EDTA pH 8,0 (Merck)

TBE
0,89 M Tris(Sigma)

0,89 M Borsaure (Fluka)

0,02 M Na&-EDTA pH 7-7,4 (Merck)

Spottingpuffer
H2Ogq mit 1 % Glycerin

Blocking-L8sung

0,15 M Glutarsdure-Anhydrid (Sgma) in 1-Methyl-2-Pyrrolidon (Merck)

10 % 0,2 M Borsaure pH 8,0 (Fluka)

Préhybridiserungddsung

10 mM Tris-HCI pH 7,5 (Sgma)

1 mM EDTA pH 7,0 (Merck)

600 mM NaCl (Fluka)

1x Denhardt’s L6sung

500 pg/ml Heringsperma-DNA (Roche)
50 % (v/v) deionisertes Formamid

100x Denhardt
fur 5ml
0,1gBSA

0,1 g Ficoll 400
0,1 g PVP 40000
4,7gH,O
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Deloniseren von Formamid
50 g AG5H01-X8D Resn (BioRad) mit enem Liter Formamid (Fluka) Uber Nacht unter
Ruhren deionisieren, filtrieren, diquotieren und bis zum Gebrauch be —20 °C enfrieren.

Hybridiserungdésung 1

10 mM Tris-HCl pH 7,5 (Sigma)

1 mM EDTA pH 7,0 (Merck)

600 mM NaCl (Fluka)

1x Denhardt’s Losung

500 pg/ml Heringsperma-DNA (Roche)
50 % (v/v) deionisertes Formamid
5nM der HCV-Lo6sung

Hybridiserungdésung 2

10 mM Tris-HCl pH 7,5 (Sigma)

1 mM EDTA pH 7,0 (Merck)

600 mM NaCl (Fluka)

1x Denhardt’s Losung

500 pg/ml Heringsperma-DNA (Roche)
50 % (v/v) deionisertes Formamid

10 nM der HCV-Losung

Hybridiserungddsung 3

10 mM Tris-HCl pH 7,5 (Sigma)

1 mM EDTA pH 7,0 (Merck)

600 mM NaCl (Fluka)

1x Denhardt’s Losung

500 pg/ml Heringsperma-DNA (Roche)
30 % (v/v) delonisertes Formamid

10 nM der HCV-Loésung
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Hybridiserungdésung 4

10 mM Tris-HCI pH 7,5 (Sigma)

1 mM EDTA pH 7,0 (Merck)

600 mM NaCl (Fluka)

1x Denhardt’s Losung

500 pg/ml Heringsperma-DNA (Roche)
60 % (v/v) deionisertes Formamid

10 nM der HCV-Lo6sung

Waschpuffer 1
33X SSC+ 10mM EDTA

Waschpuffer 2
2x SSC +10 mM ETDA

Waschpuffer 3
1x SSC + 10 mM EDTA

Waschpuffer 4
0,2x SSC + 10 MM EDTA

20x SSC

3 M NaCl (Fluka)
300 mM Trinatriumcitrat* 2H,O
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34 Herstelung der HCV-Targets

Zur |solation der Virus RNA wurden zwe verschiedene, kommerzidl erhdtliche Kits
verwendet und miteinander verglichen. Mittels einer reversen Transkription wurden cDNA
hergdlt, die dann vervidfdtigt wurden. Es schloss sch ene Makierung, Reinigung und
Quantifizierung der HCV-Tagets an. Zur waeiterfihrenden Charakteriserung wurde eine

Sequenzierung durchgeftinrt.

3.4.1 Gene-Elute Mammalian total RNA Kit (Sigma)

Es wurde nach Herstellerangaben vorgegangen.

3.4.2 QlAamp viral Mini Kit (QIAGEN)

Es wurde nach Herstellerangaben vorgegangen.

343 Two-Step RT-PCR

Fir die Transkription der RNA wurde zunéchst ene RT-PCR durchgefihrt im
Doppelansatz mit einer Amplifikation mit nested Primern nach Schmidt et al. 3%, Fir die
reverse Transkription wurden ein 50 yl Ansatiz mit je 30 pmol des RT-antisense und RT-
sense Primers, 200 pM dNTP, 10x Puffer und 10 pl isolierte RNA in ein Resktionsgefa’
pipettiert und 5 min bei 95 °C inkubiert. Die Proben wurden anschlief}end sofort auf Eis
gesdlt und mit einem Enzymgemisch aus 1,25 U Expand-Revers Transkriptase (Roche)
und 1 U Taq DNA-Polymerase versetzt. Die reverse Transkription wurde bel 42 °C fur 30
min durchgefihrt. Neach ener initigtiven Denaurierung b 95 °C fir 60 s folgten 30
Zyklen mit der Denaurieeung be 95 °C fir 60 s der Anlagerung be
60 °C fir 60 s und ener Polymeriserung be 72 °C fir 120 s Ein abschlielfender
Polymeriserungsschritt be 72 °C fir 600 s vervdllséndigte die Amplifikationsprodukte.
Eine Amplifikation der HCV cDNA mit nested Primern folgte Dazu wurden jewels in
enem 50 pul Ansaiz 30 pmol nantisense und n-sense Primer, 200 uM dNTP, 10x Puffer,
15 mM MgCh, 1 U Tag-Poymerae und 1 yl cDNA aus der RT-PCR in en
Resktionsgefdd pipettiert. Folgendes Temperaturprofil wurde durchgefiihrt: ein enmaiger
initistiver Denaturierungsschritt be 95 °C fir 120 s gefolgt von ener Denaurierung be
95 °C fur 60 s, einer Anlagerungtemperatur bei 60 °C fir 60 s, dem Polymerisierungsschritt
be 72 °C fir 120 s Diessr Zyklus wurde 30x wiederholt. Eine
Schlusspolymerisierungsphase bel 72 °C fur 600 s komplettierte die PCR.
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10 pl des PCR-Gemisches wurden auf en 1,8 %igen Agarosege geladen und durch
Vergleich mit einer 1 kb Leter charakterigert.

3.4.4 Reinigung

QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN)

Es wurde nach Herstdlerangaben vorgegangen. Zusdtzlich wurde be der Reinigung von
Cy5-markieten Primern nach dem Anbinden des Amplifikats an die Saule mit 750 pl
Guanidiumhydrochlorid zuséizlich gewaschen.

FPL C-Aufreinigung

Die PCR-Reaktion-Gemisch wurde auf der FPLC mittd lonenaustausch-chromatographie
(Saule MonoQ® HR 5/5) Uber enen Sdzgradienten aufgereinigt. Nach der FPLC-
Aufreinigung wurden die  Produktfrektionen gesammet und in enen Centricon-30-
Zentrifugenkonzentrator  (Millipore) UberfUhrt und durch  Zentrifugation bel 4000 rpm
eingeengt. Die Fraktion mit der DNA wurde bei 4000 rpm 10 min zentrifugiert, 3x mit
500 pl 1x TE gewaschen, dazwischen jewells 3 min bal 4000 rpm zentrifugiert und DNA in
ein neues Reaktionsgefal Uberfuihrt.

345 Targetherstellung mittelsPCR

Die Amplifikate aus Abschnitt 3.4.3 wurden in einer nested PCR fUr die Hybridiserung mit
enem Cy5 an 5 Ende Uber den entsprechenden Primer (Primer 90) markiert. Fir einen
Ansatz wurden jewells 400 nM HCV 90, 400 nM HCV 88, 1,5 mM MgCl 1 x PCR-Puffer,
200 UM dNTP, 2 U Tag-Polymerase und ds Template eine 1:100 Verdinnung aus der two-
sep Reversen Transkriptase-PCR verwendet. Der Reektionsansatz wurde mit Minerddl ds
Verdunstungsschutz  Uberschichtet. Das Temperaturprofil wurde nach Boldt 3! in dnem
Thermocycler (Landgraf) durchgefinrt.

Es wurde en 2 %iges Agarosege (Seakam) gegossen. Nach dem Aushérten wurden 10 pl
der vorbereiteten Proben aus der PCR auf das Gd aufgetragen. Die Elektrophorese wurde
bei 120 V und 45 min durchgeftihrt.

3.4.6 Quantifizierung der Proben

Die Proben wurden durch photometrische Doppebestimmung mit je ener 1:50 bzw. 1:100
Verdinnung der Probe im Spectrophotometer (Hitachi U-3000) quantifiziet. Durch die
Optische Dichte (OD) kann die Konzentration der amplifizieten DNA ermittelt werden.
Daba wurde folgende Umrechnung verwendet: 1 OD entsoricht 33 pg einzestréngiger
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DNA. Anhand dessen wurde die Konzentration Uber die molare Masse (hier 330 g/mol)
ermittelt.

3.4.7 Einzelstrang-lsolation

Die Einzddrangisolierung doppedrangiger  DNA eafolgte Uber Streptavidin-Magnetic-
Beads (Boehringer Mannheim). Nach Angabe des Hergtdlers wurde die entsprechende
Menge Beads dremd in H.Og4y gewaschen, dazwischen 30 s be 13.200 rpm zentrifugiert.
Die Waschlosung wurde abgenommen, DNA-LOsung aufpipettiet und die DNA 30 min
unter Schitteln (GFL 3005) be Raumtemperatur (RT) an die Beads gebunden.
Anschlielfend wurde dremd kurz mit H,Og gewaschen. Die Denaturierung erfolgte mit
50 I einer 200 mM Natriumhydroxid-Losung, die auf die Beads gegeben wurde. Es wurde
3 min be RT geschittdt wurde. Der Uberstand wurde abgenommen und in &in neues
ResktionsgefaR  Uberfuhrt. Nach einer Wiederholung wurden die Uberstande mit 50 il
200 mM HCl neutrdisiert.

3.5 Sequenzierung

Fur die Sequenzierung wurde das Cyce-PCR-Resktionsgemisch folgenderma3en
angetzt: 1yl HyOy, 2 Yl Big Dye Ready Mix (Applied Biosygems), 1 ul HCV 88 und
HCV 90 und 6 pl PCR Produkt aus Absaiz 3.4.3. Der Ansatz wurde mit Minerddl
Uberschichtet und bei 95 °C fir 15 s denaturiert. Die Anlagerungsphase be 60 °C fur
15 s und die Polymeriserungsphase bel 60 °C fir 240 s im Gene Amp PCR System 9600
(Perkin Elmer) durchgefiihrt. Dieser Zyklus wurde 26x wiederholt.

3.5.1 Fallungder DNA fir die Sequenzierung

Das Produkt aus der Cycle-PCR wurde dlfrel in neue Resktionsgefde Uberfihrt, die DNA
mit 34 W 3 M Natriumacetat und 100 Pl Ethanol (absolut) (Riedd-de-Haen) gefdlt. Be
13200 rpm wurde fur 20 min zentrifugiet. Das Pdlet wurde mit 70 %igem Ethanol
gewaschen und der Zentrifugationsschritt wiederholt. Der Uberstand wurde abgenommen
und das Pdlet vollsténdig getrocknet. Anschlielend wurde in 30 I HoOgy resuspendiert
und die Lésung in fablose 05 ml Resktionsgefde Ubefihrt. Der Deckd der
Reaktionsgefdlde wurde abgeschnitten und durch Gummisepten ersetzt. Die Sequenzierung
efolgte im Kapillarsequenzierer ABI Prims 310 (Applied Biosystems) durch die Sanger-
Coulson-Methode. Die Auswertung der Spektren efolgte durch die Software-Tools
Sequence Analyse 3.4.1 und Chromas 1.45.
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3.6 Herstelung der Mikroarrays

3.6.1 Slides

Die Obeflachenmodifizierung wurden von Frau B. Meyer-Schlosser  durchgefiihrt. Es
handelt sch um mit 1,4-Phenylendiisothiocyanat aktiviete Objekitrager, die wie in 29
beschrieben, hergestd It wurden.

3.6.2 Roboter

3.6.2.1 Ultramikro-Pipettierroboter, CAG, Bremen

Das Bespotten der Slides wurde im nonkontakt-Verfahren durchgefthrt. Der Ultramikro-
Fipettierroboter mit Pezo-Pipette wurde im  Centrum fir Angewandte Gensensorik
entwickelt.

Die Oligonukleotide wurden im Spottingpuffer gdost und 70 pl ener 10 pM Ldsung
daubfrel in die Kavitdten einer 96-wel Mikrotiterplatte (Nunc) Uberflihrt. Das Aufbringen
der Oligonukleotide auf die Sides efolgte dets nach dem gleichen Muder. Die
Oligonukleotide wurden so auf dem Side abgelegt, dass en Mikroaray aus dre

identischen Arrays entstand (vgl. Abbildung 3-1). Als Podgtivkontrolle diente das
Oligonukleotid S_U23G.

Startpunkt beim Spotten

!

Slide 1D

Array oben Array matte Array unten

Abbildung 3-1: Schematische Darstellung des Spottingmusters auf einem Slide.

3.6.2.2 SotArray 24 (Packard BioScience)

Die Oligonuklectide wurden in der Spottinglésung resuspendiert und 20 yl einer 10 uM
Losung wurden in je ene Kavitd der Mikrotiterplatten (Nunc) Uberfuhrt. Die

37



MATERIAL UND METHODEN

Luftfeuchtigkeit wahrend des Spottingvorgangs wurde auf 65 % eingestdlt, die Anzahl der
Tesspots auf 15 festgdegt und die Veweldauer der Pins auf dem Mikroarray auf
700 ms eingestdlt. Die Oligonukleotide, ebenso wie die Kontrollen, wurden 10-fach in
aufeinanderfolgenden Spots abgelegt. Die 10er Blocke der Kontrollen wurden redundant
aufgebracht. Als Postivkontrolle diente das Oligonukleotid S U23G.

3.7 Hybridisierungen

3.7.1 Anbinden

Die Oligonukleotide wurden nach dem Aufbringen in einer feuchten Kammer Uber Nacht
be  Raumtemperatur  inkubiet, um die  Anbindungsresktion  zwischen  der
Aminomodifizierung der Oligonukleotide und der Phenylendiisothiocyanaigruppe  der
ativierten Sides vollgéndig ablaufen zu lassen. Anschlielend wurden mit Waschlosung 1
die nicht angebundenen Oligonukleotide von der Obefléche abgespiilt und die Slides
anschliel¥end im Druckluftstrom getrocknet.

3.7.2 Abblocken der freien reaktiven Gruppen

Die freen resktiven Phenylendiisothiocyanatgruppen wurden fir 15 min auf einem
Orbitaschittler bei 100 rpm (GFL 3005) in der Blockinglosung abgeblockt. Nach 15 min
wurden die Sides entnommen, in HyOqy kurz gespllt und mit Druckluft getrocknet. Die
Slides kénnen so entweder be —20 °C in Objekttragerboxen fir ca. 4 Wochen eingefroren

oder direkt weiter verarbeitet werden.

3.7.3 Prahybridisierung und Hybridisierung

Die Préhybridiserungdésung wurde frisch hergesdlt und die ggf.  eingefrorenen
bespotteten Slides bel Raumtemperatur aufgetaut. In dieser Lésung wurden die Slides fur
gne Stunde schittelnd inkubiert, anschlief?end kurz mit HoOg4g gespllt und mit Druckluft
getrocknet. Wahrend der Inkubationszeit wurde die Hybridiserungdosung 10 min be
95 °C denaturiert und sofort in Eiswasser 10 min  abgekthlit. 200 pl der
Hybridiserungdosung wurden auf den Side pipetiet und mit enem Deckglas
(24 x 60 cm) Iuftblasenfre  abgedeckt. In  ener feuchten Kammer mit der
Préhybridiserungddsung wurde die Lésung fir eine Stunde be Raumtemperatur inkubiert.
Die Sides wurden anschlielfend in Waschpuffer 2 kurz abgespiilt, dann 10 min in
Waschpuffer 2 schittelnd (100 rpm) inkubiert. In Waschpuffer 2 wurde nochmds fir
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10 min unter Schiitteln inkubiert. Nach dem Trocknen unter Druckluft wurden die Slides im
Scanner Axon 4000B (Axon) bel einer Wellenldnge von 635 nm und ener PMT von 600
ausgelesen. Die Bildanalyse wurde mit dem Programm Genepix (Axon) durchgefuhrt.

3.7.4 Auswertung

Wenn nicht anders erwahnt, wurde folgende Auswertung gewahit: Jeder der drel Arrays auf
dem Mikroarray wurde einzeln ausgewertet. Die Median-Werte fUr die einzelnen Spots des
jeweligen Oligonukleotids wurden gemittdt. Der Wert der Pogtivkontrolle wurde ds
100 % gesetzt und die anderen Mittelwerte der Signdintensté auf die Postivkontrolle
bezogen. Darlber hinaus wurde ene IntraArray-Normierung engefihrt, vgl. Kapitd
4.1.4.1, oder die Software iQmega verwendet, Sehe Kapitd 4.4.2.2.

3.8 Optimierung der Hybridisierungsbedingungen

3.8.1 Slidehomogenitat

Zur Untersuchung der Spothomogenitét wurden 10 uM der Oligonukleotide Amino-M13A
und Amino-cM13A-Cy5 mit dem Ultramikro-Pipettierroboter auf die aktivierten Glasdides
gespottet. Die Hybridiserung wurde mit einer Konzentration von 5 nM M13A-Cy5 in
30 ml Préhybridiserungdosung bel Raumtemperatur fir 60 min schittelnd  durchgefiirt.
Drema wurde der Mikroarray gescannt: nach der Inkubation der Oligonuklectide, nach
dem Abspiilen mit Waschpuffer 1 und nach der Hybridiserung.

3.8.2 Variation der Hybridisierungstemper atur

Die Hybridiserungstemperatur wurde zu Optimierungszwecken variiert, vgl. Kapitd 3.7.3,
jedoch bel Hybridis erungstemperaturen von 22 °C, 30 °C und 35 °C.

3.8.3 Variation der Formamidkonzentration
Die Formamidkorzentration im Hybridiserungspuffer wurde zu  Optimierungszwecken

vaiiert, vgl. Kapitd 3.7.3, jedoch mit 30 %, 50 % oder 60 % Formamid.

3.8.4 Variation der Salzkonzentration in dem Waschpuffer
Die Sdzkonzentretion im Waschpuffer wurde zur optimierungszwecken variiert, vgl.

Kapitd 3.7.3, jedoch mit verschiedenen Verdinnungen der Standard Sodium Citrat -
Ldsung (SSC), vgl. Waschpuffer 1, Waschpuffer 2 und Waschpuffer 3.
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4 ERGEBNISSE

Das Zid der Arbeit ig die beden mit unterschiedlichen Methoden hergestellten
Oligonukleotid-Bibliotheken zur Erkennung von Hepatitis C-Viren auf Mikroarrays zu
evduieren und zu vefizieren. Dazu wurde die Mikroarayherselung etabliet und die
optimden Hybrididerungsbedingungen emittdt. Zudem wurden zwe  Oligonukleotid-
Bibliotheken auf verschiedene Weise eddlt. Die 54 Oligonuklectide der manudlen
Bibliothek wurden mit Hife von Alignments und Programmen zum Primerdesign ergdlt.
Fur die Software-generiete Bibliothek wurde en Programm entwickdt, mit dem
66 Oligonuklectide fur die Identifiziierung und Klassfizerung ausgewdhlt wurden. Anhand
von vier HCV-Tagets und 46 Oligonukleotide der manuellen Bibliothek wurden die
Mikroarrays etabliet und eine Auswertung der Hybridiserungsdaten durch Intra-Array-
Normierung engefihrt. Die Versuche wurden auf die Oligonukleotiden der Software-
generierten  Bibliothek ausgewetet und zur Auswertung der Hybridiserungssgnde auch
die Anadyse-Software IQMega eingesetzt. Fur die Evauierung der Daten wurden weitere
HCV-Tagamolekile isoliert, sequenziet und anschliefend auf  entsprechenden
Mikroarrays hybridigert.

4.1 Hybridiserung

Im Folgenden wird auf unterschiedliche Parameter eingegangen, die be der Hybridiserug
bzw. der Auswertung der Hybridiserungsdaten eine grof¥e Rolle spiden. In dieser Arbait
wurden Vergleiche zwischen verschiedenen Mikroarrays durchgefiihrt. Diese snd mit den
gleichen  Oligonukleotiden  bespottet, jedoch mit verschiedenen  Targetmolekilen
hybridisert worden. Aus diessm Grund ist die Vergleichbarkeit sowohl zwischen den
enzenen Arrays auf einem Side ds auch zwischen den Slides sehr wichtig. Entscheidend
dabel i die Homogenitét der Sideoberfliche. Anschlief?end wurden verschiedene
Parameter, die Einflisse auf die Stringenz und Kinetik der Hybridiserung ausiiben,
optimiert.

4.1.1 Optimierung

Hybridiserungen snd dynamische Prozesse, die durch verschiedene Parameter beanfluf
werden (vgl. Abbildung 4-1). Einige Parameter wurden variiert, um die optimaen
Hybridiserungsparameter zu ermitteln.
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Position der Oligonukleotide auf dem Targetmolekiil

| BEkunantl UIEﬂ1 Hybridisierungsdauer

22277 \‘i/ % i
:

[ Immobilisierte

Spottingkonzentration

\Oligonukleotide

Schmelztemperatur

Salzkonzentration

Sequenz

Spacer

Abbildung 4-1. Skizze von Parametern, die die Hybridisierung auf einem DNA-Mikroarray beeinflussen
koénnen. Die unterschiedliche Form der Pfeile symbolisiert die verschiedenen Einflussgrossen der einzelnen

Parameter auf die Hybridisierung.

4.1.1.1 Schmeztemperatur

Die Hybridiserungstemperatur  wird durch die Schmeztemperatur des DNA-
Doppelstranges bestimmt. Dabel gilt die Faudregd: Schmeztemperatur minus 5 °C ig in
der Reged die Hybridiserunggemperatur 132, Die Schmelztemperatur  fir  die
Oligonuklectide der manuellen sowie der Software-generierten  Bibliothek liegt  bel
60°C+5°C.

Fur die Optimierung der Hybridiserunggemperatur wurden verschiedene Oligonukleotide
aus der manudlen Bibliothek herangezogen und bei 22 °C, 30 °C bzw. 35 °C hybridisert.
In Abbildung 4-2 i en Veglech der rdaiven Sgndintenstéien nach Hybridiserung bel
den genannten Temperaturen dargestdlt. Die einzenen Signdintenstden wurden auf die
Pogtivkontrolle bezogen, um die Sgndintenstden mitenander verglechen zu  konnen.
Deutlich zu erkennen and hier hohere Sgndintendtéen, vor dlem bea den universdlen
Oligonukleotiden bel ener Hybridiserungstemperatur von 22 °C. Be den spezifischen
Oligonukleotiden i diesr Unterschied nicht  vorhanden. Hier erechen die
Oligonukleotide bel einer Hybridiserungtemperatur von 30 °C die hichgen Signde. Be

41



ERGEBNISSE

diesen Oligonukleotiden liegen die Signdintendtéten ndher zusammen, wie aus den
Uberlappungen  der Fehlerbdken  z.B. be M _3ub5B  be dlen dra
Hybridiserunggemperaturen  hervorgeht.  Werden nur die  (Genotyp)-pezifischen
Oligonukleotide betrachtet, wirde die optimade Hybridiserungstemperatur be 30 °C
liegen. Allerdings snd hier die Standardabweichungen deutlich héher ds bea  den

universdlen Oligonukleotiden. Aus diessm Grund wurde 22 °C (Raumtemperatur) as
optima gewertet.
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Abbildung 4-2: Diese Darstellung zeigt die relative Signalintensitdt bei Hybridisierungstemperaturen von
22 °C (RT), 30 °C und 35 °C. Getestet wurden universelle und (Genotyp-) spezifische Oligonukleotide der
manuellen Bibliothek. Bei den universellen Oligonukleotiden ist eine deutlich stérkere Signalintensitét bei
Hybridisierung bei Raumtemperatur zu sehen. Wahrend bei den genotyp-spezifischen Oligonukleotiden
hohere Werte bei 30 °C zu erkennen sind, aber auch bei 22 °C sind die Signale deutlich. Die Werte wurden
auf die Positivkontolle (PK) bezogen, die als 100 % gesetzt wurde.

4112 Formamid

Formamid wird be  Hybridiserungen dem  Hybridiserungspuffer  zugesetzt, um
Sekundarstrukturen der DNA  aufzuschmelzen. Dieses chaotrope Reagenz destabilisert die
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Strangen. Beém Einsatz von Formamid kann
die Hybridiserungstemperatur um 24 °C - 2,9 °C pro mol Formamid 3% herabgesenkt
werden.
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Abbildung 4-3: Darstellung der relativen Signalintensitéten ausgewahlter Oligonukleotide der manuellen
Bibliothek normiert auf die Positivkontrolle (PK) nach Hybridisierung bei Formamidkonzentrationen von
30 %, 50 % und 60 % im Hybridisierungspuffer. Bel den (Genotyp-) spezifischen Oligonukleotiden ist die
Signalintensitdt bei alen drei Versuchsbedingungen vergleichbar, wahrend bei den universellen
Oligonukleotiden deutliche hohere Signale bei 30 % Formamid detektiert werden konnten, jedoch bei einem
sehr grofRen Fehler bis zu 54 % bei M_U-6B. Bei den Formamidkonzentrationen von 50 % und 60 % sind

dagegen vergleichbare Signalintensitéten und deutlich geringere Fehler von 29 % bei M_2u-2B zu erkennen.

Die Experimente, die den Daten aus Abbildung 4-3 zugrunde liegen, zeigen, dass die
gewdhiten Formamidkonzentration keinen erheblichen Einflud auf die Hybridiserung
haben. Zwar snd auf den eden Blick die Sgndintengtdten bei den universdlen
Oligonuklectiden bel einer Formamidkonzentration von 30 % hoher ads be 50 % bzw.
60 %, jedoch sind auch die Fehler bis zu 54 % bei M_U-6B maximd. In den nachfolgenden

Experimenten wurde ene optimae Formamidkonzentration von 50 % aufgrund der
geringeren Fehlerbaken gewahlt.

4.1.1.3 Waschbedingungen

Die Waschbedingungen, vor dlem die NaClKonzentration in der WaschlGsung, i wichtig
fir die Stringenz und fir die Minimierung des Hintergrundes. Die Stringenz determiniert
die Sabilité ener Bindung, d.h. Hybride ohne Basenfehlpsarungen sind Stabiler ads mit
Basenfehlpaarungen. Die Podtion der Basenfehlpaarung spielt dabel ene weitere Rolle,
wie in Kapitd 4.1.1.7 néher betrachtet wird. Die NaClKonzentration wurde zwischen
200 mM, 100 mM und 20 mM Endkonzentration in der Waschlosung variiert. In
Abbildung 4-4 snd die reativen Sgndintendtéten fir verschiedene Oligonuklectide der
manuellen Bibliothek gezeigt. Deutlich zu ekenen dnd die dgnifikent  hoheren
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Sgndintengtden be 100 mM NaCl in der Waschléung. Fast dle Oligonukleotide haben
hier die htchsten Werte, auler M_U-23A und M_U23-B.
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Abbildung 4-4: Das Diagramm zeigt relative Signalintensitéten verschiedener Oligonukleotide der manuellen
Bibliothek bel der Variation der NaCl-Konzentrationen in der Waschlésung. Die Signalintensitéten der
einzelnen Oligonukleotide nach der Hybridisierung wurden auf die Positivkontrolle (PK) normiert. Starke
Signalintensitdten sind bei einer NaCl-Konzentration von 100 mM zu erkennen, wahrend bei 200 mM und

20 mM deutlich schwéchere Signale zu erkennen sind.

4.1.1.4 Spottingkonzentration

Die Spottingkonzentration ist abhéngig von der Bindungskapazitét der aktivieten Side-
oberfléche, aber auch von der Art und Struktur der Oligonuklecotide. Die hier verwendeten
PDITC-Slides (Abbildung 1-2) heben ene Bindungskapazitd mit 45 fmol/mm? (234, Die
aufgebrachten Tropfen hatten einen durchschnittlichen Durchmesser von 250 pum. D.h.
diese 250 pum konnten 2 fmol Oligonukleotide aufnehmen. Be dem Ultramikro-
Pipettierroboter werden pro Tropfen ca. 250 pl Fissgkeit abgegeben, be 5 Tropfen
dementsprechend 1,25 nl. Be ener Spottingkonzentration von 10 uM werden 12,5 fmoal
aufgetropft, d.h. um sechsfach mehr as theoretisch abgebunden werden konnten. In
Abbildung 4-5 snd die  absoluten Signdintengtéten der gespotteten
Oligonukleotidkonzentrationen von 10 pM, 1 uM, 0,1 uM, 0,01 uM und 0,001 uM gezeigt.
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Abbildung 4-5: Variation der Spottingkonzentration. Aufgetragen sind verschiedene Spottingkonzentrationen
von 0,001 puM bis 10 uM und die absolute Signalintensitdt. Diese Werte wurden nach Hybridisierung mit

50 % Formamid bel Raumtemperatur erzielt. Deutlich zu erkennen ist die hdchste Signalintensitét bei 10 uM.

4115 Zet

Die Hybridiserung i ein dynamischer Prozess, in dem dch en Glechgewicht zwischen
Oligonuklectiden und Target enddlt. Die Lange des Target soiet in diesem Glechgewicht
ene grole Rolle da dieses frei beweglich in der Losung und sein Zidmolekil auf der
Oberflache immobilisert ist. Be langeren Targetmolekilen von Uber 1000 bp, z.B. cDNAS,
wird die Hybridiserung oft Uber Nacht durchgefiihrt, um den Targets ausreichend Zeit fir
eine spezifische Erkennung der entsprechenden Oligonukleotide zu geben.

Die hier verwendeten Targets sind nur 209 bp lang. Oligonukleotids aus verschiedenen
Bereichen der Targets wurden ausgesucht und bel 30 min, 60 min, 120 min bzw. 180 min
hybridisert. In  Abbildung 4-6 snd de asoluten Sgndintenstéden nach der
Hybridiserung von dra Oligonukleotiden aus der manuellen Bibliothek nach verschiedene
Hybridierungszeiten  aufgetragen.  Zu  ekennen  sdnd  zundchst  unterschiedliche
Sgndintengtdten, abhéngig von der Identitét des Oligonukleotides. Fir M_1b-2E ig en
deutliches Optimum der Hybridiserungsdauer bal 60 min zu sehen.
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Abbildung 4-6: Das Diagramm zeigt eine Auftragung der relativen Signalintensitét gegen die verschiedenen
Hybridisierungszeiten fur drei verschiedene Oligonukleotide. Fir M_1b-2E ist ein deutliches Optimum der

Hybridisierungsdauer bei 60 min zu sehen.

4.1.1.6 Untersuchungen von Einzelstrang- gegen Doppe strang Hybridisierungen

Aufgrund der hier angewendeten Reversen Transkription der Virus RNA in ¢cDNA wird
doppeldrangiges Hybridiserungsmaterid hergestdit. Ba dem Design der Oligonuklectide
wurde jedoch nur der sense-Strang des Virus, der in den Datenbanken hinterlegt i,
verwendet. Untersuchungen sollten zeigen, ob die Oligonukleotide spezifisch snd und
keine fdsch podtiven Signde aufgrund von Kreuzregktivitét auftreten. In Abbildung 4-7
snd die verschiedenen Signdintenstéten der Hybridiserungsereignisse flr einige genotyp-
spezifische Oligonukleotide der Software-generierten Bibliothek dargestellt. Deutlich zu
ekennen ig die hthere Signdintensté bei finf Oligonukleotiden bei Verwendung von
doppelstrangigem Taget. Aulerdem dnd die unterschiedliche Sgndintendtéten der
verschiedenen Oligonukleotide auffdlig, obwohl die Schmeztemperatur angepasst, die
Sekundéargtruktur minimiert und die Oligonukleotide fur die Erkennung enes Genotypes
entwickelt wurden.
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Abbildung 4-7: Vergleich der Signalintensitédten normiert auf die Positivkontrolle (nicht dargestellt) fir
genotyp-spezifische Oligonukleotide nach Hybridisierung mit einzelstrangigem und doppelstrangigem HCV-
Target am Beispiel des Genotypes 3a.

41.1.7 Mismatch

Ba de Andyse von Einzenukleotid Polymorphismen (SNPs) i es notwendig in-vitro
zwichen einem sogenannten Perfect Maich (PM), die entspricht 100 % Homolgie von
Fanger und Taget - und enem Fanger-Tage-Paar mit enem oder mehreren
Basenfehlpaarungen  unterscheiden zu  konnen. In Abbildung 4-8 sSnd exemplarisch
Hybridiserungsereignisse  zwischen dem HCV Genotyp la und sechs verschiedenen
Fangern dargestdlt. Die verwendeten Oligonukleotide haben zu dem Taget 100 %
Homologie (U23G) bis hin zu drei Basenfehlpaarungen (mismaiches, MM). Deutlich zu
sehen ig die Abnahme der Signaintendtét von der Perfect Match (U23G) zu der Mismatch
Probe U23D mit enem Mismatch von 61 %. Hat die Targetsequenz drei Mismatches zu der
Oligonukleotidsequenz, wie bel U23J, s0 betrégt die Abnahme der Signdintendté 93 %.
Es ig¢ dso en deutlicher Abfdl der Sgndintenstdt zu erkennen. Dabel verhdten sch die
Oligos mit Basenfenlpaarungen unterschiedlich, abhéngig von der Podtion  des
Mismatches. Der Mismaich bel U23C ist an sechster Position vom 5 Ende, U23D an der
sechgter Pogtion vom 3 Ende. Be U23C handdt es sch um einen Ausgtausch von 7> C,
be U23D von T->G. Energetisch gesshen i die AT-Bindung die stabilste Bindung. Eine
AG-Bindung ist schwécher und eine AC-Bindung ist noch schwécher.
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Abbildung 4-8: Graphische Darstellung der Signalintensitéten verschiedener Oligonukleotide mit einem

Perfect Match und ein oder mehreren Basenfehlpaarungen an unterschiedlichen Positionen.

4.1.2 Weitere Parameter bei der Analyse der Hybridisierungsdaten

4.1.2.1 Bleaching

Cy-Fabgoffe snd lichtempfindlich. Zu héufiges Scannen kann zu  Bleaching- Effekten
fihren. Dargestelt ig in der Abbildung 4-9 das Verhdten des Farbstoffs Cy5 nach
15 Scanvorgangen, die hintereinander durchgefihrt wurden (dunkle Baken). Dazu wurden
doppdtmarkierte Oligonukleotide gespottet, direkt gescannt und anschlieRend Uber Nacht
eingefroren. Nach Lagerung Uber Nacht be —20 °C und Auftauen auf Raumtemperatur
wurde emneut 10 ma hintereinander gescannt (dargestdlt in hellen Baken). Deutlich zu
sehen ig e@ne Abnahme der Signdintengtéd um durchschnittlich 38 %. Darlber hinaus ist
en saker Verlug der Signdintengitét nach der Lagerung Uber Nacht be —20 °C von 74 %
zu erkennen. Der Abfdl Uber die folgenden zehn Messungen liegt bei 44 %. Insgesamt
belauft sich die Abnahme der Sgndintensitét um > 90 %.
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Abbildung 4-9: Bleaching Effekt durch die Laserabtastung im Laser-Scanner. Die dunklen Baken sind
aufeinanderfolgende Messungen direkt nach der Hybridisierung, wahrend die hellen Balken die selben Slides

nach einem Einfrier-Auftau-Zyklus markieren.

Nach diesen Untersuchungen lag die optimade Oligonukleotidkonzentration bei 10 uM. Die
optimde Konzentration der zu hybridiserenden Targetlosung betrug 10 nM. Die
grundlegende Optimierung der Hybridis erungbedingungen ergab ene
Formamidkonzentration von 50 % im Hybridiserungspuffer (Hybridiserungdésung 1) und
ene Hybriserunggdemperaur von 22 °C be doppddrangigen Targetmolekilen. Eine
Waschlosung mit 100 mM NaCl (Waschlgsung 3) zeigt dch fir die Abtrennung von
unspezifischen  Hybridiserungsereignissen optima. Bel den  untersuchten  Oligonukleotiden
konnte unter diesen  Bedingungen e@n  Oligonukleotid mit  mindetens  ener
Basenfehlpaarung zum Taget scher von dem  Oligorukleotid ohne Basenfehlpaarung
unterschieden werden. Sie unterscheiden sch durch ene 60 %ige Abnahme der
Sgndintensité bei dem Oligonukleotid mit Basenfehlpaarung.

Mit diesen Parametern konnte gezeigt werden, dass sich mittdstdndige Basenfehlpaarungen
von Peafect Maich Oligonukleotiden abtrennen lassen. Somit snd die Bedingungen
dringent, um mit den ausgewahlten Oligonukleotiden SNPs, die fir die Determinierung der
Genotypen von entscheldender Bedeutung sind, sicher unterscheiden zu kénnen.

49



ERGEBNISSE

4.1.3 Untersuchungder Slidehomogenitat

Eine homogene Sgndintengtdt auf der Obefliche i zu gewdrleagen, um
Sgndintensitéten auf dem Slide vertalt snd sowie die Sides verschiedener Experimente
mitenander verglechen zu konnen. Befinden dch diese Spots an  unterschiedlichen
Podtionen auf dem Array, muss ene Homogenitd der Sgndintendtéten Uber den ganzen
Array gegeben san. Zur experimentdlen Durchfihrung wurde en doppdtmarkiertes
Oligonukleotid, mit einer Aminomodifizierung am 3-Ende und einer Cy5-Makierung am
5-Ende af dem Side immobiliset und zur Uberprifung der Gleichmiigkeit der
Obefldche verwendet. Die verschiedenen Schritte der Mikroarrayherstdlung wurden dabel
einzeln untersucht.

Spotting

Auf dem Mikroaray wurden die zwe verschiedene Oligonukleotide in drel  identische
Arrays podtioniet. Bel den Oligonukleotiden handdt es sch um A-M13cA-Cy5 und um
A-M13A. Die Arrays werden nach ihrer Podtion auf dem Side ds ,Array oben”,
»Array mitte’ und ,, Array unten® bezeichnet (vgl. Abbildung 3-1).
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Abbildung 4-10: Dreidimensionale Darstellung der einzelnen Fluoreszenzintensitéten eines Mikroarrays, auf
den 10 uM Oligonukleotidldsung gespottet wurden. Das Oligonukleotid ist doppeltmarkiert. Am 3" Ende trégt
es eine Aminomodifikation und am 5 Ende eine Cy5-Markierung. Die hdchsten Fluoreszenzintensitéten von
55000 relativen Einheiten erreichen die Spots am linken Rand des unteren Arrays. Der obere und mittlere
Array erreichen Signalintensitaten zwischen 35000 und 45000 relativen Einheiten.
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In Abbildung 4-10 is die Vertelung der Signdintensté nach der Anbindung des doppelt
markierten Oligonukleotids M13MP18 dargestdlt. Zu erkennen igt deutlich ene hohesten
Sgndintengtdt mit enem Maximawert von 48358 au. am linken Rand des unteren
Arrays. Deutlich zu sehen ig en Abfdl der Werte zum rechten hinteren Rand hin bis auf
33025 au.. Die Standardabweichung liegt hier bei 46 %. Die Signdintendtéen des oberen
Arrays liegen zwischen 31274 au. und 42263 au.. Se vaiieren um 35 %. Im mittleren
Array ereichen die Werte zwischen 34740 au. und 45941 au.. Die Standardabwe chungen
liegen hier be 32 %. Be dem oberen Array is kein deutlicher Gradient zu erkennen,
wahrend beim mittleren Array zum Rand des Slides die Huoreszenzwerte am hochsten

snd.

Oligonukleatid- Immobiliserung

Nach der Immobiliserung werden bel der Mikroarray-Hersdlung die nicht angebundenen
Oligonukleotide abgewaschen und die Anbindungsate an die aktivierte Oberflache
quantifiziert. Die prozentuden Abweichungen im oberen und mittleren Array liegen unter
10 % . Eine Abnahme der Sgndintensté im Vergleich zum ersen Scanvorgang liegt fur
den oberen und mittleren Array be unter 1 % und ist daher vernachldssigbar. Beim unteren
Array liegt eine Abnahme der Signalintensitét um 18 % vor.
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Abbildung 4-11: Dreidimensionade Darstellung der einzelnen Signalintensitdten des immobilisierten,
doppeltmodifizierten Oligonukleotides nach dem Abwaschen der nicht angebundenen Oligonukleotide. Die
hochste Signalintensitét von Uber 45000 relativen Einheiten wird im mittleren Array erreicht. Der untere
Array zeigt eine Abnahme der Signalintensitét von etwa 18 %, wahrend der obere sowie der untere Array eine

Abnahme der Signalintensitét um weniger als 1 % zeigen.
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Hyhbridiserung mit markiertem Oligonukleotid

Nach dem Hybridiseren ener 5 pM  Oligonukleotidiosung des komplementdren Stranges
ig vor dlem im oberen und mittleren Array ene deutliche Erhdhung der Huoreszenz auf
Uber 45000 au. zu erkennen (vgl. Abbildung 4-12). In Abbildung 4-11 snd an
korrespondierender Stelle die Werte zwischen 35000 au. und 43000 au.. Daraus kann
gechlossen werden, dass nicht ale freien Bindungspldize der gebundenen Oligonukleotide
durch den komplement&ren Strang genutzt werden.

Deutlich zu schen ig eine immer darkere Abnahme der Signdintenstdten der markierten,
nicht hybridiserten Oligonuklectide v.a im unteren Array, was vermutlich auf das
Abwaschen der  immobilieten  Oligonukleotide ~ warend  der  Hybridiserung
zurickzufthren ig. Grund hierfir konnte der noch zu optimierenden Herstellungsprozess
bel der Funktiondisierung der Oberfldchen sain.

Beschrankt sch die Betrachtung auf die hybridiserten Oligonukleotide in dem oberen bzw.
mittleren Array sSnd die glechen Phdaomene wie in den beiden vorangegangenen
Abbildungen zu beobachten. Auch hier i die Schwankung der Signdintenstéa bei 14 %
beim oberen und und 16 % mittleren Array, wéhrend sie im unteren Array 45 % erreicht.
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Abbildung 4-12: Verteilung der Signalintensitédt nach Hybridisierung mit Cy5 markiertem komplementéren
Oligonukleotid. Unterschiede in der Signalintensitdt zwischen den einzelnen Arrays auf dem Slide werden
immer deutlicher: im unteren Array betragen die Schwankungen bei fast 45 %, wahrend das obere und das

mittlere Array Standardabweichungen etwa 15 % aufweisen.
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Zusammenfassend  kann  festgestellt  werden, dass die  Schwankungsoreite  der
Sgndintendtée vom Auftropfen bis zur Hybridiserung fir en bestimmtes Oligonukleotid
minima sind, d.h. die Schwankungsbreite bel der Ergdlung der Mikroarrays von Spotter
und Bindekapazitat ist akzeptabd. Allerdings konnte bel diesen Untersuchungen gezeigt
werden, dass die Oberflache des Slides, vor dlem im unteren Array, inhomogen ist.

Dieses Ergebnis fihrte zu der  Entwicklung enes Pipettierschemas und  ener
Auswertungsirategie, die nun ndher betrachtet werden.

4.1.4 Qualitat der Hybridisierungen

Um die veschiedenen Mikroarays miteinander vergleichen zu  konnen und die
versuchsbedingten Abweichungen von den genotypbedingten Abweichungen in  der
Sgndintengtd bestimmen zu konnen, wurden zum enen die Standardabweichung
innerhab enes Arrays bestimmt (,Intra-Array”), weter die Abweichungen innerhadb enes
Slides (,Intra -Side*) und die Abweichungen von verschiedenen Mikroarrays bel gleichem
Target und gleichen Hybridiserungsbedingungen (,, Inter-Side").

4.14.1 |Intra-Array

Bedingt durch die geringe Sidehomologie, wie se in Kapitd 4.1.3 beschrieben ist, wurde
en Bespottungsmuster  entwickdt, um die Inhomogenitdt der  Sideoberflache
auszugleichen. Jedes Oligonukleotid wurde insgesamt sechamd aufgebracht und zwar in je
zwel Blocken, die vervollsténdigt durch ene Pogtivkontrolle (PK) ein Quadrupol bilden
(vgl. Abbildung 4-13). Mit Hilfe dieser Normierung war es mdglich, innerhdb eines Arrays
die Signdintengtéten der Oligonukleotide miteinander zu Sandardisieren.

In Abbildung 4-14 ig en Veglech der Auswetemethode mit und ohne Intra-Array
Normierung dargestelt. Hybridiset wurden Oligonukleotide der Software-generierten
Bibliothek gegen HCV-Genotyp la. Zu erkennen sind die verschiedenen Signdintensitéten
fur die verschiedenen Oligonukleotide. Dargestelt dand die Sgndintenstéten ohne die
IntracArray Normierung (helle Linie) sowie IntraArray Normierung (dunkle Linie).
Deutlich zu erkennen ig en Oligonukleotid (S U-10), dessen Sgndintendtdten extreme
Differenzen aufzeigen. Jedoch i anhand der enormen Fehler bel der Auswertung ohne die
IntrarArray Normierung eindeutig, dass der Wert mit IntracArray Normierung vermutlich
der Korrekte ist. Weniger drastisch, aber ebenso deutlich, ist dies auch bel sechs welteren
Oligonukleotiden.
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Abbildung 4-13: Hybridisierter Array zur Verdeutlichung des Spottingsmusters. Fir jedes dreifach gespottete
Oligonukleotid wird eine Positivkontrolle (PK) mitgefihrt und jedes Quadrupol ist pro Chip zweimal
vorhanden. Beispielhaft vergrof3ert sind die Quadrupole fir die universellen Oligonukleotide U1 und U2
sowie fiir die genotyp- bzw. subtyp-spezifischen Oligonukleotide fiir 1a, 1b, 3 und 4 (3%,
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Abbildung 4-14: Darstellung zweier Auswertestrategien mit @) und ohne @) Intra-Array Normierung.
Gegeneinander aufgetragen sind relative Signalintensitten verschiedener Oligonukleotide der Software-
generierten Bibliothek, die mit HCV Genotyp la hybridisiert wurden. Deutlich ist eine Diskrepanz der

resultierenden Signalintensitdten zu erkennen. Der Vorteil der htra-Array Normierung zeigt sich in den

wesentlich kleineren Fehlern deutlich.
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Abbildung 4-15 illudriert diese Ergebnisse auf einem entsprechenden Mikroarray. Die vier
dargestdlten Profile zeigen ausgewdhite Rehen bzw. Spaten des Arrays. Anhand derer
zeigt Sch die Inhomogenitéd des Sides, die die Ergebnisse aus Abbildung 4-14
wiederspiegeln. Die beiden rot umrandeten Quadrupole verdeutlichen die Pogtion von
S U-10, die grin umrandeten die Lage von S 1a5. Beispidhaft is fur S U-10 gezedt,
dass die hohe Signdintenstdt und der grole Fehlerbaken auf schwache Signdintenstét
des Quadrupols unten linksin Abbildung 4-15, 1zuriickzuftihren ist.

Abbildung 4-15. Darstellung einer Slideoberflache anhand ausgewahlter Intensitétsprofile und der
Positivkontrollen. Vor alem im unteren Bereich, gekennzeichnet mit dem Profil 1, ist eine deutliche
Signalintensitétszunahme von links nach rechts von ca. 62 % zu erkennen. Auch bei Profil 3 ist eine
entsprechende Abnahme der Signalintensitét von ca. 70 % zu sehen. Eine Schwankung von ca. 33 % ist bei
Profil 2 zu erkennen, was in diesem Beispiel die geringste Abweichung darstellt. In Profil 4 liegt die
Schwankung bei ca. 38 %. Die rote Umrandung der Quadrupole zeigt die Position von S_U-10, die griine

Umrandung weist die Lagevon S _1a-5.
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4142 Intra-Side

Pro Side snd dre Arrays aufgebracht, die ds Pardldexperimente gezéhlt werden. Ein
Verglech dieser Arrays wird in den folgenden beiden Abbildungen gezeigt und erméglicht
Aussagen Uber die Effiziienz der Hybridiserung. Mit Hilfe der Intra-Array Normaiserung
konnen die drei Arrays, die auf enem Side aufgebracht dnd, zueinander in Beziehung
gebracht werden und man erhdt vergleichbare Daten. Fir die Erhebung der endgliltigen
Sgndintendtéten wurden zunéchst die Spots in jedem Quadrupol auf die dazugehdrige
Pogtivkontrolle bezogen, wobel die Signdintenstédt der Pogtivkontrolle auf 100 % gesetzt
wurde. Dann wurden die beiden Quadrupole miteinander in Beziehung gesetzt, um fir
enen Array enen Wert pro Oligonukleotid zu erhdten. Wichtig ist hierbe nicht nur die
Présenz eines Signas, sondern auch die Signdintensté. Das wird in Abbildung 4-16 fir
die genotypspezifischen Oligonuklectide mit geringer Sgndintendté gezeigt. Auch  gibt
auch fir die universdlen Oligonukleotides, deren Sgndintensitée hoher i as der
genotypspezifischen  Oligonuklectide. Die Abbildung zeigt die hohe Korrdation innerhab
des Slides nach der Intra-Array Normierung.
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Abbildung 4-16. Darstellung der relativen Signalintensitdten genotypspezifischer Oligonukleotide zur
Untersuchung der Slidehomogenitét innerhalb eines Arrays nach Hybridisierung der Oligonukleotide aus der
manuellen Bibliothek mit HCV Genotyp la Die Ergebnisse korrelieren miteinander und somit ist eine
Vergleichbarkeit der Ergebnisse innerhalb eines Slides moglich. Dabei ist die Anwendung der Intra-Array

Normierung von entscheidender Bedeutung, da sie zu vergleichbaren Ergebnissen fhrt.
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4143 |Inter-Side

Die Inter-Side-Korrdation is wichtig, um die Ergebnisse mitenander vergleichen zu
konnen. In Abbildung 4-17 ig bespidhat ene solche Wechsdsatigkeit zwischen zwel
verschiedenen Slides graphisch dargestellt. Sie wurden mit demsdben Target (HG 1d)
gegen die manudl ausgewdhlten Oligonukleotide hybridisert. Deutlich zu erkennen ig hier
die Korrdation der Sgndintendtéen der genotyp-spezifischen Oligonukleotide, die somit
enen Vergleich auch zwischen verschiedenen Slides zulasst. Es ig dlerdings eine hohere
Diskrepanz bezliglich der Sgndintenstéten einzelner Oligonukleotide zwischen den Sides
zu erkennen ds be den Intra-Slide Vergleichen, zB. bet M_1u2B. Die hier vorkommenden
Unterschiede dnd  ggnifikant, wdrend die Abwechungen ba  den redtlichen
Oligonukleotiden nicht dgnifikant snd, wie durch die Uberlgopenden Fehlerbaken

ewiesen ig.
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Abbildung 4-17: Graphische Darstellung der relativen Signalintensitdten spezifischer Oligonukleotide der
manuellen Bibliothek im Vergleich auf zwei verschiedenen Slides. Es sind nicht-signifikante Unterschiede in
der Signalintensitét in den meisten Féallen zu erkennen. Eine Ausnahme bildet Oligonukleotide M_1u-2B. Bel

diesem Oligonukleotid sind die Unterschiede in der Signalintensitét signifikant.
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4.2 HCV-Target Charakterisierung

Verschiedene HCV-Tagets wurden fir die Untersuchung bereitgestdlt (vgl. Tabdle 3).
Um ge fir die Mikroarray-Hybridiserung ensetzen zu kdnnen, wurden die RNA zunéchst
aus dem Serum oder Plasma isoliert, in cDNA umgeschrieben und die gewilinschte Region
mittels einer nested PCR amplifiziet. Zur Markierung der ¢cDNA fir die Hybridiserung
werden ein unmarkierter und en Cy5-makierter Primer eingesetzt. Da eine Zuordnung der
Tagetls zu enem Genotyp nicht immer vorhanden war, wurde ene Sequenzierung
angeschlosssen. Mit der erhdtenen Sequenz und enem Alignment wurde der Genotyp des

Targets durch Vergleiche mit Referenzsequenzen ermittelt (vgl. Abbildung 4-18).

HCYV positive Serum- oder Plasmaprobe

Isolation

RT-PCR

| ‘ nested PCR

Markierung mit Cy5 || " Sequenzierung

F | b

- - \f
Ir' .." ¥

Alignment

Hybridisierung auf Mikroarray

Abbildung 4-18: Schematische Darstellung des Ablaufs bei der HCV-Target Charakterisierung.
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421 RNA-Isolation

Ein Vergleich der beden RNA-Isolationskits von QIAGEN (QIAamp vird RNA) bzw.
Sgma (GenElut Mammdian totd RNA Kit) wurde durchgefiihrt. Abbildung 4-19 zeigt be
der Reversen Transkription (RT) PCR nach der Isolation Uber das QIAamp vird RNA Kit
deutliche Banden in der erwarteten Grofie von ca. 300 Basenpaaren. Die errechnete Grof3e
der cDNA ig 336 bp, korrdiet dso mit den Erwartungen. Be der Aufreinigung Uber
GenElut Mammdian totd RNA Kit von Sgma snd kene Banden zu sehen. Be der
.hested PCR* igd nach der Aufreinigung Uber den GenElut ebenfdls keine Bande zu
erkennen, bal der Isolation Uber QIAamp vird RNA sind hingegen Doppelbanden zu sehen.
Diese snd im erwarteten Bereich, der bel 252 Basenpaaren liegt. Pardled dazu wurden
sowohl Pogtiv- ds auch Negativkontrollen  mitgefihrt. Die Pogtivkontrolle war  eine
bereits isolierte und in cDNA umgeschriebene RNA, die in die neted PCR engeseizt
wurde. Als Negativkontrollen dienten PCR-Ansdtze ohne Template.

RT-PCR nested PCR

Abbildung 4-19: Vergleich zweier Kits zur DNA-Isolierung, wobei ,S* die Abkirzung fir das |solationskit
von Sigma ist und “Q" fur das QIAGEN Kit steht. Die Proben wurden in Doppelbestimmung durchgefuhrt.
Die Reverse Transkription (RT-PCR) zeigt nur bei der Isolation mit QIAGEN Banden in der erwarteten
Grof3e von 336 bp bei der RT-PCR und von 252 bp bei der nested PCR. Die Positivkontrolle (PK) ist ein
PCR-Produkt aus einer friheren Aufreinigung. Die Negativkontrollen (NK) sind entsprechende PCR-
Reaktionen ohne RNA -Template.
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4.2.2 Sequenzierung

Nach der Aufreinigung der RNA und dem Umschreiben in cDNA wurden die PCR-
Produkte sequenziert. Dies wurde durchgefihrt, da zwar zT. der Geno-bzw. Subtyp
bekant war, jedoch keine Seguenzinformationen vorlagen. Nach der Sequenzierung
wurden die Sequenzen editiet und gegen publizierte HCV-Referenzen in @nem Alignment
verglichen. Dieses ig ds Abbildung 8-1 im Anhang dargestdlt. Deutlich zu sehen snd hier
die Ubereingimmungen der sequenzierten HCV-Tagets im Vegleich zu den HCV-
Referenzsequenzen aus den  Offentlich  zugdnglichen Daenbanken JIDB  und NCBI.
Besonders wichtig ist diesss Ubereingimmende Ergebnis in den dSeben Regionen, die
Suyver zur Klassfikation herangezogen hat, da in diesen Bereich die Sequenzunterschiede
zur |dentifikation der Geno- und Subtypen liegen 122,

4.3 Oligonukleotidbibliotheken

Zid der Untersuchungen igt es, anhand von zwe unterschiedlicher generierter HCV-
Oligonukleotid-Bibliotheken ene Eintelung in die Geno- bzw. Subtypen des Hepatitis C-
Virus zu ermoglichen. Dazu wurden Oligonukleotide, wie in Kapited 4.3.1 beschrieben,
manudl ausgewdhlt und eine zweite Bibliothek wie in Kagpitd 4.3.2. beschrieben mit der
Software OptiNA ergelt. Zundchst wurden die beiden Bibliotheken mit vier HCV Proben
der Targetgruppe 1 (GT 1a 1b, 3a und 4) getestet. Anschlief3end wurden die Ergebnisse mit
zusétzlichen HCV-Proben veifiziert.

4.3.1 Manuell erstellte Oligonukleotidbibliothek

Die auf manudl ausgewdhitem Weg erddlte Bibliothek umfasst 54 Oligonuklectide. Eine
auduhrliche Lige mit entsprechenden Daten zur Lange, zur Schmeztemperatur und der
Lage auf der Referenzsequenz mit der Accessionnummer M62321 nach Choo et al. 34 ig
im Anhang aufgeftihrt (Sehe Tabedlle 8).

Diee Tabdle umfast 22 universdle Oligonukleotide und neun spezifisch fir Genotyp 1,
drei fir Subtyp l1a vier fir Subtyp 1b, zwe spezifisch fir Genotyp 2, zwel fir Subtyp 2a,
zwe fur Subtyp 2b; Seben spezifisch fir Genotyp 3; dre spezifisch fir Genotyp 4. Die
Lage der Oligonukleotideist in Abbildung 4-20 schematisch dargestelIt.
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150 204

| [22] [ ve

Abbildung 4-20: Vergleichende Darstellung der Target-Positionen der Oligonukleotide aus der manuellen
Bibliothek. Diese spiegelt die Lage der Master-Oligonukleotide auf dem cDNA-Strang wieder, mit dem
hybridisiert wurde. Die Varianten dieser Master-Oligonuklieotide sind in dieser Abbildung nicht

berlicksichtigt.

Die Nomenklatur der Oligonukleotide spieget die Vorgehensweise be der Auswahl
wieder. Es wurden df Mager-Oligonukleotide ausgewdhlt, wie de in Abbildung 4-20
aufgezeichnet snd, dh. diese haben unterschiedliche Bindungsregionen af dem HCV-
Target. Fur die Nomenklatur wurde nun zunéchst der Genotyp mit eéner Nummer benannt,
anchliefend der  Subtyp, danach ene Nummerierung, um die Bindungsregionen
unterscheiden zu konnen. Schligdich folgt en weterer Buchstabe — fortlaufend im
Alphabet, der die Variante bezeichnet. Am Bespid l1al soll die Nomenklatur verdeutlicht
werden: lal deht fir Genotyp 1. Am lal ist der Subtyp festgemacht. Bel
Oligonuklectiden, die keinen spezifischen Subtyp erkennen, wird hier ,u* fur universdl an
diese Stelle gesetzt. 1ul bezeichnet die ,Bindungsregion” 1 in der das Oligonukleotid
lokdidert is. Fur dieses Oligonukleotid gibt es funf Varianten (Sehe Tabele 8), die mit
den Buchstaben B-F gekennzeichnet sind. Die universdlen Oligonukleotide haben datt der
Geno- und Subtypbezeichnung en ,u‘ fir universdl. Die redliche Buchgabenfolge is
andog.

Die Hybridiserungen wurden dle mit den entsorechenden HCV-Tagets aus der
Targetgruppe 1 (vgl. Kapitel 3.2) durchgefihrt.

4.3.1.1 Universdle Oligonukleotide

Aus Abbildung 4-21 ist erschtlich, dass die universdlen Oligonukleotide Hepatitis C-Viren
in der Probe detektieren. Die Ergebnisse snd nach Hybridiserung mit Genotyp la ermittelt
worden. Gut zu sehen snd dabel die verschiedenen Abtrennungsmoglichkeiten der
Mismatches abhéngig von der Pogtion, an der de liegen. Die dunkd eingeférbten Balken
haben 100 % Tagethomologie und zeigen mit 60 % bis 100 % die dséarksten
Sgndintenstéten. Der rot markierte Badken (M_U6C) hat enen Mismatch an der zwelten
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Basenpostion. Es ist aer klar zu erkennen, dass sch hier die Sgndintensté kaum von der
des Pafect Match Oligonukleotides unterscheidet. Liegt die Mismatch Postion weiter in
der Mitte des Oligonukleotides, kann der Einfluss an der Abnahme der Signdintengtét
abgelesen werden. Die Oligonukleotide mit zwel oder mehr Mismatch Positionen haben die
geringgten Signdintengtéten.

120
B Keine Basenfehlsicllang

11 | Hasenfehlstellung
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Umiverselle Oligonuklestide der manuellen Bihliothek

Abbildung 4-21: Graphische Darstellung der Signalintensitdten der universellen Oligonukleotide, abhangig
von der Position bzw. der Anzahl und der Lage der Basenfehlpaarungen. Hybridisiert wurden die
Oligonuklectide gegen Genotyp la aus der Targetgruppe. Schwarz geféarbt sind die Baken mit
100 % Target-Homologie; dunkelgraue Balken reprasentieren Oligonukleotide, die eine endstandige

Basenfehlpaarungen haben, die schraffierten weisen mittel sténdige Mismatche auf.

Betrachtet man nur die schwarzen Baken, bel denen die Oligonuklectide keine
Basenfehlpaarung zu dem Targetmolekil haben und nach densdben Desgnparametern
ausgewdahlt wurden, seht man deutliche Unterschiede in der Sgndintengté von 41 %. Die
Oligonukleotide mit Basenfehlpaarungen zum  Pefect Mach haben  geringere
Sgndintenstét im Vergleich zu dem Pefect Maich. Das ig fir dle hier betrachteten
Oligonukleotide der Fdl. Be den dre Oligonukleotiden in M_U6, die auch ene
Sgndintenstdt von ca 60 au. ereichen, is die Basenfehlpaarung an der letzten Base bzw.
an der drittletzten Pogtion. Das deutet daraufhin, dass es auf die Postion des Mismatches
ankommt. Se mu3 mindestens sechs Basen vom Ende der Sequenz entfernt sein. Je mehr
nicht-passende Positionen in der Sequenz eingebaut sind, desto besser it die Abtrennung.
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4.3.1.2 Hybridisierung mit Genotyp 1a aus der Targetgruppe 1

In Abbildung 4-22 snd die rdaiven Sgndintenstden dler Oligonuklectide zu sehen, die
fur Genotyp 1 und die Subtypen 1a und 1b ausgewdhlt wurden. Die dunklen Baken zeigen
Oligonukleotide, die nach einem Sequenzvergleich 100 % Homologie zum Target besitzen,
d enen Pefect Mach dagdlen. Auffdlig ig die unterschiedliche Signdintensitét der
verschiedenen Perfect Match Oligonukleotide 1ulB, 1u2A, 1u2C, 1alA und 1b2E. Ein
eventudler Zusammenhang mit der Zuganglichket, bedingt durch die Sekundarstruktur
wird in Kapitd 5 diskutiert.
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Abbildung 4-22: Vergleichende graphische Darstellung der Signalintensitéten spezifischer Oligonukleotide
fur Genotyp 1 und Subtypen 1la und 1b der manuellen Bibliothek nach Hybridisierung mit Genotyp 1a aus der
Targetgruppe 1. Alle Oligonukleotide fir den Genotyp 1 und fur die Subtyp la und 1b zeigen
Hybridisierungsereignisse. Das heil3t, dass hier die Spezifitét der Oligonukleotide nicht ausreichend ist, um

zwischen den Subtypen 1aund 1b zu differenzieren.

4.3.1.3 Hybridisierung mit Genotyp 1b aus der Targetgruppe 1

In diesem Versuch wurden diesdben Oligonukleotide wie in Abbildung 4-22 verwende,
um das Hybridiserungsverhdten eines HCV-Targets mit Genotyp 1b zu untersuchen. In
Abbildung 4-23 snd die verschiedenen Signdintendtéten, bezogen auf die nichtdargestelte
Pogtivkontrolle, in einem Bakendiagramm illudriet. Die dunklen Baken zeigen die
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Oligonukleotide, die keine Basenfehlpaarung zum Taget haben, die Grauen snd
Sequenzen mit einen oder mehreren Mismatches. Auch hier i gut die Abtrennung der
Oligonukleotide mit Basenfehlpsarung in Bezug auf die entsprechende Lage zu erkennen.
So lésst dch zB. 1ulD mit seiner Mismatchpostion an Postion 5 auf der Sequenz anhand
der Sgndintendtét nicht von dem Oligonukleotid ohne Basenfehipaarung  (1ulB)
unterscheiden.  Auffallig i, dass Oligonukleotid 1a1B, das zum Targetmolekil perfekt
passt, en deutlich geringeres Hybridiserungssgnd zeigt ds die entsprechenden Varianten
dieses Oligonukleotides mit einer oder mehreren Basenfehl paarungen.
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Abbildung 4-23. Graphische Darstellung zum Vergleich der Signalintensitéten spezfischer Oligonukleotide
fur Genotyp 1 und die Subtypen 1a und 1b der manuellen Bibliothek nach Hybridisierung mit Genotyp 1b.
Grau markierte Balken zeigen Oligonukleotide, die eine endstéandige Basenfehlpaarungen haben, die
schraffierten weisen mittelstandige Mismatche auf. Alle Oligonukleotide fir den Genotyp 1 und fir die
Subtypen l1a und 1b zeigen Hybridisierungssignale. Mit diesen Oligonukleotiden kann zwischen den
Subtypen laund 1b nicht differenziert werden.

4.3.1.4 Hybridisierung mit Genotyp 3 aus der Targetgruppe 1

In der manuellen Bibliothek sind vier Oligonukleotide fir die Detektion von Genotyp 3
augewahit worden. Dabel handdt es sch um Oligonukleotide, die nur den Genotyp
erkennen, nicht aber die Subtypen diskriminieren konnen. Die Abbildung 4-24 zegt die
Sgndintendtéen diesr Oligonukleotide nach Hybridiserung mit Subtyp 3a aus der
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Tagetigruppe 1. Hiebae i zu sehen, dass die Sequenzen deutlich geringere
Sgndintendtéten, bezogen auf die Pogtivkontrolle, ereichen ds die Besiide der
Hybridiserungen mit Subtyp la oder 1b. Auch eine Abtrennung der Oligonukleotide mit
ene Basenfehlpaarung ist hier nicht zu erkennen, obwohl deren Lage nicht innerhdb der
ergen funf Nuklectide liegt.
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Abbildung 4-24: Vergleichende graphische Darstellung der Signalintensitéten spezifischer Oligonukleotide
fur Genotyp 3 aus der Targetgruppe 1 der manuellen Bibliothek nach Hybridisierung mit Genotyp 3a. Alle
vier  Oligonukleotide  zeigen  niedrige, aber  gleichmaltige  Hybridisierungssignale,  trotz
Einzelbasenaustauschen bei zweien der vier Oligonuklecotide im Vergleich zu der dazugehoérigen Perfect
Match Sequenz.

4315 Hybridisierung mit Genotyp 4 aus der Targetgruppe 1

Fur diesen Genotyp waren die spezifizierten Eintrége in den Datenbanken limitiert, sodass
nur en Oligonukleotid M 4u3 ausgewahlt werden konnte. Die Hybridiserungs-
elgenschaften sind in der Zusammenfassung im folgenden Kapitel bertickschtigt.

4.3.1.6 Zusammenfassung

In den vorausgegangenen Abbildungen wurde gezeigt, ob ba den verschiedenen
Oligonukleotide nech Hybridiserung mit ihrem Taget en Hybridiserungsereignis  gibt
oder nicht und ob dieses Sgnd spezifisch is. Gezeigt wurden die Ergebnisse der
geno- oder subtypspezifischen  Oligonukleotide.  Ein Vergleich der vier Geno- bzw.
Subtypen Abbildung 4-25 verdeutlicht die Mdoglichkeit der Differenzierung. Fir den
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Verglech wurden jeweils die Oligonukleotide ohne Basenfehlpaarung zu ihrem Target
herangezogen. Die Auftragung efolgt in ene logaitmischen Skda, um die hohen
Sgndintengtééen bei  den  univarsdlen  Oligonuklectiden  und  die  geringen
Sgndintendtéen zB. bei Genotyp 3 Uberschtlich darzustdlen. Zu erkennen igt, dass be
fast dlen Oligonuklectiden, auch bel denen mit Basenfehlpaarungen,
Hybridiserungssignde bea verschiedenen HCV  Tagets zu  ekennen snd.  Die
Hybridiserungssgnde fdlen unterschiedlich sark aus und dnd  daher deutlich zu
unterscheiden, sodass eine Genotypiserung moglich is. Zwar ergeben die Oligonuklectide
fir Genotyp 1 immer Hybridiserungssgnae, jedoch erschenen be Genotyp 3 und 4
zusitzlich die spezifischen Oligonukleotide. Aufgrund dieser Mugter konnen somit  die
HCV-Genotypen zugeordnet werden. Anders verhdt es sch be der Unterscheidung der
Subtypen 1a und 1b. Anhand dieser Oligonukleotide lassen dch diese mit der manudl
auggewahiten Oligonukleotid- Bibliothek nicht diskriminieren.

10k

B M lalA
B M 1b20c
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B M 2
B M 4ud
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B PK

100

Relative Signalintensitiit (a.u.)
Lol
{LL

10

M

a 4
PCR-Produkte der hybridisierten Genotypen

Abbildung 4-25. Vergleich von Signalintensitéten ausgewéhlter Oligonukleotide der manuellen Bibliothek
nach Hybridisierung mit entsprechenden PCR-Produkten aus der Targetgruppe 1 auf verschiedenen, identisch
bespotteten Slides. Das Bakendiagramm zeigt ausgewahlte Oligonukleotide, die zu ihrem Target 100 %
Homologie, zu den anderen jedoch mindestens eine Basenfehlpaarung haben. Die universellen
Oligonuklectide (M_U23G, M_U6B, M_U6D) zeigen die hochsten Signalintensitdten von etwa 100 a.u., wie
sie fur die Positivkontrolle gesetzt wurden. Anhand der spezifischen Sequenzen kann eine Unterscheidung in

Genotypen, nicht aber in Subtypen getroffen werden.
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4.3.2 Software-generierte Oligonukleotid-Bibliothek

Diese Bibliothek benhdtet 66 Oligonukleotide. Davon werden 20 ds universdle
Oligonukleotide  eingeordnet. Um  die Gesamthet der Hepdtitis C-Viren mit
Oligonukleotiden zu efassen, missen acht diesr zwanzig den  genotypspezifischen
Oligonukleotiden  zugeordnet werden. Im Detall wird darauf in  der Diskusson
eingegangen. Eine Aufligung der Oligonuklectide mit zusdizlichen Informationen bzgl. der
Lage der Oligonukleotide zu der Referenz mit der Accessonnummer M62321 134 die
Schmeztemperatur und die Lange des jeweligen Oligonukleotides befindet sch im
Anhang in Tabdle 9. Dartiber hinaus snd neun Oligonukleotide spezifisch fir Subtyp la
generiert (plus zwe fir Genotyp 1 aus den universdlen Oligonukleotiden), sechszehn fir
Subtyp 1b; sechs snd spezifisch fir Genotyp, acht fir Genotyp 3, davon ener flr
Subtyp 3a und einer fir Subtyp 3b, sechs fir Genotyp 4. Eine Ubersicht der Lage der
Oligonukleotide der Software-generierten Bibliothek ist Abbildung 4-26 enthaten.

o7 [su08] Eui

| 5U9] | [ su4 | [sU-18] 8§ U-16 |
s U-11 | b o] [ s U-19 | prasua s u-28 U3
[5_U-12 U3 B U235 U4
5 U13]
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S

Abbildung 4-26: Vergleichende Darstellung der Target-Positionen der Oligonukleotide aus der Software-
generierten Bibliothek. Die Position und die Grosse der einzelnen Kastchen korrespondiert mit der Lange des

Oligonukl eatids und dessen Lage auf dem PCR-Produkt.

Die Nomenklatur bezieht dch hier nicht auf bestimmte Regionen. Der Name der
Oligonukleotide besteht aus drel Tellen. Am Beispid von S 2u-3 soll dies erléautert werden.
S 2u-3 geht fur die Software-generierte Bibliothek. S 2u-3 zeigt die Geno- bzw. Subtyp-
Spezifitdéd an, in diesem Fal fir Genotyp 2. S 2u-3 ig e@ne Durchnummerierung der
Oligonuklectide, die fir diesen Genotyp ausgewdhit wurden. S U-3 bezeichnet die
universdlen Oligonukleotide.

Die Hybridiserungen wurden dle mit den entsprechenden HCV-Targets aus der
Targetgruppe 1 durchgeftihrt.

67



ERGEBNISSE

4.3.2.1 Hybridisierung mit Genotyp 1la aus der Targetgruppe 1

Fir Genotyp 1 benhdtet die Software-generierte Bibliothek 25 Oligonukleotide, deren
Sgndintengté nach Hybridiserung mit Genotyp la aus Targetgruppe 1 in Abbildung 4-27
dargestdlt id. Die dunklen Baken markieren die Oligonukleotide, die 100 % Homologie
Zu dem engestzten Taget aufweisen. Klar zu ekennen id, dass die pezifischen
Oligonuklectide fir Genotyp la mehr Pefect Match Oligonukleotide hat. So konnte
zumindest in der Theorie die Software-generierten Oligonukleotide spezifischer sein ds die
manudlen. Der experimentdle Tel zegt sowohl be den Sequenzen spezifisch fir
Subtyp la ds auch fur 1b schwache, aber deutliche Signde. Dabe igt die Signdintensitét
sehr variabe. Deutlich zu erkennen i, dass en Pefect Maich Oligonukleotid (z.B. be
S 1a4) eine sr vid geingere Signdintensitét aufwels, als en Oligonukleotid (S 1b-9),
welches zwel Mismaiche hat. Die Signde an dch haben rdative Intendtéen zwischen
0,2 au. und 11 au. und sind somit verhdtnism&dg schwach.
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Abbildung 4-27: Graphische Darstellung der Signalintensitéten einer Hybridisierung mit Genotyp 1a aus der
Targetgruppe 1. Die schwarz dargestellten Balken représentieren Sequenzen ohne Basenfehlpaarung, die
Grauen, die mit einer Mismatch Position, wéahrend die Weil3en Oligonukleotide mit mehr as einer
Basenfehlpaarung zwischen Oligonukleotide und Targetsequenz darstellen. Zu erkennen sind auch hier
unterschiedliche Signalintensitéten fr die verschiedene Oligonukleotide.
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4.3.2.2 Hybridisierung mit Genotyp 1b aus der Targetgruppe 1

Fir Genotyp 1 benhdtet die Software-generierte Bibliothek 25 Oligonukleotide, deren
Sgndintengtét nach Hybridiserung mit Genotyp 1b aus Targetgruppe 1 in Abbildung 4-28
dargestelt ist. Schwarz markiet sind Oligonukleotide, die 100 % Homologie zu dem
verwendeten Target aufweisen. Von funf Oligonukleotiden, die fir Subtyp la ausgewahit
wurden, hat enes (S 1ab5) keine Basenfehlpaarung und weld eine Sgndintensté von
16 au. auf, wadrend die veblebenden vier Oligonuklectide ene oder mehr
Basenfehlpaarungen haben und deren Signdintensité zwischen 21 au. und 65 au. liegt.
Von den zehn Subtyp 1b-spezifischen Oligonuklectiden sind finf Perfect Match zum HCV-
Target 1b, zeigen jedoch schwankende Signdintenstdten zwischen 5,7 au. und 158 au.
Die Oligonukleotide mit ener Basenfehlpaarung weisen ebenfdls  unterschiedliche
Sgndintenstden auf. Das Oligonukleotid mit zwe Basenfehlpaarungen zeigt ene
Sgndintenstét von 0,6 au..

20 )
B Kene Baenfehlsiellung
B | Basenfehlstellung

= | Basenfehlstellung

=
=
=
=
g
2
-
[y
2
=
3
] s
4 o
P
s
I i B
n 4 o B N i I 4 :
2 wy - 1 = 2] - - '1"I| oo = i - g - =
" o ] = = £ & &b & 1 B & & & 7
- = = = = = = & = - = = &
W o il oy " R L [ I w A X o
W wm L R
Subtyp la spezifische Subtyp b spezifische
Oligonukleotide Oligonukleotide
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Abbildung 4-28. Graphische Darstellung der Signalintensitdten einer Hybridisierung mit Genotyp 1b aus der
Targetgruppe 1. Die schwarz dargestellten Balken représentieren Sequenzen ohne Basenfehlpaarung, die
Grauen, die mit einer endsténdigen Mismatch Position, die schraffierten Balken stellen die Oligonukleotide
mit mittelstdndigen Basenfehlpaarungen dar. Die weil3en Balken repréasentieren Oligonukleotide mit mehr als
einer Basenfehlpaarung zwischen Oligonukleotid und Targetsequenz darstellen. Zu erkennen sind

unterschiedliche Signalintensitéten fir verschiedene Oligonukleotide.
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4.3.2.3 Hybridisierung mit Genotyp 3 aus der Targetgruppe 1

Fur Genotyp 3 benhdtet die Software-generierte Bibliothek zehn Oligonukleotide, deren
Sgndintengté nach Hybridiserung mit Genotyp 3a aus Targetgruppe 1 in Abbildung 4-29
dargesdlt i, Zu ekennen dnd verschiedene Signdintendtéen fir die enzenen
Oligonukleotide im vergleichsweise niedrigen Bereich von 0 bis 59 au.. Dunkd markiert
snd Oligonukleotide, die 100 % Homologie zu dem verwendeten Target aufweisen. Die
Schwankungsbreite bel den PM Oligonukleotiden reicht von 0,8 au. bet S 3u-4 bis 5,8 a.u.
bei S 3u-2.
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Spezifische Oligonukleotide der Software-generierten Bibliothek

Abbildung 4-29: Graphische Darstellung der Signalintensitdten einer Hybridisierung mit Genotyp 3a aus der
Targetgruppe 1. Die dunklen Balken reprasentieren Sequenzen ohne Basenfehlpaarung, die Hellen die mit

mindestens einer Mismatch position.

4.3.2.4 Hyvbridiserung mit Genotyp 4 aus der Targetgruppe 1

Fir Genotyp 4 benhdtet die Software-generiete Bibliothek nur funf Oligonuklectide,
deren Sgndintengtd nach Hybridiserung mit Genotyp 4 aus Targetgruppe 1 in
Abbildung 4-30 dargestellt ist. Das Oligonukleotid S U-21 ist spezifisch fir Genotyp 4,
wurde aber ds universdles Oligonukleotid klassfiziert, um Hepatitis C-Viren zu erkennen.
Diexe Abbildung zeigt Signdintendtéten fir die enzdnen Oligonuklectide von null bis
dre reativen Sgndintengtdten. Die schwarz Baken makieren  Oligonukleotide, die
100 % Homologie zu dem eingesetzten Target aufweisen. Nur eine Sequenz, S U-21, zeigt
Sgndintengtédten, die sch vom Hintergrund abgrenzen lassen und 0 in die Auswertung
einflief¥en kdnnen.
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Abbildung 4-30: Graphische Darstellung der Signalintensitéten einer Hybridisierung mit Genotyp 4 aus der
Targetgruppe 1. Die dunklen Balken reprasentieren Sequenzen ohne Basenfehlpaarung, die Hellen die mit
mindestens einer Mismatch Position. Zusétzlich ist ein universelles Oligonukleotid in die Liste aufgenommen
worden. Wie bereits erwédhnt, wurden einzelne Genotyp-spezifische Sequenzen als universell gekennzeichnet,
um die Detektion von HCV zu gewéhrleisten. Fur die Genotypisierung ist dieses Oligonukleotid jedoch

wichtig, dadie anderen Oligonukleotide nur sehr schwache Signalintensitéten zeigen.

4.3.25 Zusammenfassung

Anhand dea emittdten Hybridiserungantendtéen und —spezifitdten wurden fir die
Software-generierte  Bibliothek Oligonukleotide ausgewdhlt, die zu ihrem Taget kene
Basenfehl paarungen haben, jedoch zu den anderen HCV- Targets.

Aus Abbildung 4-31 wird deutlich, dass bel Einsaiz der Oligonukleotiden der Software-
generierten Bibliothek ene Eintelung der Genotypen und der Subtypen mdglich ig. Die
Oligonuklectide, zur Erkennung von Subtyp la ausgewdhlt, zeigen Hybridiserungssgnde
bae Hybridiserung mit HCV Taget 1a 1b und 4. Hingegen sind die 1b-spezifischen
Oligonukleotide spezifisch fur ihr Taget. Das Oligonukleotid, das fur Genotyp 3
augewahlt wurde, wird auch vom HCV-1b-Target erkannt, wahrend das Oligonukleotid
fur Genotyp 4 spezifisch sein Target erkemt. Aufgrund der fdschrpostiven Signde, die
jedoch typisch und fir dieses HCV-Taget reproduziercbar €ind, kann mit enem
Hybridiserungsmuster gearbeitet werden. Die Software-generierte Bibliothek it somit in
der Lage, sowohl die Geno- ds auch die Subtypen richtig voneinander zu unterschieden.
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Abbildung 4-31: Vergleich von Signalintensitéten ausgewdahlter Oligonukleotide der Software-generierten
Bibliothek nach Hybridisierung mit entsprechenden PCR-Produkten aus der Targetgruppe 1 auf
verschiedenen, identisch bespotteten Slides. Das Balkendiagramm zeigt Oligonukleotide, die zu ihrem Target
100 % Homologie, zu den anderen jedoch mindestens eine Basenfehlpaarung haben. Die universellen
Oligonukleotide (S_U-23 und S_U-24) haben die hdchsten Werte, sind aber mit Signalintensitaten zwischen
34 au. bel S U-23 nach Hybridisierung mit HCV-Target 1a und 53 a.u. bei S_U-24 nach Hybridisierung mit
HCV-Target 4 geringer as die auf 100 % gesetzte Positivkontrolle. Anhand der spezifischen Sequenzen kann
eine Unterscheidung in Genotypen und in Subtypen getroffen werden.

Multitarget-Hybridisierung (MTH)
MTH snd Hybridiserungen mit zwe verschiedenen HCV  Geno- bzw. Subtypen. Die

jewdligen Geno- bzw. Subtypen wurden in equimolaren Mengen hybridisert. Beispiehaft
and hier die Ergebnisse der Hybridiserungen mit den Subtypen 1a und 1b in
Abbildung 4-32 und von Genotyp la und Genotyp 3 in Abbildung 4-33 dargestdlt. Gezeigt
and die rddiven Sgndintendtéen ausgewdahiter Oligonukleotide, die zu ihrem Target
keine Basenfehlpaarung zu den anderen Targets jedoch Basenfehlpaarungen haben. Die
Hybridiserungsmuster fir die Subtypen 1a und 1b aus Abbildung 4-31 snd hier in ener
Abbildung zu ekennen. Ebenso wie dort beschrieben, dnd  unspezifische
Hybrididerungssgnae be S 1b-4 und S 1b-11 zu erkennen. Ohne Vorkenntnisse welche
Genotypen oder Subtypen eingesetzt wurden, i€ es nicht mdglich anhand der
Hybridiserungsmuster die Geno- sowie Subtypen zu unterscheiden.
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Abbildung 4-32: Graphische Darstellung der relativen Signalintensitéten fiir ausgewahlte Oligonukleotide der
Software-generierten Bibliothek nach Hybridisierung mit equimolaren Mengen von Subtyp laund Subtyp 1b.

Anders Seht es bel ener Multitarget Hybridiserung mit Subtyp 1a und Subtyp 3 aus. Die
Hybridiserungsmuster aus Abbildung 4-31 finden sch hier nicht Uberenandergelagert
wieder. Fir Oligonukleotid S l1a-1 ig hier ken Hybridiserungssgna detektierbar,
dahingegen igt fir S_1b-4 ein Signa nach der Hybridiserung zu erkennen.
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Abbildung 4-33: Graphische Darstellung der relativen Signalintensitéten fir ausgewéhlte Oligonukleotide der
Software-generierten Bibliothek nach Hybridisierung mit equimolaren Mengen von Subtyp 1a und Genotyp 3.
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Konfigur ationsbasi erte Auswertung mit der Software iQmega

Neben der Auswertung mit Hilfe der IntracArray Normierung war es be der Software-
generierten  Bibliothek  zusdizlich madglich, ene wetere  Auswertung  anzuwenden.
Baseend auf dem Dedgn de Oligonukleotide und dem dahinter steckenden
Informationsgehdt wurde eine Software entwickdt. Das Programm ,iQmega“ von
iSenselt AG, Bremen %3 baut auf den Daten fir das Oligonukleotid-Design auf. Bei der
Sdektion der Oligonukleotide wurde gegen die Datenbanken geblastet und die hits und
scores der einzelnen Oligonuklectide in ener Tabelle gdiget. Diese Informationen sind in
die Software ds Grundlage fur die Bayessche Netze eingeflossen. Daher it es mdglich,
eventuele Kreuzresktionen und Mismatches zu  bertickschtigen und  entsprechend
herauszurechnen. Dral verschiedene Moddle sehen in der Software zur Verflgung. Bem
Smple-mode wird die Hierachie des Organismus und die Signdintenstdten nach der
Hybridigerung berlickschtigt. Das One-target-modd zient die Daten zur Kreuzresktivitét
und Informationen zu den Mismatchen aus dem Desgn zu Beechnung des
wahrschenlichgen HCV-Genotypes heran. Das Complex-model sollte verwendet werden,
wenn mehr as ene Zidssquenz zur Hybridiserung im sdben Ansatz verwendet wurde.
Die Auswvertung mit dem one-target-modd fir die vier Genotypen (GT) i in Tebdle 4

aufgezegt.

Tabelle 4. Auswertung der Hybridisierungsereignisse der Targetgruppe A (HG) mit der 1QMega-Software

unter Verwendung des one-target-models.

Identifizierung  |Genotyp Ermittelte Wahrscheinlichkeit [%0]
GTla [GT1b [GT2 [GT3 [GT4
HG1la la 89 1 1 1 1
HG 1b 1b 3 87 1 1 1
HG3 3 1 1 1 89 1
HG4 4 89 1 1 1 1

Mit einer Wahrscheinlichkeit von 87 % bzw. 89 % lassen sch dle Genotypen richtig

zuordnen.
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4.4 Verifizierung mit weiteren HCV-Tar gets

Die Ergebnisse der bisherigen Hybridiserungsexperimente zeigten, dass
Hybridiserungsmuster zur Identifizierung der Geno- bzw. Subtypen herangezogen werden
konnten. Wie in Kapitd 1.2.2 enleitend beschrieben, snd die Sequenzunterschiede im
Genom des HCV hoch, sodass die bisherigen Ergebnisse mit weiteren HCV-Isolaten
verifiziet werden miissen. Fir die Uberprifung der Hybridiserungsmuster mit  klinischen
HCV Proben 4.4 wurden die Slides mit dem Spotarray24 von Perkin Elmer bespottet.
Dieses Spottingsystem ist schneller ds der Ultramikro-Pipettierroboter und erlaubt es, dle
zu untersuchenden Spots auf einem Slide abzulegen, was wegen der Geréecharaktieristik
mit dem Ultramikro-Pipettierroboter nicht mdglich war. Der Spotarray hingegen ist in der
freaen Podtonierung der Oligonukleotide limieriert, sodass die IntracArray Normierung
nicht mehr angewendet werden konnte. Untersuchungen zeigten jedoch, dass dich die
Sidehomogenité durch Optimierungen im  Herstdlungsprozeld wesentlich verbessart  hat,
sodass auf die IntraArray-Normierung verzichtet werden konnte. Es it ausreichend, die
Werte der einzdnen Oligonukleotide in Beziehung zum Mittdwert dler Pogtivkontrollen
zu s=tzen, wie deutlich in Abbildung 4-34 abzulesen ist.
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Universelle Oligonukleotide der manuellen Ribliothek
Abbildung 4-34: Vergleich der Signalintensitéten universeller Oligonukleotide der manuellen Bibliothek mit
und ohne Intra-Array Normalisierung. Fur die Normalisierung ohne Intra-Array Normalisierung wurde aus
den Signalintensitdten der gleichen Oligonukleotiden der Mittelwert gebildet und dieser in Relation zum
Mittelwert aller Positivkontrollen gesetzt. Hier ist eine sehr gute Korrelation zwischen den beiden
Auswertemethoden zu sehen, mit Ausnahme der beiden Oligonukleotiden M_U6B und M_UGG.
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Die ermittdten Hybridiserungsmuder aus Targetgruppe 1 wurden mit weiteren Plasma und
Serumproben (vgl. Targetgruppen 2, 3, 4) veifiziet. Diese zusiizlichen Proben enthaten
nicht nur die Geno- und Subtypen 1a 1b, 3 und 4, sondern auch noch den Genotyp 2,
vertreten durch die Subtypen 2a und 2. Darlber hinaus enthdten sie die Subtypen 3a und
3b vom Genotyp 3. Oligonukleotide fir die Subtypen 2a und 2b sind ausgewshlt worden,
konnten aber bisher nicht getestet werden. Eine Klassfizierung in die Subtypen 3a und 3b
igt aufgrund nicht verfligbaren Oligonuklectide nicht moglich.

4.4.1 Manuelle Oligonukleotid-Bibliothek

Zehn verschiedene <spezifiscche Oligonukleotide wurden fir diese Auswertung  néher
untersucht. Dessen Hybridiserungsmuster wurde fir insgesamt 15 verschiedene HCV-
Proben verglichen, wobe mit ener Ausahme (GT-5) zwei HCV-Isolate desgleichen
Subtyps andyset wurden. In Abbildung 4-35 snd diese Ergebnisse zusammengefass.
Werden zunéchst die beiden Proben desselben Subtyps miteinander verglichen, fdlt auf,
dass die beiden Hybridiserungsmugster nicht Ubereingimmen. Dabe variiert nicht nur die
Stérke des Signds, sondern auch das Vorhandenseins des Signals. Beispidsweise ist be
GT-1la| en spezifisches Sgnd be M_1u2A und M_1alA zu erkennen und damit der
Subtyp exakt beschricdben. Hingegen zelgen dch  zusdizliche Sgnde ba  den
Oligonuklectiden M_1b2C und M_2u2B nach Hybridiserung mit der Probe GT-1&ll. Das
wiederum lésst keine eindeutige Eintelung zu. Ebenso verhdt es sch mit den Isolaen
GT-1b-1 und GT-1b-Il. Bem ergeren zeigen sowohl die Genotyp 1-spezifischen Proben
(M_1u2A, M_1alA, M_1b2C) und das Genotyp 2-spezifische Oligonukleotid M2u2B und
die Sequenzen fir Genotyp 3 (M_3u2; M_3u5A; M_3u5B) ein Hybridiserungsereignis an,
wahrend bel der Probe GT-1b-1l nur die genannten Fanger fir Genotyp 1 und 2
hybridiseren. Ein Verglech der Hybridiserungsmugser von Probe GT-1a-ll und GT-1b-II
zeigt, dass beide identisch snd. Die in Kagpitd 4.3.1 erhdtenen Resultate, dass mit den
Oligonuklectiden der manudlen Bibliothek die Subtypen la und 1b nicht diskriminiert
werden konnen, bestétigten sich hier. Bel den Proben fir Genotyp 2 (GT-2al, GT-2all,
GT-2b-1, GT-2b-11) snd spezifische Sgnde be den entsprechenden Oligonukleotiden zu
erkennen. Auch die zusammengehdrigen Hybridiserungsmuster snd sch dnlicher ds bel
den Oligonukleotiden fir Genotyp 1. Eine Unterscheidung anhand der jeweils spezifischen
Fangermolekile igt  ebenfdls maoglich, da be beiden Hybridissrungen mit  Isolaten
dessdben Subtyps das dafir ausgewdhlte Oligonukleotid ein Signal zu detektieren war.
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Darliber hinaus unterscheiden sch die Hybridiserungsmuster zwischen Genotyp 1 und
Genotyp 2, was ene Unterscheidung zwischen diesen beiden Genotypen ermoglicht. Ein
Vergleich der Daen der Hybridiserungen bel den Isolaten fir Genotyp 3 zeigt eine gute
Korrdation der Hybridiserungsmuster der jewelligen Subtypen untereinander. Dabel fdlt
auf, dass M_3u5B bel beiden Experimenten mit Isolaten der Subtypen 3a ein Signd ergibt,
jedoch nicht nach Hybridiserung mit den Subtypen 3b. Nach Andyse der Versuche mit
Genotyp 4 (GT-4al und GT-4all) zeigt dch en inhomogenes Muger. Vor dlem das
spezifische  Oligonukleotid M_4u3 erscheint nur bel GT-4all. Die Muster von den
Genotypen 1 und 4 snd sch sehr dhnlich. Fir Probe 5 (GT-5-1) ig kein endeutiges, Sch
von den anderen unterscheidbares Hybridiserungsmuster zu sehen. ES zeigen dch
Sgndintengtdten ba den Oligonukleotiden fir Genotyp 1.

Spezifische Migonuklentide
der manuellen Bibliothek

GiT-4a-11
GT-5-1

HCV-Proben verschiedener Geno- und Subiypen

Abbildung 4-35: Uberblick (iber die verschiedenen Hybridisierungsmuster der einzelnen Genotypen mit
unterschiedlichen Proben desselben Geno-bzw. Subtyps der manuellen Bibliothek.
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4.4.2 Software-generierte Oligonukleotidbibliothek

Die Software-generierte Oligonukleotid-Bibliothek wurde auf zweele Wesen andyset:

Zum einen mit der Intra-Array Normierung wie Kapite 4.4.2.1 beschrieben und mit der 1Q-
Mega- Software, vgl. Kapitd 4.4.2.2.

4.4.2.1 Analyse mit Intra-Array Normierung

Aus der Software-generierten Bibliothek wurden df Oligonukleotide sdektiert, die zu
ihrem Target keine Basenfehlpaarung haben, jedoch zu den anderen, gegen die gSe
dikrimniet  werden  sollen.  Aufgetragen  in Abbildung 4-36 dnd  die
Hybridiserungsmuster dieser df Oligonukleotide bel verschiedenen Genotypen. Dabe snd
pro Geno-bzw. Subtyp jewells zwe 1solate miteinander zu vergleichen.

Sipnalimensiid (au

Relative

GT-2a-
Gl

GT-1h-1 L ;
GT-la-11 HOV-Proben
GT-1a-1

verschiedener

Cieno- und Subtypen
. - - &) +3
Spezifische Oligonukleotide - Loy il
der sollw are-genenerien Bibliothek

Abbildung 4-36: Uberblick (iber die verschiedenen Hybridisierungsmuster der einzelnen Genotypen mit

unterschiedlichen Proben desselben Geno- bzw. Subtyps bel Oligonukleotiden der Software-generierten
Bibliothek.
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Mit diesen Oligonukleotiden sind die Hybridiserungsmuster bel beiden Isolaten pro Geno-
bzw. Subtyp dhnlicher ds be der manuelen Bibliothek. Die Isolate des Subtyps la zeigen
slektiv spezifische Sgnde be S 1al und S 1a5, wéhrend die des Subtyps 1b
zusitzliche Hybridiserungsereignisse bei S 1b-11 und S 1b-4 aufwesen. Somit snd die
Subtyp la spezifischen Oligonukleotide nicht sdektiv fur 1b, jedoch kann eine Zuordnung
Uber das Hybridiserungsmuster efolgen. Auch die Subtypen 2a und 2b zeigen ene
charakteristische Vertellung der Signde. Eine Unterscheidung in die beiden Subtypen,
konnte moglich sein, da be Oligonukleotid S 2u-2 ein Hybridiserungsereignis nach dlen
vier Isolaten detektiet werden kann. Jedoch wird ein Hybridiserungsereignis bel Sequenz
S 2u-3 nur bei dem Subtyp 2b detektiert. Die Proben mit den Subtypen 3a und 3b werden
sdektiv erkannt, konnen aber nicht diskriminiert werden. Fir Subtyp 4 i eine Abgrenzung
zu anderen HCV-Typen schwierig, denn das spezifische Oligonukleotid S U-21 (GT 4)
egschent ba dlen anderen Proben ebenfdls und an die zweite Sequenz (S 4u-3)
hybridigert nur enes der zwel Isolate.

4422 Analyse mit iOmega-Software

Fur die Andyse mit Hilfe der Software wurde die GenePix Result (gpr)-Dae mit den
Rohdaten aus der Auswertesoftware des GenePix Programmes importiert. Durch die Wahl
des Models und des Diskrimination values wurde eine Wahrscheinlichkeit des vorhandenen
Genotypes ermittet. Aufgetallt nach den untersuchten Targetgruppen dnd die ermittelten
Wahrschenlichkeiten in den nachfolgenden Tebellen (gehe Teabdle 5, Tabdle 6 und
Tabdle 7) aufgefthrt. In der Software wurden die Wahrschenlichkeiten  unter
Berlicksichtigung der Subtypen la und 1b, sowie der Genotypen 2, 3, 4 sowie ,others’
zugeordnet. Eine Auftellung in die Subtypen 2a, 2b oder 3a, 3b kann nicht vorgenommen
werden.

Die Serumproben aus Tabdle 5 wurden vom Labor Dr. Gartner, Weingarten, zur
Vefigung gestdlt. Die Zuordnung der Genotypen efolgte bereits in diesem Labor mittels
dner vertralichen in-house PCR Methode [*°!. Zu erkennen it in fast dlen Félen ene
Uberdinimmung  der  emittdten  Wahrscheinlichkeiten  mit  der  tatsichlichen
Klassfizierung. Bel den Subtypen l1la und 1b, sowie den Genotypen 2 und 3 waren die
emittelten Genotypen mit der vorher bestimmten Klasdfizierung kongruent. Die Isolate
des Genotypes 4 wurden mit der Auswerte-Software fdschlicherweise dem Subtyp 1b

zugeordnet.
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Tabelle 5: Auswertung der Hybridisierungsereignisse der Targetgruppe B RF) mit der IQMega-Software

unter Verwendung des one-target-models.

Identifizierung  |Genotyp "Ermittel te Wahrscheinlichkeit [%]

GTla [GTlb [GT2 [GT3 [GT4
510633 1b 1 89 1 1 1
580431 4 1 89 1 1 1
520100 la 87 1 1 1 3
519916 3a 1 1 1 89 1
590546 3a 1 1 1 89 1
538102 1a 87 1 1 1 3
549500 2a 2 1 87 1 1
509365 1b 3 87 1 1 1
52999 la 83 1 1 1 2
508932 3a 1 1 1 89 1
509450 1b 3 87 1 1 1
538716 3a 1 1 1 89 1
509365 1b 3 87 1 1 1
582363 2b 1 1 89 1 1
507760 3b 1 1 1 89 1
514046 3b 1 1 1 89 1
02298 4 1 89 1 1 1

Tabelle 6: Auswertung der Hybridisierungsereignisse der Targetgruppe C (Panel) mit der 1QMega-Software

unter Verwendung des one-target-models.

Identifizierung  |Genotyp "Ermittel te Wahrscheinlichkeit [%]

GTla [GTlb |[GT2 |[GT3 |[GT4
Panel la 89 1 1 1 1
Panel 1b 24 66 1 1 1
Panel 2a 2 1 88 1 1
Panel 2b 1 1 89 1 1
Panel 2 2 1 84 1 4
Panel 3a 6 1 1 84 1
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Die Targetgruppe C umfasst Proben, die vom Referenzzentrum fir Hepatitis C an der
Universtdt Essen erworben werden konnend?®l. Sie beinhdtet df HCV-postive Serum-
Proben mit neun unterschiedlichen Geno- bzw. Subtypen. Die Klassfizierung wurde mit
verschiedenen Methoden durchgefihrt (Vgl. Tabele 3). Mit der IQMega-Software konnte
diesen Isolaten der Subtyp 1a und die Genotypen 2 und 3 korrekt zugeordnet werden. Bel
dem Isolat 1b ist die Wahrscheinlichkeit mit 66 % deutlich niedriger ds bel den anderen
Isolaten mit > 84 %.

Die Isolae aus Tabdle 7 wurden von Dr. Britta Becker, Abtelung fir Virologie,
Universté Bremen, zur Veflgung gestelt. Ba enem Tel der Proben war der Genotyp
unbekannt. Die Zuordnung zu enem bedimmten Geno- bzw. Subtyp konnte mit Hilfe
diesr Software vorgenommen werden. Die Wahrschenlichkeiten fior diese Fdle snd
hierbei wieder > 82 % sehr hoch. Fir die Proben mit bekanntem Geno- bzw. Subtyp war
die Zuordnung korrekt.

Tabelle 7. Auswertung der Hybridisierungsereignisse der Targetgruppe 4 (BB) mit der 1QMega-Software

unter Verwendung des one-target-models.

Identifizierung  |Genotyp Ermittelte Wahrscheinlichkeit [%0]
GTla | GTl | GT2 | GT3 | GT4

BB#1 unknown 5 85 1 1 1
BB#2 unknown 1 6 82 1 1
BB#3 unknown 87 1 1 1 2
BB#4 unknown 1 1 1 83 1
BB#5 1b 5 85 1 1 1
BB#6a la &4 1 1 1 3
BB#6b la 75 1 1 1 10
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5 DISKUSSION

Die Anwendungsgebiete von Mikroarays snd sehr breit gefachet. Aktudl werden se
hauptschlich  fir  die  Untersuchung  differentidl  exprimierter  Gene  in sogenannten
Genexpressions-Studien eingesetzt. Im Gegensatz dazu befasst dch diese Arbeit mit der
Organismen-Identifikation mit Hilfe von DNA-Mikroarrays. In diessr Fragestellung bieten
Mikroarrays den groRen Vortel, verschiedene Proben im hochpardlden Ansatz
durchftihren zu konnen.

Das Hepatitis C-Virus wurde as Moddlorganismus ausgesucht, wobel die Klassfizierung
in verschiedene Geno- und Subtypen eine besondere Herausforderung darstellte. So wurden
in dieser Arbeit insgesamt 122 verschiedene Oligonukleotide untersucht. 56 davon wurden
pa Hand ausgewdhlt und in  dar  manudlen Bibliothek  zusammengefass.
66 Oligonukleotide wurden mittedls enes eigens entwickelten Programms ausgewahlt und
ds Software-generierte Bibliothek in dieser Arbet andyset. Die Generierung der
verschiedenen Oligonukleotide war ein Hauptagpekt, wie in Kapite 3.1 beschrieben wird.
De zwete wichtige Punkt, der in diessr Arbeit behandelt wurde, war die Etablierung und
Optimierung der  Mikroarayherselung und —hybridiserung, wie in Kapitd 4.1
beschrieben. Dabel  wurde ene Auswertedrategie entwickdt, um Fehler im
Hergtdllungsprozess zu minimieren, wie in Unterkepitel 4.1.4.1 beschrieben.

5.1 Etablierung und Optimierung der Mikroarrays

Eine Herausforderung war die pardlde Etablierung des Roboters, der aktivierten
Oberflachen und die Optimierung der Hybridiserung. Der Vortell des verwendeten
Roboters war die freie Pogtionierbarkeit jedes Oligonukleotids an jedem beliebigen Ort auf
der aktivierten Oberfléche. Jedoch war die Piezopipette anfdlig fur Staubpartikeln, die sch
an der Dise festsetzten und somit die Tropfenabgabe stark beeintréchtigten. Dadurch war
das Spotten ener grofeen Anzehl von Oligonukleotiden nicht mdglich.  Infolgedessen
wurden die Oligonukleotide zum Tel nicht zuverléssg abgeegt, s0 dass zunéchst keine
vergleichbare Daenlagen erzeugt werden konnten. Nach innovativer Optimierung it es
jedoch gelungen und es wurden optimae Hybridiserungsparameter fur die Oligonukleotide
ermittelt. Wie die enzenen Parameter bel der Hybridiserung jedoch zusammenwirken, it
nicht geklat. Es gibt Literatur zu den verschiedenen Einflissen. Southern et al. [137]
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beschreiben den Einfluld in der Zusammensstzung der Basen und der Segquenz des
Oligonukleotides. Shchepinov et al. %8 beschreiben den Einsatz von Spacern zur
Erhbhung der Signdintendtét. Se fanden heraus, dass die optimde Spacerlénge bel
40 Atomen liegt, was zu ener 150fachen Verstarkung des Signads fuhrt. Peterson et al.
haben Untersuchungen zum Effekt der Probendichte auf der Obefldche auf die
Hybridiserung durchgefihrt und konnten zeigen, dass mit einer geringen Probendichte von
3 x 10 Molekilenven? dle Proben binden konnten und die Hybridiserungskinetik
veglechsveise schndler  verllief ds be  hohen Konzentrationen (1,2 x 108
Molekilen/cn?). Mir et al. haben den EinfluR der Struktur auf die Hybridiserung bei
Oligonukleotid-Mikroarrays untersucht 3% 149 und zeigten die bevorzugte Bindung der
Oligonukleotide an die loop-Bereiche in  ener  DNA-Sekundarstruktur.  Diese
Sekundérstruktur  kann mit  Hilfe von Heferoligonukleotiden aufgebrochen werden. Sie
werden so podtioniert, dad de die Sekundarstruktur in dem Bereich, indem das
Oligonukleotid binden soll, aufbrechen. Untersuchungen hierfir wurden von 141 142
Peplies et al. *¥! haben darliber hinaus die Einfliisse der Sekundérstruktur und die
Orientierung der Oligonukleotide auf der Slideoberflache untersucht. Aber es konnte noch
wetere Grolien geben, die noch nicht erkannt und somit noch nicht erforscht werden
konnten. Optimiet wurden in  diesr Arbeit die Hybridiserungtemperatur, die
Formamidkonzentration im Hybridiserungspuffer, die Sadzkonzentration im Waschpuffer,
die Spottingkonzentration und die Dauer der Hybridiserung. Dartberhinaus wurden die
Tagetkomplexitéd und der Einflud von Basenfehlpaarungen untersucht. Sdbstverstandlich
ig hier ebenfdls die Kombination der einzelnen Parameter verantwortlich fir das Ergebnis.
Die Hybridiserungstemperatur ist abhéngig von der Lange und der Schmelztemperatur der
Oligonukleotide. Der Einsatz von Formamid spidt dabel ebenfals ene Rolle. Formamid, in
wassigen Losungen, veringert die Sabilitée von DNA durch Hemmung der Ausbildung
von Wassarstoffbriickenbindungen, schwécht damit die Helixgabilitdt und fihrt somit zu
ener Abnahme der Schmelztemperatur 2% sowie der Stabilitét von Sekundarstukturen. Es
kann aber auch die Diskriminierung von Pefect Mach und Mismatch Proben
eldchtern *4. So konnte zum Einen die Hybridisierungstemperatur auf Raumtemperatur
(22 °C) erniedrigt werden (Kapited 4.1.1.1). Die erechnete Schmelztemperatur betrégt
60 °C. Zum anderen konnten die starken Sekundarstrukturen der verwendete 5 UTR des
HCV aufgebrochen werden . Begrindet it die starke interne Fatung durch die Lage der
IRES (internd ribosoma entry ste) in dieser Region . Diese Sekundarstrukturen
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bednflussen die Hybridiserungseffizienz und sollen daher durch den Einsatz von
Formamid aufgebrochen werden, um die Zuganglichkeit des Targetmolekils fir die
immobiliserten Oligonuklectide zu erhGhen. Die optimae Formamidkonzentretion wurde
mit 50 % ermittelt (Kapitd 4.1.1.2).

Die gespottete Oligonukleotidkonzentration (Abbildung 4-4) zeigt ba 10 uM en Optimum.
Nicht abgebildet igt die Signdintendté bei einer Konzentration von 100 uM, da es hier zu
sogenannten ,, Schweifen kommt. Diese entsehen vermutlich beim Abwaschen der nicht
gebundenen  Oligonukleotide, die dann  in  Kontakt mit den noch resktiven
Phenylendiisothiocyanat-Gruppen  kommen und dort gebunden werden. Somit ist ene
genaue Lokaliserung der Spots und somit deren Andyse nicht mehr moglich. Darliber
hinaus kann es zu Interaktionen von benachbaten Spots kommen, die die Ergebnisse
verfaschen konnten.

In Abbildung 4-6 ig die Sgndintenstd von dre  Oligonukleotiden der manudlen
Bibliothek be ener Hybridiserungdauer von 30 min, 60 min, 90 min und
120 min dargestdlt. Entgegen den Erwartungen it en klares Optimum bei 60 min be dem
Oligonukleotid M_1b2E zu sehen und eine anschlielRende Abnahme der Signdintensitét mit
zunehmender Hybridiserungsdauer. Nach den Annahmen fir ein Model zur Kinetik igt die
Hybridiserung eine Glechgewichtgresktion, in der sSch nach ener bestimmten Zet en
Equilibrium engdlt. Allerdings liegen hiebe die Angaben in der Literatur bei mehreren
Sunden, bis sich das Glechgewicht eingdlt [14¢). Die dargestellen Ergebnisse zeigen
jedoch be den Oligonukleotiden M_3u-3 und M_3u5B keine Zunahme und nur geringe
Schwankungen. Ku et al. ™7 peschreibt, dass ua Formamid die Kinetik einer
Mikroarrayhybridiserung beainflussen  konnte. Dies konnte daraufhin  deuten, dass die
Hybridiserung bereits nach 30 min, und somit vor Beginn der Messung, ihr Gleichgewicht
ereicht hat. Dagegen hat das Oligonukleotid M_1b-2E ein Maximum nach 60 min und fdlt
anchlieRend wieder ab. Da die Werte normalisiert und reproduzierbar sind, wurde dieses
Phanomen berticksichtigt und ale folgenden Hybridiserungen fir 60 min durchgefiihrt.

In den Datenbanken i meig nur die cDNA der Sequenzen hinterlegt. Belm Design der
Oligonukleotide wurde daher nur die sense Orientierung der HCV-Sequenz beachtet. Zwar
wurde eine Homologielberprifung durchgefiihrt, jedoch gat es zudem zu testen, ob es bel
Hybridiserungen mit doppedrangigen PCR Produkten nicht zu Kreuzhybridiserungen
kommt. Wie in Abbildung 4-7 exemplarisch zu sehen id, deuet nichts auf ene deratige

Kreuzhybridiserung hin. Be dne  Kreuzhybridiserung wirde en  anderes

84



DISKUSSION

Hybridiserungsmuster erwatet werden. Die Sgndintenstden fir die Einzddrang
Hybrididerung ig in den meigen Fdlen sogar etwas schwécher ds die Hybridiserung mit
dem Doppelstrang.

In Abbildung 4-8 i ene Hybridiserung gezegt, die mit den ermittelten Parametern eine
ewatete Vertelung be der Deektion der Basenfehlpaarungen wiedergibt. Das
Oligonukleotid M_U23D mit enem mittesténdigen Mismaich erreichte nur 61 % der
Sgndintenstdt des Pefect Match Oligonukleotides. Das spricht fur die Qualité der
Hybridiserung und der ermittelten Parameter.

Mittels der Bleaching-Experimente sollte gezeigt werden, wie empfindlich die Farbstoffe
auf die Lasarbestrahlung im Scanner reagieren. So wird deutlich, dass die Ermittlung der
optimalen Laserpower und Versakung (z.B. Photomultiplier) zwar wichtig snd, dabe die
Sgndintendtét jedoch merklich aonimmt. Nach der Lagerung Uber Nacht war dieses
Phdnomen sogar noch dt&rker. Es ig anzunehmen, dass dies mit der Stabilitét des
Fluorezenzfarbstoffes Cy5 be Luftfeuchtigkeit und der Wéarmeentwicklung wéhrend des
Scavorgangs zusammenhangt (2481, Die hybridiserten Mikroarrays sollten dso méglichst

zUgig und ohne weitere Lagerung gescannt werden.

Die grofden Herausforderungen dieser Arbeit waren die Etablierung und Optimierung des
Ultramikro-Pipettierroboter, bzw. der Piezo-Pipetten fir den Roboter, sowie der Sides.
Nach Durchfihrung gedgneter Experimente zeigte dch  dass der Ultramikro-
Pipettierroboter und die Pipetten zufriedengtdlend arbeiteten. Dies zeigte sSch durch gute
Spothomologiewie in Abbildung 4-10 gezeigt ist. Optimierungsbedarf bestand anfangs bel
den aktivieten Slideoberfléchen, da durch die Art der Herstdlung die resktiven Gruppen
auf der Oberfléche inhomogen vertalt waren. Dieses Problem wurde durch Optimierung im
Herstdlungsproze? behoben. Bis zu diesem Zetpunkt wurde eine dternative Lésung
angestrebt. Dazu wurde eine Array-interne Normierung etabliert. Redundantes Aufbringen
der Oligonukleotide ermoglichte die Minimierung von Fehlerquellen und lieferte  somit
dandardiserte Ergebnisse. Mdogliche Fehlerqudlen, die ausgeglichen werden konnten
waren fehlende Spots oder suboptimae Spotmorphologie, heterogene Hybridiserung und
Verunreinigungen durch Staub oder andere fluoreszierende Partikd. Durch Aufbringen der
gleichen Oligonukleotide an verschiedenen Postionen werden enige diessr Fehlerquellen
mnmet. Um padld ene Lésung fir die inhomogene Anbindungseffizienz  der
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Sideoberflache zu erabeten, wurde en gpezidles Spottingmuster  entwickdt. Dazu
wurden jewels dre Oligonukleotide an benachbaten Pogtionen gespottet und ene
Pogtivkontrolle  komplettierte die quadratische Anordnung zu einem sog.  Quadrupol
(vgl. Abbildung 4-13). Dieser wurde bei der Software-generierten Bibliothek zweima bzw.
drema be der manudlen Bibliothek, auf den Slide gespottet. Die Annahme dabel war,
dass die Sgndintendtét der integrieten  Pogtivkontrolle be  den  verschiedenen
Hybridiserungen annéhernd konstant bleibt, sodass die Postivkontrolle ds Bezugsgrofe
herangezogen werden kann, dhnlich der Normdisierung durch Housekeeping Genes bel der
Genexpressions-Andyse 1“9 oder der RT-PCR 9. Fir die Positivkontrolle wurde das
universdles Oligonukleotid S U23G ausgewahlt, welches den Primer 88 (vgl. Teabdle 2)
erkennt, und somit das HCV-Taget, dass in der PCR (vgl. Kapitd 3.4.5) amplifiziert
wurde, detektiert. Mit Hilfe dieser Intra-Array-Normierung war es maglich, sowohl
innerhdb der enzdnen Arrays (IntracArray), der Arrays auf einem Side (Intra-Side) und
der Slides untereinander (Inter-Side) zu vergleichen. Das is von essentidler Bedeutung fur
den Veglech von Hybridiserungsmugtern. In Kapitd 4.1.4 ig deutlich gezeigt, dass
Vergleiche mit dieser Art der Normaliserung moglich sind.

5.2 Vergleich und Charakterisierung der Oligonukleotid-Bibliotheken

Als Zidorganismus fur die Detektion durch Oligonukleotide wurde das Hepetitis C-Virus
ausgewdhit. Die enorme Varidbilitst des Virus wird durch die gtetig wachsende Zahl an
Eintragen in die NCBI Datenbank deutlich. 2001 gab es ca. 11000 HCV Sequenzeintréage,
im Ma 2004 hate sch die Zahl auf Uber 25000 Sequenzeintrége verdoppelt. Aufgrund
diesr Vaidbilitii wurde das Virus in zu unterscheidende Geno- und  Subtypen
unterteilt (8> 8 Die Klassfizierung sellte eine groe Herausforderung bei dem Design der
Oligonukleotiden und der Auswertung der Hybridiserungsereignisse dar. Basierend auf
vergleichenden Sequenzuntersuchungen von Stuyver et al. 122 01 ynd anhand egener
Sequenzvergleiche, wurden Bereiche innerhdb der SUTR ausgewdhlt, die den enzelnen
Geno- bzw. Subtypen zugeordnet werden konnten. Die Grundlage fur diese Eintellung sind
zum Tel enzene Punktmutationen. Die so ausgewdhlten Oligonukleotide wurden in der
manuellen Bibliothek zusammengefasst (vgl. Abbildung 5-1). Sie beinhatet 54 Sequenzen,
von denen 22 zur generdlen Deektion von HCV (universdle Oligonukleotide) und
32 spezifische Oligonukleotide fir ausgewahlte Geno- und Subtypen dienen.
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Abbildung 5-1: Hierarchische Ubersichtsskizze der manuellen Oligonukleotid-Bibliothek. In den Klammern
ist die Anzahl der jeweiligen Oligonukleotide angegeben.

Zun&chst wurden nur die 46 Oligonukleotide untersucht, die sch aus den universdlen und
spezifischen fir Genotyp 1 und dessen Subtypen, sowie Genotyp 3 und 4 zusammensetzten,
da zunéchst nur vier Proben zur Verflgung standen (1a 1b, 3 und 4). Be de Veifizierung

der erhatenen Ergebnisse wurden dann die Oligonukleotide fir den Genotyp 2 sowie die
entsprechenden Subtypen in die Experimente e ngebunden.

HCV

Genotyp 0

Subtyp m

Abbildung 5-2: Hierarchische Ubersichtsskizze der Software-generierten Oligonukleotid-Bibliothek. In den

\
0

Klammern ist die Anzahl der jeweiligen Oligonukleotide angegeben.

Die Software-generierte Bibliothek badert auf den gleichen Sequenzgrundliagen. Die
Oligonukleotide wurden anhand von Sengtivitds und Spezifitdsparametern  ausgewahlt.
Diee Bibliothek umfasst insgesamt 66 Oligonukleotide. In  Abbildung 5-2 ig ene
hierarchische Ubersicht der verschiedenen Oligonukleotide und ihre Zuordnung dargestellt.
In diesr Abbildung snd die universdlen Oligonukleotide ihrem Geno- und Subtyp
zugeordnet. Wie in Kapitd 4.3.2 elautert, snd insgesamt sechs Oligonuklectide, die
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soezifiscch fir enen Genotyp snd, den universdlen zugeordnet worden. Damit wurden
gleichzetig die Anforderungen dle Genotypen zu detektieren und ene Klassfizierung in
die Geno- bzw. Subtypen zu gewéhrleisten, erfillt.

Obwohl fir das Desgn der Oligonukleotide die gleichen Desgn-Parameter wie Lange und
Schmdztemperatur  verwendet wurden, hat dch  gezeigt, dass es ken optimdes
Hybridiserungsprotokoll  fur ale Oligonukleotide gibt. Die Hybridiserungseffizienzen der
enzenen Oligonukleotide konnten mit den hier untersuchten Parametern nicht angeglichen
werden und liefeten somit  unterschiedliche  Sgndintengtéen, abhdngig von den
Charakteristika der enzelnen Oligonukleotide. Es wurde be  der  Auswahl  der
Oligonukleotide darauf geschtet, bekannte Einflul3grolen wie DG-Wert, Ty-Wert und
Lange der Oligonukleotide moglichs uniform zu hdten. Einige Parameter, vor dlem die
Lange des Oligonukleotides wurden jedoch oft aufgrund der Eigenschaften der Zid-
Sequenz relaxiert, da es anderenfdls zu Kreuzresktivitdt mit Nicht-Zid-Sequenzen gefiinrt
hétte. NatUrlich sollte dies im Hinblick auf die ohnehin schon hohe Vaianz in der 5 UTR
des virden Genoms vermieden werden.

Die expeaimentdlen Untersuchungen zeigen die Vaianz in der Hybridiserungeffizienz der
enzenen Oligonukleotide. Am Beigpid der Abbildung 4-22 wird die unterschiedliche
Hybridiserungseffizienz der enzenen Oligonukleotide deutlich. Dargestellt snd dort die
Sgndintenstdten fir 16 unterschiedliche Oligonukleotide der manudlen Bibliothek. Von
diesen weisen funf Oligonukleotide keine Basenfehlpaarung zur Zidsequenz auf und zehn
Oligonukleotide hetten eine und zwel Oligonukleotide zwel Mismatches. Unterteilt snd die
16 Oligonukleotide in vier Gruppen, den Maderoligonukleotiden entsprechend, und auf
dre Regionen innerhdb der Zidssquenz. Aufgrund der Eintellung dieser Gruppen liegen
nur drei Regionen fir diese vier Gruppen vor. Zwe verschiedene Gruppen umfassen zwel
verschiedene Regionen fir die Erkennung des Genotyps 1, wédhrend die anderen beiden
Gruppen in derselben Region liegen und die Subtypen unterscheiden sollen. Betrachtet man
auschliedich  die Sgndintendtéen der  Peafect Mach  Oligonukleotide fur  die
verschiedenen Gruppen, so fdllt auf, dass ene Gruppe (M_1ulB) deutlich geringere
Sgndintendtdten aufwelt ds die anderen. Jedoch i auch hier die Lage des
Oligonukleotides zum 5 Ende der Ziesequenz orientiet. Die Lange der Oligonukleotide
betragt jeweils 15 bis 18 nt. In der Literatur wird von Niemeyer et al. U @n
Zusammenhang mit der Sekundarstruktur aufgezeigt. Eine Region mit vorrangig Stamm-

88



DISKUSSION

Strukturen ist fir Sekundargrukturen nicht so zuganglich wie loop-Strukturen. Bringt man
die Lage der Oligonuklectide in Zusammenhang mit der Sekundérstruktur der Zidsequenz
(vgl. Abbildung 8-2), wird deutlich, dass dies hier nicht der aleinige Grund sein kann. Fir
dle Oligonukleotide gibt es auch fir die verschiedenen Vaiaionen in den
Sekundérgtrukturen  Stamm-Bereiche mit gleicher Anzahl an Nukleotiden.  Untersuchungen
von Peplies et al. [1*¥ zeigen, dass die Orientierung der immobiliserten Probe eine Rolle
be der Hybridiserungseffizienz spiet. I1st der Fanger so orientiert, dass der Haupttell der
Tagetsequenz in die Losung ragt und somit minimade derische Hinderung bel  der
Hybridiserunggresktion  auftreten  kann, it die Hybridiserungseffizienz  erhoht.  Der
umgekehrte Fdl  trifft in diessm Beigid ba den Oligonukleotiden mit geringer
Sgndintenstéa zu. Diese liegen o, dass der Haupttell der Sequenz be der Hybridiserung
Richtung Sideobeflache zeigt. Dies konnte adso die geringere Hybridiserungseffizienz
erkldren. Auch ba den Fangeraligonukleotiden fir Genotyp 3 (vgl. Abbildung 4-24) kénnte
dies der Grund sen. Denn die Oligonuklectide liegen genau in der Mitte der
Fangersequenz, sodass es hier zu sterischen Effekten kommen konnte.

Auch be den Software-generierten Oligonukleotiden waren die Hybridiserungseffizienzen
sehr  heterogen. Begpidhaft kann dies an den dageddlten Signdintenstdten der
ubtypspezifischen  Oligonukleotide in Abbildung 4-27 links erlautert werden. Alle diese
Fanger haben keine Basenfehlpaarung zu der Targetsequenz. Se liegen jedoch an
unterschiedlichen Pogtionen. Dies last vermuten, je ndhear de an 3 Ende des
Zidmolekills liegen, desto hoher ig ihre Signdintendtét. Hier ig dso ene Korrdation zu
den Oligonukleotiden der manuellen Bibliothek zu erkennen. Verglecht man dazu die
universdlen Oligonukleotide der manuellen Bibliothek, die an 3 Ende liegen, so haben
diee, sofern de keine Mismaiches zum Zidmolekil aufweisen, die  hochsten
Sgndintengtéen. Deutlich zu sehen ig das in den Abbildung 4-25 und Abbildung 4-30.
Diese Diagranme zeigen Vergleche ausgewdhlter Oligonukleotide, die die bestmdgliche
Differenzirung  zwischen den Geno- und Subtypen erlauben. Auf  Grund ihrer
unterschiedlichen Pogtionen und somit  unterschiedlichen  Hybridiserungseffizienzen  wird
die Auswvetung anhand von Hybridigerungsmusern durchgefihrt und  kann  nicht
auschlidich  Uber  en  podtives  Hybridiserungssgnd — ausgewertet werden.  In
Abbildung 4-25 dnd die Hybridiserungen der manuelen Bibliothek zu sehen. Hier kann
zwischen den Genotypen, nicht aber zwischen den Subtypen 1a und 1b unterschieden
werden. Im Gegensatz dazu ist dies mit der Software-generierten Bibliothek mdglich.
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Wie in Abbildung 4-35 mit Oligonukleotiden der manudlen Bibliothek zu erkennen ig, is
das detektierbare Hybridiserungsereignis der Spots mit den Oligonukleotiden an  den
Pogtionen auf dem Mikroarray zwar erwartet, konnte jedoch nicht vdidiert werden. Dem
gegenlber entstehen Signamudter, die fir bestimmte Geno- bzw. Subtypen charakteristisch
snd. Je weiter die Geno- bzw. Subtypen phylogenetisch voneinander entfernt sind bzw. die
erkannten Sequenzregionen enzigatig snd und dch nicht durch enzene Mismaiches
voneinander unterscheiden, desto klarer it die Abgrenzung gegentber den anderen
Varianten und desto klarer ig daher die Zuordnung zu dem jeweligen Genotyp. Sehr
deutlich wird dies am Bespid Genotyp 2 im Vergleich mit Genotyp 1 und Genotyp 4. In
Abbildung 5-3 wird deutlich, dass Genotyp 1 und 4 reaiv eng miteinander verwandt sind.
Dagegen hebt sch Gentoyp 2 deutlich von Genotyp 1 und 4 ab. Die Abbildung 5-3 zegt
die Phylogenie anhand der kompletten Sequenz. Crisina et al. %2 zeigen ein
Ubereingtimmendes Ergebnis nach Analyse von Sequenzen aus der 5’ UT-Region.

Clade 5
Clade 3
MUY -=1r

( " Clade 6
T [kt

_- FUHK2

—
HC-J8

BEREL za

HC- )& Clade 4
Clade 2

Abbildung 5-3: Parsimony Analyse reprasentativer HCV Komplett-Sequenzen aus Robertson et al. (8%,

Die klinisch wichtige Diskriminierung von Subtyp 1a und 1b von dlen anderen Geno- und
Subtypen kann mit der Software-generierten Bibliothek endeutig durchgefihrt werden.
Dies liegt vor dlem an der Tatsache, dass fir Subtyp 1b eine vid grofRere Anzahl von
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Sequenzen in den offentlich zuganglichen Datenbanken enthdten ist und daher eine grof3ere
Sicherhat ba der Auswahl der Oligonukleotide besteht. Ein weterer Aspekt ist, dass flr
Subtyp 1b die grofe Anzahl an Oligonuklectiden vorhanden ist, sowohl bei der manuellen
ds auch be dea software-genierten Bibliothek. Diese konnten aufgrund der grof3eren
Sequenzinformation in den Datenbanken ausgewahlt werden. Zwar treten be der Software-
generierten Bibliothek auch die postionsbedingten Schwierigkeiten auf, z. B. en Stérkeres
Sgnd enes Oligonukleotides, das eine Basenfehlpaarung aufwes im Vergleich zu einem
Pefect Match Oligonukleotid an anderer Pogtion, dies kann jedoch durch die
wissensbaserte Auswertung kompensert werden. Darlber hinaus helfen Bayessche Netze
troiz der Undgcherheiten, die durch leicht schwankende Hybridiserungssgnade auftreten
konnen, eine klare Aussage Uber die Wahrschenlichkeit des Genotyps einer  unbekannten
Probe zu treffen 6% %81 Bei der Auswertung ist bemerkenswert, dass fir keine der
hybridigerten HCV-Proben die entsorechenden Sequenzen in das Dedgn mit einbezogen
wurden, da se nicht in den verwendeten Datenbanken hinterlegt waren.

Die Ergebnisse der Multitarget-Hybridiserungen zeigen nicht die Smple Addition der
Hybridiserungsmuster der eingesetzten Genotypen. Untersucht wurde dieses Verhdten, da
in der Literatur ein natiirlich vorkommendes rekombinantes Virus beschrieben wurde 154,
Allerdings wird dieses Phanomen kontrovers diskutiert, da diese gemischten Infektionen,
die zur Entdehung enes intragenotypischen Virus flhren, wahrschenlich en  sdtenes

Ereignisdarstellen (%%

5.3 Design

Als Grundlage fir das Desgn der Oligonukleotide dienten Sequenzen aus der NCBI und
DDBJ. 1998 beinhdteten beide Datenbanken 944 Eintrége fir Komplettgenome von HCV.
Zu diesem Zetpunkt wurden diese Sequenzen extrahiet und dienten ds Badsis fir die
Ausvahl der Oligonukleotide in den in dieser Arbet charakteriserten Bibliotheken. Im
Méarz 2004 waren es 25125 Nukleotid-Eintrége. Die meisten davon (1673) sind dem Subtyp

1b zugeordnet. Daran ist das Interesse an diesem Subtyp zu erkennen.

Fur die Berechnung der Schmeztemperatur wurde in beiden Fédllen das nearest-neighbor
Model zugrunde gelegt, bei dem angenommen wird, dass die Stabilitét eines Basenpaares
von der Identitdt und der Orientierung der benachbarten Basenpaare abhangt % 52. Die
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Grundlage fur dieses Moddl ist die Annehme der Anderung der freien Energie be 37°C
(DGs7) bei der Bildung der Doppehdix-Struktur. Diese Werte sind (1) die Anderung der
freden Energie bei der Aushildung der Doppehdix, (2) die Anderung der freien Energie bel
Initierung  @ner Hdix-Struktur und (3) die Anderung der freden Energie ds Entropie-
Effekt, wenn der Duplex aus sdbstkomplementdren Strangen aufgebaut wird. Im  Internet
snd verschiedene Programme frei veflgbar, mit denen die Schmeztemperatur ermittelt
werden kann. Be der Kakulaion der Schmelztemperaturen, sollte darauf geachtet werden,
dass immer die gleiche Formd verwendet wird, da es sonst zu enormen Schwankungen von
+ 17 °C fir dieselbe Sequenz be gleichen Parametern kommen kann. Es ist daher wichtig,
dass die Schmeztemperaturen dler  Oligonukleotide mit dersdben Methode ermittelt
werden. Die Hybridis erungsbedingungen sollten aber immer optimiert werden.

Obwohl die Oligonukleotide anhand gleicher Parameter wie Schmeztemperatur,
GC-Gehdt und minimae Sekundardruktur (DG-Werte) ausgewdhlt wurden, konnten
unterschiedliche  Hybridiserungseffizienzen nach der  Hybridiserungsresktion  gemessen
werden. Bespidhaft soll dies an den Oligonukleotiden M_1ulB, M_1u2A und M_1u2D
aus Abbildung 4-23 erlautert werden. M_1ulB liegt an 5 Ende des Targets und hat keine
Basenfehlpaarung, M_1u2A liegt hingegen an 3 Ende des Targets, hat ebenfdls keine
Basenfehigtedlung (PM) und M_1u2D liegt an ahnlicher Podtion wie M_1u2A, hat aber
ene Basnfehlddlung. Nach der Hybridiserung zeigte sch folgende Vertelung der
Sgndintengtét: Die hochge hate M_1u2A (PM), gefolgt von M_1u2D (eéin MM) und
M_1ulB (PM). Somit konnte zwar M_1u2D deutlich von M_1u2D unterschieden werden,
die Sgndintengtd dieses Mismatch Oligonukleotides lag aber immer noch deutlich héher
ads das Sgnd von M_1ulB ohne Basenfehlpaarung. Bei unbekannten Proben konnte dies
en Problem be der Zuordnung zum Genotyp ergeben. Aus diessm Grund war die
Zuordnung zu den Genotypen erschwert, da auch fasch-podtive Signde detektiert werden
konnten. Die zur Auswahl der Oligonukleotide betrachteten Parameter scheinen dso nicht
augechend zu sein, um enheitliche(re) Signdintensitdten zu erziden. Peplies %! hat die
bereits eabiliete in-gtu Hybridiserungssonden fir die 16S rRNA auf Mikroarays
Ubertragen und konnte mit Hilfe verschiedener Modifikationen, z.B. Einsatz von Spacern
oder Inverson der Podtion auf dem Mikroaray, die Sgndintenstdien angleichen. In
diesem Fdl misste experimentel Uberprift werden, ob das zu ener Erhdhung der
Sgndintenstdé be M_1ulB fihren wirde. Ein anderes Phéomen ist ene hohere
Sgndintensitét des Oligonukleotides mit enem Misnach im Veglech zum
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Oligonukleotid ohne Basenfehlpaarung. Beispidhaft konnte hier aus Abbildung 4-22 die
Oligonukleotde M_1alA und M_1alC genannt werden. Das Oligonukleotid mit ener
Basenfehlpaarung M_1alC hat eine deutlich hthere Signdintensitdt ds das Oligonukleotid
M_1alA ohne Basenfehlpaarung. Eine Erklarung hierfir konnten Gutell et al. X% Jigfern.
Nicht dle Basenpaarungen haben dieselbe Energie, dh. manche Basenpaarungen sind
schwécher ds andere. Das gilt zum enen fir G-C Bindung mit drel Wasserstoffbriicken im
vergleich zu zwe beal A-T Bindungen, aber auch fir nichtkanonische Wechsawirkungen.

Ein ganz dnliches Vorgehen zum Desgn wie be dear Software-generierte Oligonukleotid-
Bibliothek stellen Wang et al. vor (%7 |hr Zid war eine Mikroarray-basierte Erkennung
und Genotypiserung virder Pathogene. Sie verwendeten as Datengrundlage GenBank. Die
dort hinterlegten Sequenzdaten werden fur die verschiedenen Virusfamilien geclugert und
anchliefend in 70 nt lange Segmente aufgetellt, die jewells mit 25 nt berlappen.
Zwischen jedem 70mer und jedem Virusgenom der entsprechenden Familie wurde en
paarweises Alignment durchgefihrt. Die 70mere wurden dann in der Rehenfolge ihrer
Treffer aufgdiget und anschliellend die funf Oligonukleotide mit dem hdchsten score-Wert
und ihr revers-komplement&rer Strang ausgewahlt. Mit diessm Vorgehen wurden auch finf
Oligonuklectide fiur HCV ausgewahlt von denen eines zwischen der 5UTR und der core-
Region liegt (auf D90208 an nt 331), enes in der core-Region (nt 813) und drel in der
NS5B Region (nt 7978, nt 8865 und nt 8971). In der Publikation von Wang et al. wurden
diese Oligonuklectide jedoch nicht experimentell Gberpruift.

Die Eignung der Mikroarays zur ldentifizierung und Klassfizierung von Viren wurde
bereits fir andere Viren gezeigt. Zur molekularen Besimmung und Detektion von
Influenzaviren verwendeten Sengupta et al. '8 463 Oligonukleotide zwischen 17 und
29 nt Lange die aus publizieten Oligonukleotiden ausgesucht wurden. Die
Sgndintendtéten der Oligonukleotide variiete sark und so mulde jedes individudl
betrachtet  werden, was Erfahrung mit den  Hybridiserungseigenscheften  des
Oligonukleotides  voraussetzt. Auch fir die Deektion und Diskriminierung  von
Orthopoxviren wurden Mikroarrays eingesetzt [*°%. Die hier eingesetzten Oligonukleotide
waren zwischen 13 und 21 nt lang, und zur Identifikation fir jede Virusspezies wurden
mehrere Oligonuklectide verwendet. Zur Differenzierung der einzenen Spezies wurde en
Gen vewendet und die entsprechenden Sequenzen dignt, um geeignete Regionen fir das
Desgn dea Oligonukleotide zu identifizieren. Zusizlich wurde en egens entwicketens

Programm “Oligoscan” verwendet, um entsprechende Oligonukleotide auszuwéhlen. Die
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Parameter fir das Desgn waren weniger detalliert ds in der hier vorliegenden Arbeit. So
wurden Oligonukleotide ausgewdhlt, die mindestens en Mignach zu den anderen
Orthopoxvirusspezies haite, die Lange der Oligonukleotide wurde auf 13 hbis 21 nt
beschrankt und die Schmeztemperatur sollte zwischen 36 °C und 58 °C liegen. Mit den
ausgewahlten Oligonukleotide konnte die Spezies jewells korrekt zugeordnet werden.

Fur die Identifizierung von besimmten Mutationen, die be der Thergpie von HCV mit
Inteferon  enen  Enflu@ haben, haben Tekahashi et al. ed kirzlich enen
dektrochemischen DNA-Array entwickdt 1%, Die Effektivitst der Interferon Therapie ist
abhéngig vom Genotyp und der Virudadt, sowie individudler Charakterisika der Petienten.
Zwel Mutationen an besimmten Nukleotidpogtionen des Gens MxA scheinen fur die
Antwort auf die Thergpie verantwortlich zu sain. Fur diesen und zwel weitere SNPs wurden
jewells Oligonukleotide mit mittelsandigen Mismaichen auf den dektrochemischen Array
immobiligert. Die  Hybridiserung mit  entgorechenden DNA-Fragmenten  wurde
durchgefiihrt und der Array anschlieffend mit einem  dektrochemisch-aktiven  Minor-
Groove Binder, der spezifisch doppelstrangige DNA bindet resktiviert. Die Auswertung
efolgte Uber enen dektrochemischen Andysator. Es konnte gezeigt werden, dal3 mit
dieser Methode die korrekte Diskriminierung der SNP moglich war.
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6 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

In der vorgestdlten Arbeit wird der Einssiz von DNA-Mikroarays zur sSmultanen
Erkennung und Klassfizierung des Hepditis C-Virus (HCV) untersucht. Es konnte gezeigt
werden, dass es mit diesr Technologie mdglich i, die Vaianten des HCV anhand der
Sequenzunterschiede  in der  nichttrandatieten Region am  5-Ende (SUTR) zu
identifizieren und gleichzetig zu genotypiseren. Auf Bads diesr methodischen
Untersuchungen wurde zur Optimierung  der  Konfiguration en Veglech zwee
Oligonukleotid-Bibliotheken  durchgeftihrt, die entweder mit der Software ,OptiNa’“
generiert oder manuell ausgewahit wurden.

Die Etablierung der Mikroarray-Technologie umfaste Experimente zur Homogenité der
Sides, zur Homogenitét der Tropfenabgabe des Roboters sowie zur optimaen
Spottingkonzentration der  Oligonukleotid- und der hybridiserten Targetlésungen. Dabel
zeigte sch, dass die Inhomogenitét der Oberflachen zu einer hohen Standardabweichung
be der Auswetung fihrt. Als Lésungsansatiz wurde en definiertes Spottingmuster und
damit  verbunden e@ne  IntrasArray  Normierung  eebliet.  Die  optimde
Oligonukleotidkonzentration lag ba 10 pM. Die optimde Konzentration der zu
hybridiserenden Targetlosung betrug 10 nM. Die grundlegende Optimierung der
Hybridiserungbedingungen egab ene Formamidkonzentretion von 50 % im
Hybridiserungspuffer und ene Hybriserunggemperatur von 22 °C be  doppesrangigen
Targemolekilen. Be den untersuchten Oligonukleotiden konnte unter diesen Bedingungen
en Oligonukleotid mit mindestens ener Basenfehlpaarung zum Taget dcher von dem
Oligonukleotid ohne Basenfehlpaarung unterschieden werden. Sie unterscheiden sich durch
ene mindestens 60 %ige Abnéhme der Sgndintenstd be dem Oligorukleotid mit
Basenfehlpaarung.

Fur die manudle Bibliothek wurden Oligonukleotide innerhdb besimmter Regionen in der
5UTR ausgewaht %9, Die ausgewshiten Oligonukleotide, die die meisten Sequenzen firr
enen Genotypen abdeckten, wurden as Masteroligonukleotide bezeichnet. Die HCV-
Sequenzvarianten  wurden  durch  zusdtzliche Oligonuklectide, sogenannte |, Varianten®,
abgedeckt. Durch einen Homologievergleich mit anderen Sequenzen in den Datenbanken
kondetierte die notwendige Spezifitdt der Oligonukleotide. Diese Bibliothek umfasst
inggesamt 54 Oligonukleotide. Bel der Software-generierten  Bibliothek wurden die
Regionen innerhdb der 5 UTR nicht berlickschtigt. Hier wurden anhand des Alignments
die Oligonukleotide aufgrund von physkadischen Parametern, wie zB. Lange der
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Oligonukleotide  sowie  Schmdztemperatur und  DG-Wert,  ausgewdhlt.  Ein
Homologievergleich zu Sequenzen in den NCBI-Datenbanken wurde durchgeftihrt. Auf
diese Weise wurden 66 Oligonukleotide ermittelt. Die Oligonukleotide beider Bibliotheken
wurden in-glico mitenander verglichen. Die Lage dler Oligonukleotide wurde auf dlen
36 untersuchten und sequenzierten Hepatitis C-Virus Zidmolekilen und ener Referenz
(HCV-1, Accessomummer M62321) emittdt, sowie ggf. die Anzahl und Lage der
Basnfehlpaarungen (vgl. Tabdle 8 und Tabdle 9). Fiur den experimentdlen Vergleich
wurden HCV-PCR-Produkte in ener neted PCR mit Cy5 am 5-Ende makiet,
aufgereinigt und sowohl in Hybridiserungsansizen mit eénem Tage ads auch in ener
Multitarget Hybridiserung mit jewels zwe unterschiedlichen Geno- bzw. Subtypen gegen
die Software-generierte  Bibliothek  hybridisert. Die Auswertung efolgte  durch
charakterigische Hybridiserungsmuster der  jeweligen Geno- bzw. Subtypen. Bel  der
Ausvertung diessr Muder konnten mittels der Oligonukleotide aus der manudlen
Bibliothek die Genotypen 1, 2 und 3 korrekt identifiziert werden, ebenso die Subtypen 2a,
2b, 3a und 3b. Eine Untertellung der klinisch reevanten Subtypen 1a und 1b war nicht
madglich. Eine Vdidierung der Hybridiserungsmuser mit weteren HCV-Proben zeigte
jedoch, dass be unterschiedlichen HCV-Proben desseben Typs die Muder nicht
Uberendimmen und somit ene Typiserung fir enen Aulensehenden schwierig sen
wirde. Dies war be der Software-generierten Bibliothek anders. Die Oligonukleotide
wurden hier so ausgewdhlt, dass eine Unterscheidung der Subtypen 1a und 1b maglich ist.
Allerdings konnte eine Unterscheidung der Subtypen 2a, 2b, 3a und 3b nicht gezeigt
werden, da keine spezifischen Oligonukleotide generiert wurden. Jedoch ermoglicht die
ggens entwickdte Auswertesoftware iQmega der Firma iSenselt GmbH, Bremen, die
zuverléssige Zuordnung zu den korrekten HCV-Typen in Prozent. Mit den Software-
generierten  Oligonukleotiden konnte eine korrekte Zuordnung zu den HCV-Typen nach
Hybridiserungen zweer equimolarer Geno- bzw. Subtypen mit der iQmega- Software nicht
erreicht werden, jedoch anhand der Hybridiserungmuster.

Es konnte gezeigt werden, dass die Software zur Auswahl von Oligonukleotiden fur die
Erkennung und Klassifizierung der Genotypen 1a 1b, 2, 3 und 4 von Hepatitis-C Viren
gecigne is. Fir umfassendere, klinische Studien ware es winschenswert, erganzende
Oligonukleotide fir wetere Geno- und Subtypen auszuwéhlen. Die fur die Thergpie
rdevante Klassfizierung, die Erkennung von HCV-Genotyp 1 und die Klassfizierung in
die Subtypen l1la und 1b wurde mit dieser Verson des Hepatitis C-Virus Mikroarrays

jedoch erreicht werden.
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Mit Hilfe der vorgesdlten Oligonukleotid-Bibliotheken, inshesondere der Software-
generierten, i es moglich Hepdtitis C-Viren dcher zu identifizieren und zu genotypiseren.
Eine Implementierung zusiizlicher Oligonukleotide fir eine wetere Genotypiserung der
anderen Subtypen wére von wissenschaftlichem Interesse. Zusammen mit der Auswerte-
Software hat man en enfaches und intuitives Werkzeug zur Hand. Fir den medizinischen
Aspekt reicht die vorhandene Klassfizierung in die Genotypen 15 und Subtypen 1a und 1b
aus. Der noch zu optimierende Aspekt dieser Methode ist die vorgeschdtete PCR, denn mit
den verwendeten Primern wird bereits eine Sdlektion durchgefihrt. Eventuell wére hier die
Eteblierung eneg Multiplexx-PCR von Vortell. Datberhinaus konnte eventudl mit dem
Einstz von Spacern oder durch die Inverson des Oligonukleotides auf dem Side ene
gleichférmigere Hybridiserungseffizienz erreicht werden.

Die bisherigen Helungschancen fir Menschen mit chronischer Hepditis 9nd je nach
Genotyp unterschiedlich. 1€ man mit Genotyp 1b infiziet, der wie in Abbildung 1-8
dargestelt, vor dlem in Europa und Asen vebretet ist, ha der Erkrankte mit den
bisherigen Thergpeutika kaum Ausscht auf Hellung. Neue Hoffnung fir die Betroffenen
lést ene gaz neue Technik zu: das Gene-Slencing. Wenn auf nadrlichem Weg
doppelstrangige RNA in die Zdle gdangt, wird se von der RNA= |Il (DICER) in 21 nt
kurze Sticke gespdten, die ds smdl interfering RNAs oder SRNAs bezeichnet werden.
Die SRNA kann auch synthetisch hergestdIt und in die Zdle eingebracht werden. See wird
dort von enem Proteinkomplex, dem sogenannten RISC (RNA Induced Silencing
Complex) gebunden. Ein Strang des SRNA Duplexes wird abgedreift, der komplementére
Strang bleibt im RISC zuriick. Der Komplex erkennt und bindet nun an die target RNA,
den e mit dem komplementéren SRNA-Strang erkennt, und schneidet ihn enzymatisch in
klene Stiicke. Die virde Replikation wird so unterbrochen. Im Juni 2003 publizierten
Sen et al. *®Y und Yokota et al. [1%2 efolgreiche Experimente mit SRNA fiir die NSBA
bzw. die SUTR in da menschlichen Hepaoma Zdlline HepG2. Eine néchge
Herausforderung wird es sein, die SRNA zu den entsprechenden Zelen bzw. Geweben im
Koérper zu bringen. Es  besteht somit Hoffnung auf Helung fir die wdtwet 170 Millionen
HCV-Infizierten.
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Abkurzungsver zeichnis

5 UTR
au.

bp
BSA
DDBJ
ddNTP
DRK
DNA
FPLC
GT
HCV
IRES
Kb
MM
NaCl
NCBI
nt
NTP
PCR
PDITC
PM
PVP
RiIFS
RT
SBE
SNP
SRS
UN

Nichttrandatierte Region an 5 Ende (engl. untrandated region)
Reative Einheiten

Basenpaare

Rinderserumabumin (engl. Bovine Serum Albumin)

DNA Data Bank of Japan

Didesoxynuklectidtriphosphat

Deutsches Rotes Kreuz

Desoxyribonukleinsdure

Fast Protein Liquid Chromatography

Genotyp

Hepatitis C-Virus

Internal Ribosomae Entry Site

Kilobasen

Mismatch

Natriumchlorid

The Nationa Center for Biotechnology Information
Nukleotiden

Nukleotiditriphosphat

Polymerase Ketten Reaktion (engl. Polymerase Chain Reaction)
Phenylendiisothiocyanat

Perfect Match

Polyvinylpyrrolidon

Reflectometric Interference Spectroscopy

Raumtemperatur

Einzd srangverlangerung (engl. Single Base Extension)
Einzelbasenaustausch (engl. Single Nudleotide Polymorphism)
Sequence Retrievd System

Uber Nacht
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Tabelle 8: Auflistung der manuell ausgewahlten Oligonukleotide

Be zeichnung l.llr Schmelztemperatur [*C]|  Oligonuklestid S equenz 5°-> ' | Lage aull M62121
Lenotyp |

M-lulB 17 il 4 AATTGOCAGGACGACOG 172-18%
M- lulC 17 575 AATTGOCAGOGATGACUG 172188
M- lul D 17 ), 4 AATTGGC AGGACGACCG 172- 188
M-lul E I 574 ATTGGOCAGGACGALCT 172-187
M- IulF 15 58,7 ATTGOCAGGGUGACT 173-187
M- lulA i7 593 CGCTCAATGOCTGOAGA 209-32%
M- 2Bl 17 595 CGETCAGTGOC TOGUOAGA 208125
M- Iu2C Ifa 599 COGCTOGATGOCTGOAG 20M9-224
M- lulD 1% 5719 CCACTCAATGOCTGOAGA 208- 225
Subtvp 1

M-lalA 16 B4, 7 COCCOGUAAGACTGOT 216-351
M-IslB 15 592 COCCGOGAGACTGET 237-251
M- lalC 14 5713 COCGUAAGACOGCT 238-251
Subivp | b

M-1bIB 15 5,2 CCCGOCAGACTGCT A 238-252
M- 1h2C 16 59,3 COCCGOGAGACTGOT A 237-382
M- 1h2ZD 15 574 COCGCAAGACCGCTA 238-252
M- IbZE 17 519 CCOGUCAAGACTGCTAGC 238-154
Genoivp 1

M-2ulB L] S50 TAGUGTTGGUTTGOGA 259-274
M- 2ulC 16 519 TAGGGTTGGGTOGGGA 380-374
Subivp la

M -2a] 17 61,5 GCOGGGA AGACTGGGTC 2T-192
M -2a3 17 592 ACCCACTCTATGOCCGG 206222
Sublyp b

M - Jhd il | B3 ATTACCGOAAAGACTGGLTOC 173193
M -1h3 21 .5 ACCCACTCTATGTCOGGTCAT 20- T2
Cenotvp 3

| T 16 574 AATOGCTGGLGGTGACT 172-187
M =3l 21 594 COGUTCAATACCCAGAAATTTG 209-229
M - Jad 17 5746 COGOGAG ATCACT AGOT 219-255
M -JufA 16 59,1 TCTTGGAGEAACCCGE 156-211
M- 3usB 17 578 TTCTTGGAACAACCOGT 195-211
M= JiS 0 19 54,1 TCTTGGAGTAACCUGUTCA 1214
M -7 18 549.5 TCTTGGAACAADCCGCTC 1%4-213
Cenotyvp 4

M -dail 1fs B, | AATOGCCGOGGATGACT 1T2-187
A il 16 58,9 GCTCAATGODCGOAAA 210-325
M ~daid 14 B1,7 LU OGFGA TGADT 1 Th- 188
Umiverse lle Oligos

M - L W 1% 58,2 TAGGGTGCTTGCAAG TG 267-314
M =L H0C 14 598 GOUTGCT TGOGAGT GC 299-114
o e 1] 1% 549.5 TAGGGTGCTTGGGAGT G 207-314
M -LME 16 546 TOGGGGTGCTTGOGAGT 207-312
M - L I0F 17 59.2 TAGGGTGCTOGOGAGTG 297-313
B - L G 17 §7.7 TAGGGTGCTGGGGAGTG 297-311
M=UIIA & i, 1 GATAGGGOGCTTOGG AGT 295-312
M-LUXIR 0 58,7 TGATAGGGTGCTOGAGAGTG 204-313
M -U23C 17 593 ATAGGGOGCTTGOGAGT 296-312
M -UZED ] 58.5 GATAGGOTGCTGGUGAGT 295-312
M-LIXSE 19 il 3 TOATAGGG TGCTGGGGAGT 204-112
M =L 23F 149 56,5 TGATAGGGTGOT TGUAAGT 204312
M- LU X3 19 592 TGATAGGGTGUT TGOGAGT 204-312
M -U23H 19 57.8 TOATAGGG TGCTTGGGAGT 204-312
M - L1231 17 Gl ATGGGGTGCT TGOGAGT 296-112
M-U23) 149 Shb TOATAGGG TGCTUGAGAGA 204-311
M =L 6H 13 581 GTACTGOCTGATAGGGTGOTT 2Ribv- M
M -LI6C 1fs 576 GOCTOATGGGGTGOTT 291 - 3iWy
M - LGB0 21 A6 GTACTGCCTGATAGGGTGCTC 26- 105
M-L6E 16 57.0 GCCTGATAGGGCGCTT 291-30m
o 3 £9.2 GGTACTGOCTGAT AC TGITT RS- U
M =L 6L 21 59,0 GTACTGUCTGATAGGGTGOT G 28b- 3005

109



ANHANG

Tabelle 9: Auflistung der Software-generierten Oligonukleotide

H-r:ril':hnunh- Liﬁ'ﬂ Schmelstemperatur |*C| Dliﬁnnn kleotid Sequenz 5°-> 3° Lape auf Ma2321
Cenatyp |

Subtvp la

1 la-1 16 0,6 GTGCOCCCGCAAGACT 233-248
1 la-2 17 9.1 CGUAAGACTGCTAGOCG 240-256
1 1a=3 17 ) TCAAALCCOGUTCAATG 205218
1 la- 18 59 TAAACCOGCTCAATGOCT 203-220
1 la-5 22 572 AMGACTGCTAGOCGAGTAGTGT 243-264
Subtvp 1h

1 1b-1 16 0.1 ACCCGCTCAGTGOCTG 206-221
1 1h-2 17 57.8 CTOCCGOGAGAGCATAG 126-142
1 1b-3 17 0,5 COCCGOGAGACTGUTAG 237-253
1 1h-d 17 6 COGOGAGAC TGO T AGOT 279.255
1 1b-5 17 0,6 CAACCOGCTCAATGOCT 204-220
1 Ih-6 19 59.5 ATTAACCCGCTCAGTGOCT 202-220
1_1b-7 19 5K,5 GAGACCGCTAGOCGAGTAGT 244-262
1 Ib-8 20 7.8 COAGACTOGCTAGCOGAGTAG 242-261
1 1b-9 21 &0, 6 CCTGATAGGGTGCTCGAGAGT 202-312
1 1b-10 15 58,3 GOCAGCCCCTAADGG 118-132
1 1b-11 15 50,2 COCOGOGAGAC T 237-251
Crenotvp 1

1 Zu-1 14 56,7 TCCGGTCATTTGGGE 219-232
1 ZTu-2 21 049 AAGACTGLGUOTOCTTTCTTGA 182-202
1 2u-3 il ] 5R,7 ACTCTATGTCOGUTCATTTGG 211-230
1 Zu-4 21 0,5 ACCCACTCTATGTCCGGTCAT 206-2246
1 2u-5 25 9.3 CTITCTTGGATAAACCCACTCTATG 193-217
Grenotyp 3

1 3u-1 19 0.6 AACAACCCGCTCAATACCC 202-220
1 lu-2 22 8.9 COAGATCACTAGCCGAGTAGTG 242-263
1 lu-3 24 SR AAGATCACTAGCOGAGTAGTGTTG 243-266
1 lu-d 15 SR, T CULGAATO G TCGCCT 1649183
1 lu-5 11 593 COCCOGCGAGATCAC 236-250
1 _lu-6 17 00,3 CAACOCGCTCAATACOCA 204-221
Crenolyp 4

1 4u-1 1] 373 ATGOOCGLAGATTTGH 215-230
1 4u-2 18 66 TTTCTTGLGATCAAADCCG 194-211
1 du=} 15 N | CROAATOGUCGUOATG 170=1%84
universelle Oligos

1 U-1 19 59.9 ATAGGGTGCTTGGGAGTGC 206-314
1 LU-2 21 i) COTGATAGGGTGTTTGGGAGT 202-312
1 -3 21 0.8 CTGATAGGGTGCTOGAGAGTG 2093-313
1 U-4 17 57.5 AATTGCCAGGATGACCG 172-188
1 L-5 17 9.8 TTGTGUAGOCTUC AGUA 103-119
1 L6 1.3 il GAACAGOCTCCAGGACCT 105122
1 U-7 17 L] COGTACAGUCTOCGOGGALC 104-120
1 U-8 18 389 GTCGTACAGCCTOCAGGG 102-119
1 U-9 16 0.9 CAGCCTOCAGGACCCC 108-123
1 U-10 1 7.7 GTACAGOCTCCAGGACCC 105-122
1 U-11 15 0.4 CCTOCAGGACCCOOC 110-125
1 U-12 15 0.4 TGUAGOCTCCAGLGOC 106-120
1 U-13 14 31,6 ACAGOCTOCAGHUOC 108121
1 L-14 17 582 ACAGCCTCCAGAACOCT 107-123
1 U-15 16 0.4 COTGCAGCCTOCAGGA 104-119
1 LU-16 20 0,4 CTCAATGCCTGGAGATT TGN 211-230
1 L17 15 L GO TGGGTTOO A 261-275
1 1-18 19 0,4 CTTTCTTGGAACAACCOGT 193-211
1 U-19 19 59.8 TCCTTTCTCGOAACAALCC 191-208
1_L-20 17 57.9 TTTCTTGRGAGUCAACCCG 194210
1 U-21 17 57 TCAATGOCCGOAAATTT 212-228
1 UJ-22 17 587 TCAATGCOCGGAGATTG 212-228
1 L-23 20 SE.6 TACTGUCTGATAGGGTGUTG 287-30
1 124 pul ] 57,2 TACTGUCTGAT AGGGTGUTT 28730
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Abbildung 81: Alignment der sequenzierten HCV-Targets mit publizierten Sequenzen aus der NCBI. Die

grun-umrandeten sieben Regionen stellen die Bereiche dar, die Stuyver fur die Genotypisierung innerhalb der

5 UTR herangezogen hat (122,
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Abbildung 8-2: Graphische Darstellung der verschiedenen Sekundarstrukturen nach Zuker et al. ™ die bei

22 °C ausgebildet werden kdnnen..
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