TT-Virusinfektion: Epidemiologie, Risikofaktoren
und klinische Bedeutung bei polytransfundierten
Patienten nach Herz-OP

Mustafa Rifai

2007



Aus dem Max von Pettenkofer Institut
fur Hygiene und Medizinische Mikrobiologie
der Universitat Minchen

Vorstand: Prof. Dr. U. Koszinowski

TT-Virusinfektion: Epidemiologie, Risikofaktoren
und klinische Bedeutung bei polytransfundierten
Patienten nach Herz-OP

Dissertation
zum Erwerb des Doktorgrades der Medizin
an der Medizinischen Fakultat der
Ludwig-Maximilians-Universitat zu Minchen

vorgelegt von
Mustafa Rifali

aus
Passau

2007



Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultat
der Universitat Minchen

Berichterstatter:

Mitberichterstatter:

Dekan:

Tag der mindlichen Prifung:

Prof. Dr. G. G. Frosner

Prof. Dr. B. H. Belohradsky

Prof. Dr. med. D. Reinhardt

26.07.2007



Meinen Eltern,
meiner Schwester
in Dankbarkeit



Inhaltsverzeichnis |

Inhaltsverzeichnis
INhaltSVETZEICHNIS ....coeiiieiiie ettt et e e e et e e e e e e e aaeeenaeesereeenes I
ADDIIAUNGSVETZEICHNIS ......viiiiieiiieiieeiieieece ettt et e e e ebeesabeesbeeesaeenneas I
TabelleNVEIZEICHNIS .....veeiiie et et e e e e sre e e sareeeeaaeeen v
L BINLCTIUNG ..ottt ettt ettt e ettt e et e e beeesseessaeesbeesseassseensaessseensaensnas 1
1.1 Geschichte der TTV-EntdecKung ..........c.coouieriiiiiiiniiiiieeeee e 1
1.2 Klassifizierung und Abstammungsanalyse...........cccceerieriieriieniieeniienieeieeere e 1
1.2.1 Genetische Vielfalt der TTV-Famili€.........c.ccccovveviiieciiiiiieeieecee e, 2
1.2.2 Eine neue Klasse der TT-Viren: TTV-like-mini-Viren TLMV.............cccceneenee. 5
1.3. Genomorganisation VON TTV ..ot 5
1.3.1 Kodierende Re@ION ........cccuiviiiiiiiiiiiiiiiciiecie ettt 8
1.3.2 Nichtkodierende RegION .........cc.coiiuiiiiiiiiiiiieiee e 9
IR 2S) o] 11 110 ) WO PSRRI 9
1.5 EPIAeMIOIOZIC. ... eeeeeeniieeiiieiieee ettt ettt ettt ettt e s et esabeebeesneeeneeea 11
1.5.1 Pravalenzdaten...........ccueeiieiiieiiieiieeiee sttt ettt enne 11
1.5.2 TTV-MiSChinfeKtionen ...........cccuiiiiiiieiiieeciee ettt e 12
1.5.3 TranSmMiSSIONSWEZE. ......eecveerurrerieeieetieeteeteeeereenseessseeseessseeseessseesesssseenseensseenns 13
1.6 PathO@ENILAL .....c..iiiiiiiiiiii et ettt ettt st beesaee e 14
2. ZICISCLZUNG ..ottt ettt ettt ettt et esta e e teesaaeesbeessbeesseessseesseessseensaesnseenseessseensaens 16
3. Material und MethOden ..........cc.oiiiiiiiiiiiiciie et 17
3.1 MAtEIIALICN ...ttt et e e e te e e e b e e sebeebeeeabeenbeeenaeensaens 17
R B B O 1153 11 1121 1< s DU 17
3.1.2. OlONUKICOIAC ..ottt et seae e 17
3130 ENZYMIC .t 18
B LA KIS ettt ettt et h et e neenae et 18
3.1.5. Puffer und NARImMeEdien .........ccceeeiiiiiiiieeieeeeeee e e e 18
3.1.6. SonStiges Material ........cceeviieiiieiiieiieie ettt 18
I B B € 1 1 1 S USUUURRUSPRSR 19
3.1.8. Software und Sequenz-Datenbanken.............cccecveviieiienciienieniieieee e 19
3.1.9. Probenmaterial............cceeeiiiieiiieciiie et 19
3.2  MEROAEN ...ttt ettt 19
3.2.1. NuKIeinSAUreiSOHEIUNG .....ccueeitieiieeiieiie ettt 19
3.2.2. Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ..........cccooviiiiiiniiiiiiciicieccccee e 20
3.2.2.1. Grundprinzip der PCR .......ccccooiiiiiiiiiiiiieeeteeeeeee e 20
3.2.2.2. Durchfithrung der PCR..........ccccoiiiiiiiiiiieeceeeeeee e 20
3.2.2.3. Besonderheiten der Long-Distance-PCR...........ccccooiiiiiiiniiniincnincens 23
3.2.2.4. Besonderheiten der Hot-Start-PCR ..........cccooviiiiiiiiiiiiicieceeeceeee e 23
3.2.2.5. Komponenten der PCR..........cocooiiiiiiiiiiiiiiniccecceeeee e 25
3.2.2.5.1. Template-DINA ......cocoiiiieieeieecie ettt s eaee e 25

32252 PIIMIET e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaans 25



II

3.2.2.5.3. DNA-POIYMEIASE ...cvveeuiieiiieiieeiie ettt ettt seee e eee 25

R I T S\ 1<) g T 1§ 1S § S USSP 26
3.2.3. GeleleKtrOphOTESe. ....c..veeueieiieeiieiie ettt ettt ettt et e e ens 27
3.2.3.1 Basisprotokoll Gelherstellung...........cccceeeveeeriieeiiieeiie e 28
3.2.4. Restriktionsendonukleasereaktion............cceevieerienieeniieniieiienie e 30
3.2.5. SEQUENZICTUNG .....ceevvieeiireeireeeieeeeieeesteeessseeessseesssseesssseessseesssseesssseessseesssseesnns 32
3.2.5.1. Kettenabbruchmethode nach Sanger............cccceevvieiiiiiiiiniiiiieieceee 32

4. ETZEDIISSE .eeiuvvieeiiieeeiiieeeiee ettt e ettt e ette e et e e et e essteeesstaeeassaeessaeesseeensseeanssaeenseeesssseennseeenns 35
4.1 Ergebnisse der statistischen Auswertung auf TTV ......cccoccoeiiiiiiiiiiniiciieeeeeee, 35
TR B T T o) PR PRT 45
5.1 Erlduterung der statistischen ErgebniSse..........coccveevuieiiieiiieniieiiecieeieeeie e 45
5.1.1 TTV-Infektion und Geschlechtspravalenz ............ccccoeevvieeeiieeiiieniieeeieeeeees 45
5.1.2 TTV — Einfach-/Mehrfachinfektionen .............cccccoeeuieiieniiiinieniiiienieciee, 45

5. 1.3 TTV — ARErSVErteilung ....cccvveeeiiieeiie ettt 46
S5.1.4 TTV — TranSmiSSION. .....cevieruieeiieneieettenteeteesteesteesaeesseessseeseessseeseessseesseesseans 46
5.1.4.1 TTV — Korrelation mit GBV-C, HBV und HCV ............cccoovviiviiiiiiiiins 47
5.1.4.2 TTV — Korrelation mit Operationsanzahl ..............cccceeeieniiiiienieniiieene 48
5.1.4.3 TTV — Korrelation mit Bluttransfusionen............cccceecveeeeviencieeecieesieeene, 49

S. 1.5 TTV — PathO@Enitat .......cccuieiiiiiieiieieee ettt 53
5.2 Uberlegungen zur TTV-TIansSmiSSION .............covveeereereereereeessessseesesssssenesenes 54
S53TTV — PrAVAICNZ ...ttt ettt e e e v e e eanee s 54
STUAIC ... ettt ettt et e b e e beesaeesaeenreens 55

5.6 Ausblick — WUNSChENSWETLES.......c..eieiiiieiiieciiee et 56



III

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1 TTV Stammbaum. ..........ccceeeeiieriiiieeiieeiee et evee e e e sareeeeeeas 3
Abbildung 2 TTV Stammbatum .........ccceecieriiiiiieniieeiieie ettt ettt et eae e eeee e 4
Abbildung 3 Elektronenmikroskop-Aufnahme aggregierter TT-Viren.........cccccccveevveeneen. 6
Abbildung 4 Schematische Darstellung des zirkuldren TTV Genoms........ccccecevvereeneennnene. 7
Abbildung 5 GC-1€1Che REZION........ccciiiiiiiiieeiieeee ettt e 7
Abbildung 6 Schematische Darstellung der drei TTV-mRNAS.......cccccooerviiviininiienienienene 9
Abbildung 7 Durch in situ Fluoreszenz Hybridisierung............ccccceeeeveencieenciieeniee e 10
Abbildung 8 Schema der Polymerase-Kettenreaktion..............coceevervieniininieniencnieneenen. 22
Abbildung 9 Darstellung des TTV-Genoms mit PCR-Amplifikationsprodukten............... 24
Abbildung 10 Prinzip der Hot Start PCR. ........ccccoiiiiiiiiieee e, 27
Abbildung 11 Typisches Bild einer Long-Distance-PCR. ...........ccccceevviiviiiinciiinieeiee, 30
Abbildung 12 Gel eines Restriktionsverdaus. ...........ceecueeriieniieniieiieeieeeece e 31
Abbildung 13 Schema Kettenabbruchmethode nach Sanger ..........ccccceeveiievciiencieeciene, 34
Abbildung 14 Altersspezifische TTV-Pravalenz...........cccoocveviiiiiiiiiniiieiienieceeeeee e, 37
Abbildung 15 Untersuchung verschiedener Laborparameter bei TTV-Infektion............... 39
Abbildung 16 Korrelation Operationsanzahl und TTV-Infektion..........ccccceceniinininnnn. 49

Abbildung 17 Korrelation einer TTV-Infektion mit versch. Bluttransfusionsarten............ 52



IV

Tabellenverzeichnis

Tabelle 1 Einteilung von TTV in fiinf Hauptgruppen..........cccceeeviveeeciieeeiieecieeeee e, 4
Tabelle 2 TTV-Nachweis im gesamten Organismus (Okamoto et al. 2001)...................... 11
Tabelle 3 Ubiquitdre TTV-Verbreitung .........ccccccveeeiieeiiiieeiieeeieeeeieeesvee e e sveeeevee e 11
Tabelle 4 TTV-MischinfeKtionSIraten.........ccueeevieriieiieeiieiieeie et 13
Tabelle 5 Materialien zur Durchfithrung einer PCR ...........ccooviiiiiiiiieeeeeeeeeee 26
Tabelle 6 Ansatzprotokoll Long distance PCR. ..........ccccoooiiiiiiiiiiniiieieieeeee e, 26
Tabelle 7 Zur Gelherstellung bendtigtes Material..........cccvveecviieeiieeiiieeiieeeeeeeeeee e 28
Tabelle 8 Zur Gelelektrophorese bendtigtes Material...........ccoevieviiieiieniiienieniieieeieee, 29
Tabelle 9 Materialien zur Gelaufreinigung und anschlieBender Verwendung zur RFLP... 29
Tabelle 10 Eingesetzte Restriktionsendonukleasen ............ccccceevveviieniiniienieniieeieeieeee. 32
Tabelle 11 Protokoll zur Durchfiihrung des Restriktionsverdaus (RFLP-Analyse) ........... 32
Tabelle 12 TTV-Infektion; Verteilung weiblich/mannlich .............cccoccoeiiiiiiniiinnnen. 35
Tabelle 13 TTV-Infektion; Verteilung Einfachinfektion/Mehrfachinfektion..................... 35
Tabelle 14 Durchschnittsalter TTV-Infektion...........cccccoevieiiiiiiiiniiieiecieeeeeeee e, 36
Tabelle 15 Priavalenz von TTV-einfach- und mehrfachinfektionen...........ccccooceeiininee. 36
Tabelle 16 Korrelation TTV mit GBV-C-, HBV- und HCV-Infektion L e 38
Tabelle 17 Leberwerte bei TTV-positiven und —negativen herzoperierten Kindern .......... 39
Tabelle 18 Leberwerte bei TTV-positiven herzoperierten Kindern...........cccceeceeeiennennen. 40
Tabelle 19 Leberwerte bei TTV-negativen herzoperierten Kindern............ccccecveevvvennennnen. 40
Tabelle 20 Leberwerte bei TTV-positiven herzoperierten Kindern...........cccoeceeeennennen. 40
Tabelle 21 Leberwerte bei TTV-negativen herzoperierten Kindern............cccoecveevvennennen. 41
Tabelle 22 Korrelation TTV und Operationsanzahl..............cocooeriiiniiiniiniininiiniceene. 41
Tabelle 23 Korrelation TTV und Bluttransfusion® ' ................ooooevveuremeeeeeeeeeeeeeeeeees 42
Tabelle 24 Korrelation TTV-Infektion mit Transfusionen T *'..........coooveevereveereeerees 43
Tabelle 25 Korrelation TTV-Infektion mit Transfusionen IT *' .........c.cocoovevvieveeeeeeeans 44

Tabelle 26 Priavalenzdaten zur ubiquitiren TTV-Verbreitung.........ccccoeeevieniencnncnicnennne. 55



1. Einleitung

1.1 Geschichte der TTV-Entdeckung

Nishizawa et al. isolierten 1997 eine 500 Nukleotide lange Sequenz (N22-Klon) aus dem
Serum eines 58jdhrigen, polytransfundierten Patienten mit Posttransfusionshepatitis
(Nishizawa et al. 1997). Diese Sequenz gehorte zu einem Virus, das nach den Initialen des
Patienten TT-Virus (TTV) genannt wurde. Es ist ein unbehiilltes Virus mit einem
zirkuldren Einzelstrang-DNA Genom. Mit Hilfe der Sequenz des 500nt langen Stiickes
wurden Primer entworfen, mit denen das Virus mittels PCR entdeckt werden kann.

Urspriinglich wurde TTV zur Familie der Circoviridae gezéhlt. Diese beinhaltet eine Reihe
kleiner DNA-Viren alle mit einem zirkuldren Einzelstrang-DNA Genom. Diese kdnnen in
verschiedenen Tieren identifiziert werden (Chicken anaemia virus CAV, porcine circovirus
PCV, psittacine beak and feather disease virus BFDV). Weitere Forschungen ergaben, daf}
neben der Familie der TT-Viren zusétzlich die sogenannten TTV-like-mini-Viren, TLMV
und das bislang zu den Circoviridae gerechnete Chicken anaemia virus, CAV vorhanden
sind. Diese drei Viren wurden von Takahashi et al. zu einer neuen Virusfamilie

zusammengefalBit. So entstand die Familie der Circinoviridae (Takahashi et al. 2000).

1.2 Klassifizierung und Abstammungsanalyse

Anfanglich wurde berichtet, da3 TTV einige physikalische Merkmale mit den Parvoviridae
teilt, obwohl keine Nucleotiddhnlichkeit gezeigt werden konnte. Takahashi et al. zeigten
eine Ahnlichkeit von TTV mit dem Chicken Anaemia Virus (CAV), einem ehemals
Circovirus und nun Circinovirus (Takahashi et al. 1998). Diese Ahnlichkeiten basierten auf
den Arginin-reichen Regionen in den Open Reading Frames (offenen Lese Rahmen, ORF)
beider Viren und auf Ahnlichkeiten in ihrer Genomstruktur (Miyata et al. 1999).

Dariiber hinaus konnte keine weitere Sequenzdhnlichkeit zu anderen Mitgliedern der
Familie der Circoviridae gezeigt werden. Dies veranlaite auch Mushahwar et al. dazu,
TTV in eine neue Gruppe, der Familie der Circinoviridae einzuordnen(Mushahwar et al.
1999).

Die Familie der Circoviridae, zu denen urspriinglich nach Nishizawa et al. (Nishizawa et
al. 1999) auch TTV gezdhlt wurde, besteht aus hiillenlosen, einzelstrdngigen DNA-Viren.
Bis heute gibt es nur drei bekannte Viren: Hiihner-, Papageien- und Schweine-
Circoviridae. Aufgrund seiner zirkuldren Struktur konnte TTV der vierte Virus dieser

Gruppe sein, obwohl sein Gesamtgenom eine Linge von 3818-3853 Nukleotide hat und



damit um mehr als 1000 Nukleotide ldnger ist als die bereits bekannten Circoviridae
(1758-2319nt). Eine Analyse des Gesamtgenoms von TTV durch Mushahwar et al.
(Mushahwar et al. 1999) ergab, dal TTV im Dichtegradienten (1,31-1,34 g/ml) und der
PartikelgroBBe (30-50nm) den Circoviren dhnelt. Mushahwar et al. schlossen daraus, daf3
TTV zu einer den Circoviren nah verwandten Virusart gehort. Somit ordneten sie TTV zur
neuen Gruppe der Circinoviridae ein (circinato (lat.) = das Beschreiben eines Kreises).

Die Behauptung Okamotos, TTV koénne ein Parvovirus sein, konnten Miyata et al. (Miyata
et al. 1999) nicht bestitigen, da dem TTV-Genom am Ende die fiir Parvoviren typischen
Basenwiederholungen fehlen. Dariiber hinaus fanden Miyata et al. eine 36nt lange Strecke
auf dem TTV-Genom, die zu 80,6% mit der korrespondierenden Strecke auf dem Genom
des Chicken-Anédmie-Virus (CAV) libereinstimmt. Auch ist die TATA-Box bei nt85-90
und die GC-reiche Region dhnlich dem CAV. So kommen Miyata et al. 1999 zu dem
SchluB3, dal TTV das erste humane Circovirus sein konnte (Miyata et al. 1999). Wie oben

bereits erwéhnt, wurde TTV wenig spéter zur Gruppe der Circinoviridae gezéhlt.

1.2.1 Genetische Vielfalt der TTV-Familie

TTV ist ein Virus, das mit bislang 40 bekannten Genotypen erhebliche
Sequenzunterschiede aufweist. Diese Genotypen unterscheiden sich untereinander um
mehr als 30%. Obwohl TTV ein DNA-Virus ist, besitzt es eine fiir DNA-Viren ungewohnt
hohe Sequenzvariabilitit von bis zu 60,5% gesehen auf das gesamte Genom. Dies konnten
Hijikata et al. (Hijikata et al. 1999) zeigen. Sie isolierten einen neuen TTV-Genotyp,
SANBAN genannt. Dieser Genotyp ist nur zu 56,7% mit dem Prototyp-TTV-Isolat TA278
identisch. Dabei sind die Sequenzhomologien in den nicht translatierten Bereichen mit
73% hoher als in den translatierten mit 52,2%.

Der genaue Grund dieser Heterogenitit ist bislang noch unklar. Ein Grund konnte der stete
Versuch sein, vom Immunsystem des Wirtes unerkannt zu bleiben.

Die Sequenzunterschiede von iiber 30% der einzelnen TTV-Genotypen beziehen sich auf
den Bereich der kodierenden Region im Open Reading Frame 1 (ORF1). Anhand einer 222
Nukleotide langen Region (N22) werden einzelne Genotypen unterschieden (Okamoto et
al. 2000). Bislang sind iiber 40 Genotypen mit jeweils >30% Unterschied in ihrer
Nukleotidsequenz bekannt. Diese werden in fiinf phylogenetische Hauptgruppen unterteilt
(Kakkola et al. 2002) (Kakkola et al. 2004) siehe Abbildungen 1 und 2.

Die Genotypen G1 und G2 kamen in bisher allen untersuchten Landern vor (Okamoto et

al. 1999). Dabei gibt es landerspezifische Haufungen von Genotypen. G1, Gla, G1b sind



in Afrika weit verbreitet, G1b ist weltweit verbreitet bis auf Pakistan (Prescott et al. 1999),
G2 ist bei USA-Blutspendern hédufig anzutreffen (Okamoto et al. 1999) und G1, G2 und

G3 findet man sehr hiufig in Indonesien siehe Tabelle 1.
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Abbildung 1 TTV Stammbaum.
Anhand 57 TTV-Isolate basierend auf der N22-Region des ORF1 ist die Aufteilung der TT-Viren in fiinf
Hauptklassen dargestellt nach Peng et al. (Peng et al. 2002)
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Abbildung 2 TTV Stammbaum
mit 103 TTV-Isolaten nach Jelic et al. (Jelic et al. 2004).
Aufteilung nach Genus, Spezies und Typen im Vergleich zu Peng et al. der nach phylogenetischen
Hauptgruppen aufteilt (Peng et al. 2002) (siche oben). Die Entfernungen entsprechen ungefahr der
genetischen Distanz zwischen den einzelnen Genotypen.

Tabelle 1 Einteilung von TTV in fiinf Hauptgruppen
mit ihren jeweiligen Repréasentanten nach Peng et al. (Peng et al. 2002). Einordnung anhand der N22-Region
des ORF1

Gruppe 1 TTV-Prototyp TA278 Genotyp 1-6

Gruppe I Genotypen 7, 8, 22, 23, 17

Gruppe Il Genotypen 9-16, 18-20 (TUSO1, SANBAN TINOI, und acht SEN-Virus Genotypen
(SANBAN; japanisch ,,der dritte®)

Gruppe IV Nur ein Genotyp: 21, genannt YONBAN (japanisch ,,der vierte®)

Gruppe V. Laut (Peng et al. 2002) konnten vier neue sequenzierte TTV-Stdimme in die neu geschaffenen

Gruppe 5 eingeteilt werden

Bereits 1998 fanden Tanaka et al. (Tanaka et al. 1998) mittels RFLP (Methodik wird in
Teil 2 beschrieben) heraus, daB3 die TTV-Genotypgruppen G1 und G2 weltweit am

héufigsten vorhanden sind. Dies 148t darauf schliefen, da3 sich TTV bereits vor langer Zeit



weltweit ausbreitete, sich an den Menschen adaptierte und daher, eventuell apathogen, bei
vielen Menschen vorkommt.

Die hohe Variabilitit des TTV-Genoms mag entweder die Ursache darin haben, da3 TTV
schon seit Millionen von Jahren existiert oder eine &uflerst hohe Mutationsrate besitzt.
Wabhrscheinlich ist, dal beide Mdglichkeiten die hohe Heterogenitét dieses Virus bedingen
(Ball et al. 1999). Bislang vermutete man nur diese beiden Moglichkeiten als fiir die
Heterogenitidt von TTV verantwortlich. Jedoch konnten im Jahre 2000 Worobey et al.
anhand Analysen einer ganzen Reihe von TTV-Sequenzen zeigen, daf} fast die Hélfte der
TT-Viren durch Rekombination und nicht nur durch Mutation entstanden sind (TTV-
Varianten haben DNA-Teile anderer TT-Viren in ihr Genom aufgenommen) (Worobey et
al. 2000). Dabei kommen Rekombinationen nicht nur zwischen gleichen TTV-Genotypen
und nah verwandten vor, sondern ereignen sich durchaus auch zwischen weit entfernten
Genotypen. Dabei findet man Rekombinationen signifikant haufiger in der

nichtkodierenden Region des Genoms als in der kodierenden Region.

1.2.2 Eine neue Klasse der TT-Viren: TTV-like-mini-Viren TLMV

Bei Sequenzanalysen an 170 TTV-Serumproben entdeckten Khudyakov et al. einen neuen
TTV-Genotypen (Khudyakov et al. 2000). Aufgrund seines kiirzeren Genoms nannten sie
ihn TTV-like-mini-Virus (TLMV). TLMYV st kleiner als TTV (2915nt im Vergleich zu
3852nt bei TTV). Die Unterschiede kommen dadurch zustande, dal3 der ORF1, sowie die
untranslated region (UTR) bei TLMYV kiirzer sind als bei TTV (Thom et al. 2003).

Takahashi et al. zeigten, daB3 die konservierten Aminosduremotive in ORF1 und ORF2
jedoch bei allen TTV-Genotypen (auch SANBAN und YONBAN) und bei TLMV gleich
sind (Takahashi et al. 2000). Die Tatsache da} die Proteine des ORF2 bei TTV und TLMV
ein gemeinsames Motiv (WX7HX3CXCXS5H) aufweisen, spricht eindeutig fiir einen
gemeinsamen Stamm dieser beiden Viren. Die Ubertragungswege von TLMV éhneln dabei
denen von TTV. Wie iiber TTV so kann auch iiber TLMV noch keine Aussage beziiglich
einer moglichen Pathogenitit getroffen werden. Vermutet wird, dal TLMV &dhnlich

apathogen ist, wie derzeit anscheinend TTV.

1.3. Genomorganisation von TTV

Im Jahr 1998 gelang Okamoto et al., ausgehend vom N22-Klon, die Analyse des

kompletten TTV-Genoms. TTV ist hiillenlos und besitzt eine einzelstrédngige zirkuldre



DNA (ssDNA) mit einer Lénge von ca. 3.7kb. Die Gro3e der Viruspartikel betrigt 30-
32nm bei einer Dichte von 1.31-1.34 g/cm’ (Itoh et al. 2000).

Abbildung 3
Elektronenmikroskop-Aufnahme aggregierter TT-Viren
nach Zugabe goldmarkierter Antihuman IgG Antikorper aus dem Serum eines HIV-Patienten. Man erkennt,
da TTV im Serum als Komplex vorliegt. Die Viruspartikel haben dabei eine Grofle von 30-32nm. Okamoto
et al. (Itoh et al. 2000)

1999 untersuchten Erker et al. (Erker et al. 1999) 151 TTV Isolate. Abstammungsanalysen
ergaben bei allen Isolaten das Vorhandensein eines ORF1 mit einer Lénge von 770kb. Die
Sequenz dieses ORF1 war bei 95,6% aller Isolate identisch. Man vermutet, ORF1 konne
DNA-bindende Eigenschaften besitzen und damit zur Verpackung des Virus beitragen.
Auch fanden sich stark konservierte Regionen, die, so Erker et al. (Erker et al. 1999), fiir
essentielle Virusproteinform und —funktion kodieren konnten. Zusidtzlich zum ORF1
fanden sie einen ORF2, der fiir 202 Aminosduren kodiert. Auch konnte in elf Isolaten ein
ORF3, der abwirts (downstream) von ORF1 an Position nt 2904-3075 liegt, nachgewiesen
werden (Erker et al. 1999) (Asabe et al. 2001). Asabe et al. vermuten, dal3 der ORF3 fiir
zur Replikation bendtigte Proteine kodiert (Asabe et al. 2001). Dariiber hinaus fanden
Okamoto et al. in einem weiteren TTV-Isolat (TYM9) einen zusitzlichen, vierten ORF
(Okamoto et al. 2000) (Okamoto et al. 2001) (Mariscal et al. 2002). Zusétzlich
entschliisselten Kamada et al. einen fiinften ORF an Position nt2567 bis nt3074 (Kamada
et al. 2004). In Abbildung 4 ist die Genomstruktur des TT-Virus dargestellt.
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Abbildung 4
Schematische Darstellung des zirkuldren TTV Genoms
am Beispiel des Isolates VT416. Die fiinf offenen Leserahmen (ORF 1-5) werden jeweils durch schwarze
Pfeile symbolisiert. Die karierten Balken stellen Intronabschnitte dar, welche nach Splice-Vorgéngen nicht in
ein Protein {libersetzt werden. Die diinne Kreislinie stellt die nichtkodierende Region (UTR) dar, in deren
Mitte die GC-reiche Region liegt (grauer Balken). Auch eine sog. TATA-Box und ein
Polyadenylierungssignal finden sich hier.

Dariiber hinaus besitzt das TTV-Genom ein 113 Nukleotide langes Teilstiick, in dem die
Basen Cytosin und Guanin zu 90,6% vertreten sind. Dieses GC-reiche Teilstiick findet man
an Lokalisation nt3736 bis nt3852 (Miyata et al. 1999). Es bildet sogenannte

Schleifenstrukturen, steem-loop-structures, aus. Siehe Abbildung 5.
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Abbildung 5
GC-reiche Region
am Beispiel des Ur-TTV-Isolates TA278. Die hier gezeigte Sequenz beinhaltet die GC-reiche Region
zwischen nt3732-3853 die durch vertikale Punkte markiert ist (Okamoto et al. 1999).



Die kodierende Region des TTV-Genoms beinhaltet alle fiinf ORFs und liegt zwischen
nt338 und nt2981. Die nichtkodierende Region liegt zwischen nt2982 und nt3759 und
zwischen ntl und nt337.

Damit umfaBt die kodierende Region zwei Drittel und die nichtkodierende Region ein

Drittel des TTV-Genoms.

1.3.1 Kodierende Region

Die kodierende Region ist eine hochvariable Region. lThre Sequenzvariabilitdt ist
wesentlich hoher als in der nichtkodierenden Region. Bislang konnten drei verschieden
lange mRNAs als Transkripte des TTV-Genoms identifiziert werden (1.0kb, 1.2kb, 3.0kb)
(Kamahora et al. 2000). Bei allen drei mRNAs fand sich am 5’-Terminus eine Cap site
(C*ACTTC) und am 3’-Terminus ein Polyadenylierungssignal (A**?ATAAA). Alle drei
mRNAs haben ein Splicing zwischen nt 185 und nt277 gemeinsam.

Die 3.0kb groe mRNA kodiert dabei die Information aus ORF1. Das dabei kodierte
Protein umfaflt 770 Aminoséuren mit einer starken Haufung der Basen Arginin und Lysin
im N-terminalen Bereich. Dadurch ist eine starke Hydrophobizitdt bedingt, wie sie auch im
Coat-Protein (VP1) der Circoviren gefunden wird (Nishizawa et al. 1999). Dadurch ist
eine, das Virus stabilisierende und schiitzende Funktion dieses Proteins anzunehmen.
Indem das Kapsid-Protein in der hypervariablen Region kodiert ist, kann sich das Virus
leicht dem Immunsystem des Wirtes entziehen und etabliert sich auf diese Weise als
persistierende Infektion. Weiterhin kodiert der ORF1 fiir ein sogenanntes Rep-Protein, das
im Replikationszyklus des Virus eine Rolle spielt. In diesem Protein sind die Motive FTL
und YXXK vorhanden, wie sie auch im Rep-Protein bei Circoviren gefunden werden.
Diese Motive finden sich in fast allen TTV-Genotypen.

Die 1.2kb lange mRNA besitzt zusétzlich zum bereits erwdhnten Splicing bei nt185 und
nt277 ein zweites zwischen nt711 und nt2374. Die Verkniipfung dieser Nukleotide
bewirkt, dafl ORF2 mit ORF3 verbunden wird. Das von ORF2 kodierte Protein besitzt
dabei eine Linge von 120 Aminosduren. Das Protein, fiir das ORF3 kodiert, hat eine Lange
von 286 Aminosduren und das von ORF4 kodierte Protein ist 289 Aminoséduren lang.

Wie die 1.2kb mRNA besitzt auch die 1.0kb mRNA zwei Splice-Stellen. Das zweite
Splicing spielt sich hier zwischen nt711 und nt2567 ab. Dadurch wird ORF2 mit ORF4

verbunden [1].
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Abbildung 6
Schematische Darstellung der drei TTV-mRNAs
von TTV Genotyp 1 (Kamahora et al. 2000). Die Beziehung zu den drei moglichen Leserahmen wird
deutlich. Angegeben sind die Positionen von Start- und Stopkodons im 3853nt langen Genom, sowie die
Liange der Introns in Klammern.

1.3.2 Nichtkodierende Region

Die nichtkodierende Region ist eine hoch konservierte Region. Man spricht auch von der
Untranslated Region (UTR), da ihr Genom nicht zu mRNA abgelesen wird. Sie entsprich
mit einer Lidnge von 1132 Nukleotiden ungefdhr 1/3 des TTV-Genoms. Molekularen
Analysen nach ist sie flir die Kontrolle der Transkription verantwortlich (Ball et al. 1999).
Besonders die GC-reiche Region und die Promoterregion in der Ndhe der TATA-Box
zeigen unter den verschiedenen TTV-Genotypen grof3e Homologien.

In der Mitte der nichtkodierenden Region (113nt zwischen nt3736-nt3852) liegt eine an
den Basen Guanin und Cytosin reiche Region. Der GC-Gehalt liegt bei einer Lange von
113nt bei annéhernd 94%. Die GC-reiche Region formt dabei eine Struktur mit Stamm und
Schleife, steem-loop genannt. Thre Funktion im TTV-Genom ist noch unklar, jedoch wird
sie in Zusammenhang mit der Virusreplikation gebracht.

Dartiber hinaus ist eine TATA-Promoterregion (TATA-Box) vorhanden. Auch konnte
zwischen der TATA-Box und dem ersten Startkodon eine Cap-site identifiziert werden
(C®TATAA).

Weiterhin ist ein Polyadenylierungssignal (A*’ATAAA) fiir die posttranslationale

Prozessierung der mRNA im nichtkodierenden Bereich vorhanden.

1.4 Replikation

Viren mit Einzelstrang-DNA erzeugen im Zuge ihrer Replikation in infizierten Zellen eine
Doppelstrang-DNA. Diese wird fiir korrekte Transkription und Replikation der Virus-DNA
bendtigt. Genau diese zirkuldre Doppelstrang-DNA fiir TTV hat man in Hepatozyten und
Knochenmarkszellen gefunden (Okamoto et al. 2000). Zusitzlich haben Okamoto et al. in
Knochenmarkszellen eines TTV Infizierten TTV-mRNA nachweisen koénnen, was den

Beweis der Replikation in diesen Zellen stiitzt (Okamoto et al. 2000). Zwar hat man fertige
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TTV-Einzelstrang-DNA im Serum gefunden, jedoch keine Doppelstrang-DNA oder TTV-
mRNA. Nur Doppelstrang-DNA spricht fiir das Vorhandensein replikativer Formen von
TTV. Somit repliziert sich das Virus nicht im Blutkreislauf, sondern in den
verschiedensten Geweben/Organen, bevorzugt vermutlich in sich schnell teilenden Zellen.
Okamoto et al. untersuchten, inwieweit sich TTV in Knochenmarkszellen und in im Blut
zirkulierenden Monozyten (PBMC) repliziert (Okamoto et al. 2000). Replikative Formen
von TTV wurden in Knochemarkszellen und Leberzellen, nicht aber in PBMCs gefunden
(Okamoto et al. 2000) (Okamoto et al. 2001) (Yu et al. 2002). Im Blut liegt TTV
einzelstrangig vor. In Knochenmarkszellen hingegen doppelstringig. Somit kann TTV
hidmatopoetische Zellen infizieren und sich in ihnen replizieren, nicht jedoch in PBMCs.
Dabei war die Menge von TTV-DNA in PBMCs grofler als im Plasma (Okamoto et al.
2000). Es scheint so, als wiirden bestimmte TTV-Genotypen in PBMCs bestehen bleiben,
nachdem sie schon ldngst aus dem Serum verschwunden sind. So ist es dem TT-Virus
moglich, nach der AusschleufBung aus replizierenden Zellen sich in PBMCs zu verstecken,
sie als Reservoir zu nutzen und somit vor zirkulierenden Antikorpern sicher zu sein. Dies
bestétigten Untersuchungen an Personen, die Antikorper gegen einen bestimmten TTV-
Genotyp tragen, diesen Virustyp nicht mehr im Serum aber durchaus noch in PBMCs und
in verschiedenen Geweben hatten (Okamoto et al. 2000).

Takahashi et al untersuchten PMBCs genauer. Erythrozyten, Granulozyten (CD15), B-
Zellen (CD19), T-Zellen (CD3), Monozyten (CD14) und natiirlichen Killerzellen
(CD3/CD56) wurden auf TTV iiberpriift. Erythrozyten waren bei allen Probanden negativ.
Die hochste TT-Viruslast wurde in Granulozyten gefunden. Danach kamen mit Abstand
Monozyten, NK-Zellen, B- und T-Zellen (Takahashi et al. 2002). Abbildung 7 zeigt TTV-
DNA in PBMCs.

Abbildung 7
Durch in situ Fluoreszenz Hybridisierung
sichtbar gemachte TTV-DNA in im Blut zirkulierenden Monozyten (Mariscal et al. 2002).
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Eine TTV-Infektion ist sehr dynamisch. Uber 3,8 x 10'® Viren werden tiglich ins Blut
abgegeben (bei chronisch TTV-infizierten Erwachsenen) (Maggi et al. 2003). Daraus 1463t
sich schlieBen, da3 die Anzahl der Zellen, die die Virusreplikation unterstiitzen hoch sein
muB. Die Tatsache, daB3 replikative Formen von TTV in vielen verschiedenen Geweben
gefunden wurden, unterstiitzt diese These. Dabei ist TTV auch nach seiner Elimination aus
dem Blut im Korper eines Infizierten prdsent. Die verschiedenen Organe stellen ein
Reservoir fiir TTV dar. Tabelle 2 listet verschiedene Organe und Korperfliissigkeiten auf,

in denen TTV-DNA bereits nachgewiesen werden konnte.

Tabelle 2
TTV-Nachweis im gesamten Organismus (Okamoto et al. 2001)

TTV-Nachweise in verschiedenen Organen/Korperflussigkeiten:

Knochenmark Milz Lunge Leber
Pankreas Lymphknoten Schilddriise Niere
Skelettmuskulatur

Der Hauptanteil lag in Knochenmark, Leber und Milz.

Zusatzlich in folgenden Korperflissigkeiten:
Serum Plasma Galle Stuhl
Speichel Rachenabstrich ~ Muttermilch ~ Sperma

1.5 Epidemiologie

1.5.1 Pravalenzdaten

In Tabelle 3 sind ecinige Privalenzdaten beziiglich einer TTV-Infektion aufgefiihrt. Man
sieht, dal TTV unter der Normalbevdlkerung weltweit vorhanden ist und sogar bereits
Kinder hohe Infektionsraten aufweisen. Die Tatsache, daB man TTV sogar in Abwassern
fand, 146t die Vermutung zu, dies konne ein bedeutender Weg in der Aufrechterhaltung
einer TTV-Infektion beim Menschen, bzw. einer ubiquitdren Verbreitung des Virus sein.
Sogar bei Eingeborenenstimmen auf Papua Neu Guinea und in Ecuador konnte das TT-
Virus nachgewiesen werden. Da diese Stimme keinen Kontakt zu anderen Menschen
hatten, deutet der Nachweis auf eine lange Evolutionsgeschichte des Virus hin. Somit
miissen zusdtzlich zu dem bereits bekanntem Weg der parenteralen Infektion weitere

Infektionswege des Virus diskutiert werden.

Tabelle 3
Ubiquitdre TTV-Verbreitung
Zu beachten sind gesunde Kinder in Taiwan und Brasilien, die Prévalenzraten von 90-94% aufwiesen.

Gruppe Land % TTV-positiv | Gruppe Land % TTV-positiv
Normalbevédlkerung Portugal 74% Normalbevédlkerung Japan 94%
Normalbevolkerung Gambia 83% Gesunde Kinder Brasilien 94%
Normalbevolkerung Finnland 86% Normalbevolkerung Indonesien 95%

Gesunde Kinder Taiwan 90% Abwasserproben Indien 13%
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1.5.2 TTV-Mischinfektionen

Eine mit einem TT-Virus infizierte Person kann sich im Laufe der Zeit mit weiteren Viren
auch anderer TTV-Genotypen infizieren. Dabei schiitzt eine erstmalige Infektion mit TTV
keineswegs vor weiteren Infektionen mit dem Virus (Forns et al. 1999). Okamoto et al.
zeigten, daBl 30% gesunder japanischer TTV-Infizierter eine TTV-Mischinfektion
aufweisen (Okamoto et al. 1999).

Hierbei ist jedoch nicht sicher, ob die Trager seit Beginn der TTV-Infektion mischinfiziert
waren oder ob sie sich die Mischinfektion im Laufe der Zeit erwarben (Okamoto et al.
1999).

Puig-Basagoiti et al. zeigten eine Altersabhéngigkeit in Bezug auf TTV-Mischinfektionen.
Je jiinger die Person, desto weniger verschiedene TTV-Genotypen lieen sich finden
(Puig-Basagoiti et al. 2000). Im Umkehrschlul zeigten Saback et al., je élter eine Person
ist, desto eher ist sie TTV-positiv und desto eher ist sie TTV-mischinfiziert (Saback et al.
2002). Dabei ist bei jungen Personen die Priavalenzrate noch gering und steigt bis zu einem
Alter von etwa 16 Jahren an um dann eine Art Sittigungslevel zu erreichen (Saback et al.
1999). Im Rahmen dieser Arbeit wurde genau dieselbe Beobachtung beziiglich einer
Ansteigenden TTV-Priavalenz im Laufe des Alters gemacht. Das Virus wird somit nach
einer Infektion nicht aus dem Wirt zerstort, sondern bleibt persistent. Die verschiedenen
TT-Viren konnen im Laufe der Zeit rekombinieren und mutieren. In Tabelle 4 sind einige
Daten beziiglich der TTV-Mischinfektionsrate aufgefiihrt. Man sieht, da3 in einem Land
wie Brasilien, in dem das Risiko fiir fakal-oral {ibertragbare Krankheiten besonders hoch
ist, auch die TTV-Mischinfektionsrate mit 92% auf hohem Niveau liegt.

Die Studien von Okamoto et al. legen die Vermutung nahe, daB3 die Rate der TTV-
Mischinfektionen wesentlich hoher liegen wiirde, wenn man TTV nicht nur im Serum,
sondern auch in PBMCs suchen wiirde (Okamoto et al. 2000). So kénnen TTV-Genotypen
aus dem Serum durchaus verschwunden sein und somit nur teilweise eine Einfachinfektion
nachgewiesen werden, obwohl mehrere TTV-Genotypen noch im Gewebe und in PBMCs
vorkommen. Dabei miissen die Genotypen im Blut nicht mit den Genotypen in
verschiedenen Organen iibereinstimmen.

Verringert sich die Viruslast im Blut (z.B. nach einer Interferontherapie), so werden
vermehrt TT-Viren gebildet und ins Blut abgegeben. Diese miissen nicht unbedingt alle
demselben Genotypgenus angehdren (Maggi et al. 2001).

In Tabelle 4 ist zu sehen, daB die Mischinfektionsraten zwischen den verschiedenen

Liandern stark schwanken konnen.
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Tabelle 4

TTV-Mischinfektionsraten

weisen z.T. erhebliche Pravalenzunterschiede auf (Saback et al. 2002)
Einige Zahlen zur TTV-Mischinfektionsrate:

Gruppe/Land TTV-Mischinfektionsrate
Normalbevdlkerung Brasilien 92%
Normalbevodlkerung China 67%
Normalbevolkerung Australien 28%
Normalbevolkerung Vietnam 20%

Dabei beschrianken sich TTV-Mischinfektionen keineswegs auf Menschen mit bestimmten
Krankheiten sondern konnen in allen Altersgruppen und Bevolkerungsschichten

vorkommen.

1.5.3 Transmissionswege

Die Ubertragungswege des TT-Virus sind vielfiltig. Bereits 1998 beschrieben Takahashi et
al. verschiedene Transmissionswege iiber Bluttransfusionen, Dialysen und Besteck i.v.
Drogenabhéngiger (Takahashi et al. 1998). Dariiber hinaus beschrieben Okamoto et al.
1999 den fikal-oralen Weg als weitere Ubertragungsmdglichkeit. Bemerkenswert war, dal3
die Viruskonzentration im Stuhl in etwa der Konzentration im Serum entsprach (Okamoto
et al. 1999). Dabei gelangt TTV iiber den Weg Leber—-> Galle> Darm in den Féazes.

Saback et al. untersuchten das Nabelschnurblut von 37 schwangeren Frauen (Saback et al.
1999). 35% waren TTV-positiv. Dies spricht fiir die Moglichkeit einer transplazentaren
Ubertragung von TTV. Springfield et al. (Springfield et al. 2000) und Matsubara et al.
(Tanaka et al. 2001) konnten in der Muttermilch TTV-positiver Miitter einen
Virusnachweis erbringen. Alle Kinder dieser Miitter waren TTV-positiv. Der Nachweis
von TTV gelang im Speichel und in Samenfliissigkeit (Puig-Basagoiti et al. 2000)
(Okamoto et al. 2000) (Inami et al. 2000). Somit ist die sexuelle Ubertragung ein weiterer
moglicher Weg der TTV-Transmission.

DaB die transplazentare Ubertragung des TT-Virus eine eher untergeordnete Rolle spielt,
konnten Lin et al. bei 160 Mutter-Kind-Paaren zeigen. Nur in zwei Féllen fand sich eine
TTV-Genotypiibereinstimmung zwischen Mutter und Kind (Lin et al. 2002). Daher
erscheinen andere Infektionswege wie etwa T{ber von der Mutter, mittels
Tropfcheninfektion, Sexualkontakte oder iiber Trinkwasser wesentlich wichtiger und
bedeutender. Szenborn et al. konnten diese Ergebnisse bestitigen (Szenborn et al. 2003).
Untersuchungen von Maggi et al. an TTV-positiven Kindern mit einem Durchschnittsalter
von 9,5 Monaten bestitigten die These einer Virusiibertragung mittels Tropfcheninfektion.
Bei diesen Kindern wurde TTV in Nasen- und Rachenabstrichen gefunden. Somit ist die

Verteilung von TTV fiber den Respirationstrakt und damit tiber Tropfcheninfektion sehr
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wahrscheinlich und tridgt einen weitaus groBeren als bislang angenommenen Teil zur
Verbreitung von TTV bei. Dabei konnte Doppelstrang-DNA und mRNA von TTV im
Respirationstrakt nachgewiesen werden, was darauf schlie3en 146t, da3 sich TTV zum Teil
lokal im Respirationstrakt vermehrt und sich von dort aus weiter verbreiten kann.
Anzumerken ist noch, daB3 es Kinder gab, bei denen TTV im Respirationstrakt, nicht aber
im Blut nachgewiesen werden konnte. Somit ist der Respirationstrakt Eintrittspforte wie
auch Lebensraum fiir TTV. (Maggi et al. 2003). Die hohe Durchseuchung der Bevolkerung
spricht dafiir, daB TTV iiber viele verschiedene Wege iibertragen werden kann. TTV wird
nicht nur von Mensch zu Mensch iibertragen, sondern ist durch sein ubiquitéres
Vorkommen durch vielerlei Arten erwerbbar. So weisen Studien von Vaidva et al. TTV im
Abwasser nach (Vaidya et al. 2002). Uber dieses gelangt das Virus in die natiirliche
Nahrungskette, an deren Ende der Mensch steht. Dies alles bestétigt immer mehr den
Verdacht, TTV sei ein phylogenetisch sehr altes Virus und kénnte daher durchaus zur

menschlichen Normalflora gehoren.

1.6 Pathogenitat

Die Gruppe der TT-Viren, die iiblicherweise ohne jegliche klinische Symptome im
Menschen vorkommen, besitzt eine lange Evolutionsgeschichte und hat sich dabei dem
menschlichen Immunsystem erstaunlich gut angepalit. Die bislang nicht nachgewiesene
Pathogenitit des TT-Virus stiitzt die vorangegangene Aussage einer Beteiligung von TTV
an der Normalflora des Menschen. Asymptomatische TTV-Triager sind weltweit in der
gesunden Bevolkerung sehr hiufig (siehe Kapitel 1.5.1 Pravalenzdaten).

Dabei ist die Frage nach der Pathogenitit des TT-Virus seit seiner Entdeckung offen. Da
man das Virus zuerst bei einem Patienten mit Hepatitis isolierte, lag die Vermutung nahe,
es konne Hepatitiden verursachen. Unter anderem beobachteten Takahashi et al. 1998
(Takahashi et al. 1998) ein gehauftes Auftreten von TTV bei Patienten mit Hepatitiden im
Vergleich zu gesunden Blutspendern. Dennoch reichten die Beobachtungen nicht aus, um
einen klaren Beweis hinsichtlich der Pathogenitit des Virus zu erbringen.

Seit 1998 wurden mehrere Studien unternommen, von denen keine eine Hepatotoxizitit
des TT-Virus nachweisen konnte. Allein die sehr hohe Durchseuchung der
Normalbevdlkerung mit TTV spricht gegen eine Pathogenitét im allgemeinen und eine
Hepatotoxizitidt im Speziellen. Hepatotoxische Eigenschaften des TT-Virus konnten unter
anderem von Forns et al., Okamoto et al., Tanaka et al. und Yury et al. nicht belegt werden

[14,9, 5, 20].
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Szenborn et al. untersuchten TTV-positive Kinder, die an chronischer HBV und HCV
Infektion litten, auf erhohte Transaminasewerte. Weder bei HBV noch bei HCV liel sich
ein Zusammenhang erhohter Werte mit einer TTV-Infektion nachweisen. Hepatitiden
kamen bei TTV-positiven Personen nicht hdufiger als bei TTV-negativen vor (Szenborn et
al. 2003). Durch diese Studien und nicht zuletzt durch das Vorhandensein vieler gesunder,
asymptomatischer TTV-Triager werden Leberzellschidigungen durch TTV immer
unwahrscheinlicher.

Wie Okamoto et al. zeigen konnten, repliziert sich TTV in Knochenmarkszellen. Dies
kénnte TTV in Verbindung mit hdmatologischen Krankheiten wie Thrombozytopenie und
aplastischer Andmie bei Patienten mit akuter oder chronischer Hepatitis unbekannter
Genese bringen (Okamoto et al. 2000). Beweise hierzu fehlen bislang jedoch.

Auf der Suche nach einer weiteren, nicht auf Hepatitiden fixierten moglichen Pathogenitét
des TT-Virus untersuchten Maggi et al. die Magenmukosa von Patienten mit chronischer
Gastritis. Dabei fanden sie heraus, dal die TTV-Konzentration im Serum eng mit dem
Vorhandensein von Helicobacter pylori korreliert. Auch korrelierte die Schwere einer
Gastritis positiv mit dem TTV-Titer in der Magenmukosa (Maggi et al. 2003). Anhand
dieser Ergebnisse konnte TTV bei Pathogenese und Verlauf einer Gastritis eine (Trigger-)
Rolle spielen.

Um vor dem Immunsystem des Wirtes unentdeckt zu bleiben, nutzt das Virus unter
anderem den Mechanismus der Mutation. In der sogenannten hypervariablen Region im
ORF1 finden hédufig Mutationsereignisse mit anschlieBendem Aminosdurenaustausch statt.
Somit ist das Virus vor im Blut zirkuliernden Antikdrpern geschiitzt und bleibt als
persistierende Infektion im Kreislauf des Wirtes.

All diese Ergebnisse sprechen dafiir, dal TTV eine Kommensale des Menschen sein
konnte. Es ist wahrscheinlich apathogen, ubiquitir vorhanden und seine

Transmissionswege sind vielfaltig.
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2. Zielsetzung

Diese Studie untersucht die Prdvalenz des TT-Virus unter deutschen herzoperierten
Kindern und versucht eine mdgliche hepatogene Pathogenitit des TT-Virus zu eruieren.
Aufgrund seiner weltweiten Verbreitung und enormen Genvariation erscheint es lohnend,
nach moglichen Krankheitsassoziationen des Virus zu fahnden. Dabei sollte der Fokus
nicht allein auf Verbindungen mit Hepatitiden gerichtet sein. Vielmehr sollte man die
Suche nach Pathogenititen sehr allgemein halten. Im Rahmen dieser Arbeit wurde nach
einem moglichen Zusammenhang des TT-Virus mit Hepatitiden gesucht.

Nicht nur die Pathogenitit, sondern auch die Transmissionswege sind von besonderem
Interesse. In Teil 1.5.3 wurde von vielfdltigen TTV-Transmissionswegen berichtet. Diese
Arbeit untersucht zusétzlich, inwieweit eine TTV-Infektion mit Anzahl und Art erhaltener
Blutkonserven und mit der Anzahl an Operationen zusammenhéngt.

Daneben wurden 414 Patienten mittels RFLP-Analyse auf TTV-Mischinfektionen
untersucht um Zusammenhidnge zwischen einer TTV-Infektion wund Virus-
Transmissionswegen zu finden.

Ziel war es, das in diesem Patientengut vorhandene TT-Virus besser zu charakterisieren
und die Suche nach moglichen Transmissionswegen und einer eventuellen Pathogenitit

fortzufuhren.
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3. Material und Methoden

3.1. Materialien

Die im Folgenden beschriebenen Materialen, Gerdte und Methoden wurden im Rahmen

dieser Arbeit verwendet.

3.1.1. Chemikalien

Agarose

Aqua dest. Ampuva
Aqua ad injectabila
Bacto Agar

Borsaure
Bromphenolblau
Dimethylsulfoxid DMSO
Ethylendiamin EDTA
Ethidiumbromid
Isopropanol

MgCl,

Tris

3.1.2. Oligonukleotide

Sigma (St.Louis, USA)
Fresenius (Bad Homburg)
Braun (Melsungen)

Difco (Heidelberg)
Biomol GmbH (Hamburg)
Merck (Darmstadt)
Biomol GmbH (Hamburg)
Biomol GmbH (Hamburg)
BioRad (Miinchen)
Merck (Darmstadt)

Roche Diagnostics (Mannheim)

Biomol GmbH (Hamburg)

Im folgenden sind die Primer zur Amplifikation der TTV Genomsequenzen aufgefiihrt.

Verwendet wurden die von Okamoto et al. vorgeschlagenen Primer die in der UTR-Region

ansetzen (Okamoto et al. 1999).

Primer Polaritat
NG 133 sense

NG 134 sense

NG 135 antisense
NG 136 antisense

Bezugsquellen fiir Primer:

Nukleotid-Position ~ Nukleotid-Sequenz

91-115 5-GTAAGTGCACTTCCGAATGGCTGAG-3’
114-136 5-AGTTTTCCACGCCCGTCCGCAGC-3’
3445-3477 5’-GCGGCTGTGACGTCACTGGAACGG-3’
3444-3467 5-ACGTCACTGGAACGGCCATTTTGG-3"

Invitrogen, Lifetechnologies (Karlsruhe)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Primer aus der UTR-Region wurden deshalb verwendet, da Primer die aus der

nichtkodierenden Region stammen, bzw. an sie binden, eine Vielzahl verschiedener TTV-
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Genotypen erkennen konnen. Dies ist moglich, da sie in einer hochkonservierten Region
des TTV-Genoms binden (UTR-Region). In den kodierenden Regionen wie z.B. der N22-
Region im ORF1 ist das Genom hoch variabel. Die UTR-PCR entdeckt TTV aller
bekannten Genotypen, die N22-PCR hingegen nur die Genotypen eins und vier. Somit ist
die UTR-PCR der N22-PCR vorzuziehen (Okamoto et al. 2000) (Biagini et al. 2001).

3.1.3. Enzyme
TaKaRa Ex Tag-Polymerase Bio Whittaker Europe (Verviers — Belgien)
Restriktionsendonukleasen:
Dra I (TTTAAA) Invitrogen, Lifetechnologies (Karlsruhe)
Kpn I (GGTACC) Invitrogen, Lifetechnologies (Karlsruhe)
3.1.4. Kits
GFX PCR DNA/Gel Band Purification Kit Amersham (Freiburg)
High Pure Viral Nucleic Acid Kit Roche Diagnostics (Mannheim)
TOPO XL PCR Cloning Kit Invitrogen, Lifetechnologies (Karlsruhe)

3.1.5. Puffer und Nahrmedien

Zusammensetzung:

TBE-Puffer (1x) Tris 89 mM, Borsdure 89 mM, EDTA 2 mM

TAE-Puffer (1x) Tris 40 mM, Eisessigsdure 40 mM, 1 mM EDTA

Auftragepuffer Saccharose (50mg%), %mM EDTA,
Bromphenolblau (0,5 mg%)

3.1.6. Sonstiges Material

AmpliWax PCR Gem 50 Applied Biosystems (Weiterstadt)
DNA-Liangenstandard I11 Roche Diagnostics (Mannheim)
DNA-Léngenstandard VIII Roche Diagnostics (Mannheim)
DNA-Liangenstandard XVI Roche Diagnostics (Mannheim)
PCR Tubes Biozym Diagnostik (Oldendorf)
Safe Lock Reaktionsgefille Eppendorf (Hamburg)

Safeseal Tips 10, 100, 200, 1000 ul Biozym Diagnostic (Oldendorf)
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3.1.7. Gerate

Agarose-Elektrophoresekammern Werkstatt MvPI
Spannungsapplikator Werkstatt MvPI

Blockthermostat BT 100 Kleinfeld Labortechnik (Gehrden)
Blockthermostat-Einsétze Werkstatt MvPI

Mikrowaage Precisa 600C Oerlikon AG (Ziirich)
Thermocycler Gene Amp PCR Perkin Elmer (Uberlingen)
Tischzentrifuge 5415C Eppendorf (Hamburg)
Tischzentrifuge 2043 Hettich (Tuttlingen9

Vortexgerét Bender & Hoben AG (Ziirich)

3.1.8. Software und Sequenz-Datenbanken

DNAMAN for Windows Lynnon Biosoft (Quebec, Canada)
SPSS fiir statistische Auswertung

3.1.9. Probenmaterial

Untersucht wurden 414 Blutproben von Kindern (194 weiblich, 220 méannlich), die vor
dem Jahre 1991 am Deutschen Herzzentrum Miinchen am Herzen operiert wurden. Die
Blutproben wurden bei einem Durchschnittsalter von 17.5 Jahren (6.5 bis 31.4 Jahre)
entnommen. Die Kinder bekamen unterschiedliche hohe Anzahlen an Bluttransfusionen

und waren zum Teil GBV-C, HBV und HCV positiv.
3.2. Methoden

3.2.1. Nukleinsaureisolierung

Um mit der viralen Erbinformation arbeiten zu konnen, war es wichtig, diese aus der
Blutprobe zu isolieren. Diese sogenannte Nukleinsdureisolierung wurde mit dem ,,High
Pure Viral Nucleic Acid Kit* der Firma Roche Diagnostics (Mannheim) durchgefiihrt.
Dieser Test funktioniert mittels Silikagel-Adsorption. Er beruht auf der Bindung der
Nukleinsdure an einer Silikagel-Oberfldche in Gegenwart hoher Salzkonzentrationen von
Natriumiodid, Perchlorat oder Guanidinium.

Zuerst wurden die Virusproteine durch Proteinkinase K enzymatisch lysiert. Das Lysat
wird in ein Filtertube pipettiert und die Fliissigkeit durch das Glasgeflecht im Filterinneren
zentrifugiert. Die Nukleinsduren werden dabei an die Silica-Oberfliche gebunden.

Begleitstoffe des Lysats hingegen konnen sich nicht anlagern und werden durch
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wiederholte Waschschritte entfernt. AbschlieBend wird die DNA in einem Waschschritt
mit destilliertem Wasser eluiert. Die so von der Silika-Oberfldche geloste DNA kann nun

fiir eine Polymerase-Kettenreaktion verwendet werden.
3.2.2. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

3.2.2.1. Grundprinzip der PCR

Die PCR dient dazu, millionenfache Kopien bestimmter Nukleotidsequenzen herzustellen.
Das Vervielfiltigen der DNA wihrend einer PCR dhnelt dem Reaktionsablauf der
natiirlichen Replikation. Hierbei synthetisiert eine DNA-Polymerase einen neuen DNA-
Strang anhand einer Nukleinsdurematrize. Diese Matrize wird Template-DNA genannt.
Der Unterschied zur natiirlichen Replikation ist, dall bei der PCR synthetisch hergestellte
Oligonukleotide, sogenannte Primer, als Startermolekiile verwendet werden. Dabei binden
die Primer an die Template-DNA. Vom 5’-Ende her synthetisiert dann eine hitzestabile
DNA-Polymerase den neuen DNA-Strang. Um eine bestimmte DNA-Sequenz zu
vervielfiltigen setzt man zwei zueinander gegenldufige Primer ein. Somit wird genau die
Sequenz zwischen den beiden Primern synthetisiert. Dieser Vorgang wird zyklisch

wiederholt, was eine exponentielle Vermehrung der Matrize ergibt.

3.2.2.2. Durchfihrung der PCR

Ein PCR-Zyklus beginnt mit der thermischen Denaturierung der doppelstringigen
Template-DNA. Dabei wird bei ca. 94°C die zu amplifizierende DNA aufgeschmolzen. An
die nun vorliegenden Einzelstringe binden die Primer-Oligonukleotide komplementdr bei
ca. 45-60°C. Dann beginnt die Amplifikation des gewiinschten Genabschnittes durch die
Tag-Polymerase bei ca. 72°C. Bei der hier durchgefiihrten geschachtelten (nested) PCR
wird nach Zugabe neuer Primer, die an die neusynthetisierte Sequenz binden, eine 2.PCR
durchgefiihrt. Dies erhoht die Empfindlichkeit des Nachweises der gesuchten
Nukleinséure.

Der gesamte Zyklus der PCR findet in einem Thermocycler statt. Ein solcher
Thermocycler besteht aus einem Reaktionsraum, in dem die PCR-Proben schnell erhitzt
und ebenso schnell wieder abgekiihlt werden. Am Ende der individuell programmierbaren
Zyklusanzahl kiihlt er die Proben auf ca. 4°C.

In dieser Arbeit wurde eine von Okamoto beschriebene nested long distance PCR

verwendet (Okamoto et al., 1999).
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Thermocyclerprogramm bei Verwendung der Tag-Polymerase
1. PCR (35 Cyclen)

Initiale Denaturierung 94°C — 8min
wiederholte Denaturierung 94°C — 0.5min
Primer Hybridisierung 51°C - 0.5min
Polymerisation 72°C — 3.5min
abschlieBende Polymerisation 72°C — 10min
Kiihlung bis zur Verwendung 4°C

2.PCR (30 Cyclen)

Initiale Denaturierung 94°C — 8min
wiederholte Denaturierung 94°C — 0.5min
Primer Hybridisierung 51°C - 0.5min
Polymerisation 72°C — 4min
abschlieBende Polymerisation 72°C — 25min
Kiihlung bis zur Verwendung 4°C

Die initiale Denaturierung ist notwendig, um sicherzugehen, da3 zu Beginn des Zyklus alle
Template-DNA-Stringe einzelstrangig vorliegen. Nach dem letzten Cyclus wird ein
langerer Polymerisationsschritt angehidngt um sicherzugehen, dafl alle DNA-Stringe

vollstindig vorliegen.
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1. Schritt: Denaturierung

Jelbt Template zu amplifizierende Sequenz
per Ju amplifiierende  DNA e I — )
Doppelstrang (dargestellt durch zwei , ,
Balken) wird durch Erhitzen auf 94°C in y—— T s
die  komplementdren  Einzelstrdnge
aufgetrennt.

2. Schritt: Bindung des Primers
an Strang und Gegenstrang des
DNS-Templates

Im nachfolgenden Schritt konnen
die Oligonukleotidprimer bei
Temperaturen zwischen

45-60°C spezifisch an die DNA
binden.

3. Schritt: Elongation

Die thermostabile DNA-Polymerase
synthetisiert nach  Primerbindung,
ausgehend vom 3’-Ende des Primers
einen zur Matrize komplementéren
DNA- Strang. Diese Reaktion lauft bei Primer
72°C unter optimalen Bedingungen ab.

Primer

4. Schritt: Zweiter PCR Zyklus
Nach erneuter Denaturierung und
Erreichen der Primerannealing-
temperatur erfolgt die
Komplementierung der
Einzelstrange durch die Polymerase.
Durch  weitere  Abfolge  des
Temperaturschemas  durch  den
Thermocycler wird die DNA-Menge
in jedem Zyklus verdoppelt. Nach
ca. 30 Zyklen liegt meist geniigend
DNA zur weiteren Analyse vor.

Abbildung 8
Schema der Polymerase-Kettenreaktion
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Haufig war die Menge an gewonnener DNA nach dem ersten PCR-Zyklus noch nicht
ausreichend, um damit eine aussagekriftige Gelelektrophorese zu erhalten. Deshalb wurde
nach der ersten PCR mit den Primern NG133 und NG135 eine zweite PCR durchgefiihrt.
Die dabei verwendeten Primer NG 134 und NG 136 binden dabei innerhalb der Primer der
ersten PCR, also auf dem neusynthetisierten DNA-Fragment. Daher wird diese Art der
PCR auch geschachtelte oder nested-PCR genannt. Hierdurch wird die Menge an
amplifizierter nochmals DNA erhoht. Auch erhoht sich durch die nested-PCR die
Spezifitit der gesamt-PCR. Dadurch, da3 die Primer der zweiten PCR nur innerhalb des
DNA-Fragmentes der ersten PCR binden, konnen falsch positive Ergebnisse auf ein

Minimum reduziert werden.

3.2.2.3. Besonderheiten der Long-Distance-PCR

In dieser Arbeit wurde eine von Okamoto beschriebene long distance PCR verwendet
(Okamoto et al., 1999a). Diese hat den Vorteil, dal damit der gesamte kodierende Bereich
des TTV-Genoms amplifiziert werden kann. Die Primer liegen in hochkonservierten
Regionen im nichtkodierenden Bereich. Somit kann die Mehrzahl aller bisher bekannten
TTV-Untertypen miterfallit werden.

Nach der ersten Long distance PCR entsteht ein Produkt mit einer Linge von 3387
Nukleotiden, in der zweiten ein Produkt mit einer Lédnge von 3354 Nukleotiden. (Lénge
bezogen auf TTV-Genotyp 1, Isolat TA 278). Diese Linge des PCR-Produktes liegt weit
iiber den Produktldngen von in der virologischen Diagnostik eingesetzten PCRs. Durch
diese grofe Lange wird die long distance PCR anfilliger fiir Storeinfliisse. Diese lassen
sich durch spezielle MaBBnahmen weitestgehend unterdriicken. Zu diesen Maflnahmen zihlt
zum einen die Verwendung der ,hot start® PCR und zum Anderen die Zugabe von
Dimethylsulfoxid (DMSO). Beides soll eine unspezifische Amplifikation verhindern und
damit die diagnostische Sicherheit sowie die Effektivitit steigern. In der Literatur finden
sich diverse Arbeiten, die eine verbesserte Effektivitdt und Spezifitdit der PCR durch
Zugabe von DMSO beschreiben (Kovarova et al., 2000). Die optimale Konzentration wird
mit 1,0 M angegeben.

3.2.2.4. Besonderheiten der Hot-Start-PCR

Da die Tag-Polymerase bereits bei Raumtemperatur aktiv ist, kann es schon vor Beginn der
Reaktion im Thermocycler zu unerwiinschten Primerbindungen und deren Elongation

kommen. Es kann sein, da3 einzelne, bei niedriger Temperatur nicht richtig angelagerte
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Primer amplifiziert werden. Die Bildung solcher unerwiinschter Nebenprodukte, die die
PCR verfilschen wiirden wird durch die sogenannte Hot-Start-PCR reduziert. Somit wird
die Spezifitdt der PCR erhoht. Im Rahmen dieser Arbeit war dies wichtig, da in den hier zu
Verfiigung stehenden Proben meist nur eine geringe Menge zu amplifizierender TTV-DNA
vorhanden war.

Das Prinzip der Hot-Start-PCR besteht darin, da3 die enzymatische Aktivitit der Taq-
Polymerase erst dann zur Verfiigung steht, wenn das Reaktionsgemisch die geeignete
Temperatur (zur Denaturierung) erreicht hat. Die Bildung von PCR-Produkten ausgehend
von bei niedriger Temperatur unspezifisch angelagerten Primern wird somit weitestgehend
vermieden. Die anféngliche Trennung der Tag-Polymerase vom restlichen Reaktionsansatz
wird durch eine Wachsschicht im Reaktionsgefdll bewerkstelligt. Wird nun die Temperatur
im Cycler erhdht, so schmilzt das Wachs (bei ca. 80°C) und die Polymerase kommt mit
dem Reaktionsansatz (Primer und Matrixen-DNA) in Verbindung. Dadurch wird ein
sogenanntes ,,mispriming” unterdriickt, d.h. eine Anlagerung der Primer an unspezifische
Bindungsstellen bei niedrigen Temperaturen. Die Effektivitdt einer PCR mit niedriger

Ausgangskopienzahl wird dadurch erhoht.

GC-rich
region “0-5ify

Abbildung 9
Darstellung des TTV-Genoms mit PCR-Amplifikationsprodukten
unter Verwendung der Primerpaare NG133 - NG135 und NG134 - NG136.
Das nach Abschluf der 2.PCR entstandene Stiick hat eine Lange von 3353 Nukleotiden.
Die Grafik verdeutlicht, daB beide Primerpaare in der nichtkodierenden Region, der hochkonservierten UTR-
Region binden und somit eine hohe Sensitivitit der PCR iiber alle TTV-Genotypen hinweg erzielt wird.
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3.2.2.5. Komponenten der PCR

3.2.2.5.1. Template-DNA

Als Template wurde TTV-DNA verwendet. Fiir die anschlieende, zweite PCR wurde das
Amplifikationsprodukt der ersten PCR verwendet. Dabei spricht man von der sogenannten
nested-PCR. Es werden hierbei Primer verwendet, die in 3’-Richtung von der Position der
zuerst verwendeten Primer hybridisieren. Hierdurch erhoht sich die Menge der
amplifizierten DNA. Nur mit Hilfe der nested-PCR war es moglich, in der nachfolgenden

Gelelektrophorese signifikante TTV-Banden zu erkennen.

3.2.2.5.2. Primer

Die Spezifitit der PCR héngt im Wesentlichen vom Design der Primer ab. Die in dieser
Arbeit verwendeten Primer liegen in hochkonservierten Regionen im nichtkodierenden
Bereich des TTV-Genoms, so da3 die meisten der bisher beschriebenen TTV-Subtypen
erfafit werden. Sie binden an die sogenannte UTR, die untranslated-region. Diese hoch
konservierte Region kommt bei 98% aller bekannter TTV-Genotypen vor und ist somit

ideal zum Infektionsnachweis.

3.2.2.5.3. DNA-Polymerase

Die hier verwendete Polymerase ist eine Tag-Polymerase. Dies bedeutet, sie ist hitzestabil
und die PCR kann in mehreren Temperaturzyklen ablaufen ohne dafl erneut Enzym
zugegeben werden muB. Diese Tag-Polymerase ist aus dem hitzestabilen Eubakterium

Thermus aquaticus hergestellt. Thr Temperaturoptimum liegt bei ca. 75°C.
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3.2.2.5.4. Materialien

Tabelle 5
Materialien zur Durchfiihrung einer PCR

Materialien zur PCR

Template DNA

Oligonukleotid-Primer

Gemisch aller Desoxynukleotidtriphosphate (AINTP, 10mM)
DNA-Polymerase (Tag-Polymerase)

Reaktionspuffer

Aqua dest.

MgCl,

DMSO

Reaktionsgefilie

Thermocycler

Tabelle 6

Ansatzprotokoll Long distance PCR.

Protokoll Long distance PCR (Ansatz fiir eine Probe)
Ansatz Uberstand

dNTPs 4ul Puffer 2ul
MgCL, 3ul Taq-Polymerase 0,25ul
Puffer 3ul Aqua dest. 12,75ul
Primer 133/134 2ul Serum/PCR-Produkt 5ul
Primer 135/136 2ul

DMSO 2,5ul

Aqua dest. 13,5ul

Gesamtmenge pro Probe: 50ul

Ansatz und Uberstand werden dabei durch eine bei ca. 80°C im Thermocycler
schmelzende Wachsschicht getrennt. Dies verhindert unerwiinschte Primerbindungen vor
Beginn der PCR.

Abbildung 10 beschreibt die Durchfiihrung einer Hot-Start-PCR.



1.Schritt:

3 wl Puffer

4 ul ANTP-Mix
2 pl Primer

2 ul Primer

2,5 ul DMSO
3 ul MgCl,
13,5 ul H,O

3.Schritt:

Das Wachs im
Rohrchen wird bei
80 °C im Heiz-
block geschmolzen
und danach ab-
gekiihlt.

5. Schritt:

Beim ersten
Zyklus der PCR
im Cycler schmilzt
das Wachs und die
Reagentien
kommen zusam-
men.

3.2.3. Gelelektrophorese
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2. Schritt:

Zugabe eines
Ampliwax-
kiigelchens mit
einer  sterilen
Pinzette.

4. Schritt:

2 ul Puffer
0.25 ul Tag-
Polymerase
5 ul DNA-
Matrize
12.75 ul H,O

6. Schritt:

Nach Beendigung I
der PCR kann die |
Wachsschicht

leicht mit einer 1/
Pipettenspitze .
durchstoflen

werden.

Abbildung 10

Prinzip der Hot Start PCR.
Mengenangaben entsprechend der hier verwendeten PCR. Die Abbildungen sind dem Manual von Applied

Biosystems entnommen.

Hierbei wird die Wanderung geladener Teilchen im elektrischen Feld zur Trennung

verschieden langer Nukleotide in den Poren eines Gels genutzt. Bei der Gelelektrophorese

erfolgt die Trennung der einzelnen Substanzen zum einen durch die unterschiedliche

GroBe der Teilchen, zum anderen durch die Grofle, da das Tragermaterial zusdtzlich wie

ein Sieb wirkt.

Die Nukleinsdure stellt ein negativ geladenes Molekiil dar, dal bei angelegter Spannung

zum positiven Pol wandert. Dabei dient der TBE-Puffer mit der Borsdure als elektrischer
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Leiter. Im Rahmen dieser Arbeit wurden 1%ige Agarosegelsysteme verwendet. Agarose
wird durch Aufkochen in einer Pufferlosung verfliissigt und geliert beim Abkiihlen. Die
Gele wurden in Gelelektrophoresekammern erzeugt. Hierbei liegt das Gel direkt in der
Pufferlosung. AnschlieBend wird nach Einbringen der PCR-Produkte eine Spannung
angelegt. Die Nukleinsduren wandern nun entsprechend ihrer GroBe unterschiedlich weit
auf dem Gel. Um die aufgetrennten Nukleinsduren auf dem Gel zu erkennen, wird das Gel
mit Ethidiumbromid gefarbt. Ethidiumbromid setzt sich zwischen die Basen der
Nukleinsdure, interkaliert also mit der DNA. Unter UV-Licht erscheinen die so
angefdrbten Ethidiumbromid-Nukleinsdure-Komplexe rot-orange. Diese Bild kann
abfotografiert werden um eine bessere und genauere Auswertung zu gewéahrleisten.

Zuerst wurde die Gelelektrophorese dazu verwendet TTV-positive von TTV-negativen
Proben zu unterscheiden. TTV-positive Proben zeigten nach der PCR-Reaktion eine Bande
bei ca. 3300 Nukleinsduren, wihrend bei TTV-negativen Proben nichts zu sehen ist. Spéter
wurde die Gelelektrophorese benutzt, um nach der Restriktionsendonukleasereaktion TTV-

Einfach- von -Mehrfachinfektionen zu unterscheiden.

3.2.3.1 Basisprotokoll Gelherstellung

Tabelle 7
Zur Gelherstellung benotigtes Material

Materialien Gelherstellung

Agarose
10 x TBE-Puffer Tris-Borat-EDTA-Puffer, 890mM Tris Base, 890mM Borsiure,
100ml 20mM EDTA
108g Tris, 55g Borsaure, 40ml O,5M EDTH
Ethidiumbromid
4ul/100ml
H,0
900ml

Zuerst wird Agarosepulver im TBE-Puffer zum Kochen gebracht. AnschlieBend 4 ul
Ethidiumbromid/100 ml zugegeben und das Gel in eine Gelkammer mit Schablone
gegossen. Die Schablone bewirkt, dal Taschen entstehen, in die spéter die Proben
eingebracht werden. Bei Raumtemperatur erstarrt das Gel in ca. 30min und kann dann

verwendet werden.
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Tabelle 8
Zur Gelelektrophorese benotigtes Material

Materialien Gelelektrophorese

fertiges Gel

DNA Proben

10 x TBE-Puffer

Auftragepuffer (Bromphenolblau)

Das fertige Gel wird mit TBE-Puffer bedeckt. AnschlieBend werden die Proben mit
Bromphenolblau-Losung vermischt. Dies erfolgt, damit die Losung sichtbar gemacht wird
und so besser in die Taschen des Gels pipettiert werden kann. Zusitzlich bewirkt der
Zucker in der Bromphenolblaulosung, da3 die Losung schwerer als der Puffer wird und
somit besser in die Geltaschen flieBt. Dabei werden jeweils 8 ul PCR-Produkt mit 2 pl
Bromphenolblaulésung zusammen in eine Geltasche gegeben. Daraufthin wird an der
Gelelektrophoresekammer eine Spannung von 90Volt angelegt und das Gel ca. 45-60min
in selbiger belassen.

Nach Beendigung der Elektrophorese wird das Gel unter UV-Licht betrachtet und
photographiert. Dabei leuchten die mit Ethidiumbromid versehenen Nukleotidbanden hell-
orange auf. Um nach Auftrennung die Lénge der einzelnen Fragmente zu ermitteln, 148t
man bei jedem Gel Marker-DNA mit fest definierten Lidngen mitlaufen. Um die so
erhaltene DNA in der Restriktionsanalyse verwenden zu konnen, werden die nun
getrennten DNA-Fragmente mit dem Gel herausgeschnitten und aus dem Gel gereinigt.

Dadurch erhilt man reine DNA, die frei von Fremd-DNA, sowie Primern ist.

Tabelle 9
Materialien zur Gelaufreinigung und anschlieBender Verwendung zur RFLP

Materialien DAN-Gelreinigung

Amersham GFX PCR DNA and
Gel Band Purification Kit

Die gewiinschte DNA-Bande wird unter UV-Licht (sichtbar durch angelagertes
Ethidiumbromid) mit dem umgebenden Gel herausgeschnitten, in ein Reaktionsgefdl3
gegeben und gewogen. Pro 10mg Gel werden 10ul Capture Puffer hinzugegeben. Um das
Gel aufzulosen werden die Reaktionsgefdfle auf 60°C erhitzt. Nach Verfliissigung wird das
Material in ein Filtertube pipettiert und dort fiir eine Minute inkubiert. Nach
anschlieender Zentrifugation fiir 30sec bei 12000xg wird die Fliissigkeit im Auffangtube
verworfen. Nun liegt die gewiinschte DNA im Filtertube gebunden an Silikakristalle des

Filters vor. Um die DNA zu reinigen werden 500ul Waschpuffer in den Filter gegeben.
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Nach erneuter Zentrifugation liber 30sec bei 12000xg kann die DNA riickgewonnen
werden. Dazu wird das Filtertube in ein steriles 1,5ml Reaktionsgefdl3 gestellt und 50ul

TBE-Puffer hinzugegeben. Nach Imin Inkubation wird Imin lang bei 12000xg

zentrifugiert. Die somit gewonnene Losung enthélt die extrahierte DNA.

Mo (B AUAR ALy A% AR APAH

.~

Abbildung 11
Typisches Bild einer Long-Distance-PCR.
Ganz links zu sehen die Langenmarker. Im Gel sieben TTV-positive Proben. Anhand der DNA-Marker
erkennt man, daf3 die Proben eine Lange von ca. 3700 Nukleotiden haben miissen und damit genau dem
Amplifikationsstiick der long distance TTV-PCR entsprechen.

3.2.4. Restriktionsendonukleasereaktion

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, die DNA-Molekiile aufschneiden, wobei sie die
Schnittstelle an eine spezifische Nukleotidsequenz legen. Jedes Restriktionsenzym hat
seine eigene, spezifische Erkennungssequenz. Thren Namen haben sie erhalten, weil
"Restriktion" in diesem Fall die Beschrinkung der Schneideeigenschaften auf die
spezifische DNA-Sequenz beschreibt. Die Methode der RFLP (Restriktions-Fragment-
Langen-Polymorphismus) ist ein guter Indikator zur Unterscheidung zwischen Einfach-
und Mehrfachinfektionen. Mittels LD-PCR gelang der Nachweis von TTV-DNA in den
Proben. Mittels der Restriktionsendonukleasereaktion gelang die Unterscheidung zwischen
Einfach- und Mehrfach-, sprich Mischinfektionen. Nun konnte unterschieden werden
zwischen Proben, die nur einen Genotyp des TT-Virus enthielten und solchen, die mehrere
verschiedene Genotypen besallen. Die LD-PCR erfallit den gesamten kodierenden
Genomanteil des TTV-Genoms. In diesem Bereich finden sich bei unterschiedlichen TTV-
Genotypen die meisten Variationen in der Nukleotidsequenz. Daher ist es sehr

wahrscheinlich, daB3 ein Restriktionsenzym in Sequenzen unterschiedlicher Genotypen
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auch unterschiedlich positionierte Erkennungssequenzen vorfindet und folglich in ihrer
Liange unterschiedliche DNA-Fragmente entstehen.

Wenn man nach dem Restriktionsverdau die Lénge der einzelnen Banden eines TTV-
Genoms addiert, so kommt man auf eine Lénge von ca. 3400 Nukleotiden. Liegen nun
mehrere TTV-Genotypen mit jeweils unterschiedlich lang geschnittenen DNA-
Fragmentstiicken vor, so ergibt deren Addition einen weitaus hoheren Wert als 3400nt. Im
Idealfall das Doppelte bei einer Infektion mit zwei Genotypen und das Dreifache bei drei
Genotypen. Dieser Wert dient als Mall der Mehrfachinfektion.

Abbildung 12 zeigt die Gelelektrophorese eines Restriktionsverdaus. Zu sehen ist, daf3 die
ersten vier Proben von links neben den DNA-Liangenmarkern III und VIII
Einfachinfektionen aufweisen. Die Addition der Banden ergibt jeweils ca. 3400nt. Bei den
Proben fiinf, sieben und elf ergibt die Bandenaddition einen hoheren Wert als 3400nt.

Hierbei handelt es sich um eine Mehrfachinfektion.

1 vl

2530 _ﬂ

2027

Abbildung 12
Gel eines Restriktionsverdaus.
Links zu sehen: zwei DNA-Léngenmarker mit deren Hilfe die Nukleotidzahl der verdauten DNA-Stiicke
abgeschétzt wird. Anhand der Addition der Bandengrofien lassen sich Einfach- von Mehrfachinfektionen
unterscheiden.

Durchflihrung des Restriktionsverdaus

Zuerst wird der Reaktionsansatz (mit dem Restriktionsenzym) auf Eis angemischt. Danach
wird er auf einzelne Reaktionsgefdl3e aliquotiert. Kurz vor dem Schritt des Erhitzens wird
die zu schneidende DNA zugegeben. Nun werden die Reaktionsgefdle mit dem fertigen
Mix in einem Heizblock zwei Stunden auf 37°C erhitzt. Dies bewirkt das Schneiden der

DNA, der sogenannte ,,Verdau® lduft ab. Nach Beendigung des Verdaus wird erneut eine
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Gelelektrophorese  durchgefiihrt, anhand derer man zwischen Einfach- und

Mehrfachinfektionen unterscheiden kann.

Tabelle 10

Eingesetzte Restriktionsendonukleasen

mit Angaben zum Ursprungsbakterium, der molekularen Schnittstelle und den Bedingungen fiir einen
optimalen Ablauf der Reaktion

Restriktions- Ursprungs- Erkennungssequenz | Reaktionsbedingungen
enzym bakterium
Dral Deinococcus 5-TTTVAAA-3’ 2 Stunden
radiophilus 3 -AAATTTT-5" bei 37°C
Kpn I Klebsiella 5-GGTAC{C-3" 2 Stunden
pneumonite 3 -CTCATGG-5" bei 37°C
Tabelle 11

Protokoll zur Durchfiihrung des Restriktionsverdaus (RFLP-Analyse)

Protokoll Restriktionsverdau (Ansatz fir eine Probe)

Restriktionsenzym I w
Puffer 2 ul
Aqua dest. 12 ul

zu schneidende DNA 5wl

Gesamtmenge pro Probe: 20 pl

Thermocyclerprogramm Restriktionsverdau

Restriktionsverdau: 70min. bei 37°C

anschliefend Kiihlung bei 4°C bis zur Verwendung

3.2.5. Sequenzierung

Nach erfolgter Restriktionsendonukleasereaktion wurden zehn TTV-Nukleinsduren, die
laut RFLP-Analyse aus nur einem Genotyp bestehen, sequenziert. Die Sequenzierung der
ausgewdhlten TTV-DNA'’s erfolgte durch die Firma GATC Biotech AG Jakob-Stadler-
Platz 7 D-78467 Konstanz. Dabei wurde der ,,BigDye Temination Kit Version 3.0“ von
Applied Biosystems benutzt. Dieser Kit basiert auf der Kettenabbruchmethode nach

Sanger. Analysiert wurden die Sequenzierreaktionen auf ABI Kapillar-Sequenzierern.

3.2.5.1. Kettenabbruchmethode nach Sanger

Die  DNA-Sequenzierung nach  Sanger wird Kettenabbruchmethode  oder
Didesoxynukleotidmethode genannt und wurde von Sanger et al. 1977 beschrieben. Dabei
wird die Polymerase-Kettenreaktion verwendet. In vier jeweils gleichen Ansdtzen wird je

eine unterschiedliche Base teilweise als Didesoxynukleotid zugegeben (ddNTP). Alle vier



33

Ansitze enthalten jeweils die zu sequenzierende DNA als Einzelstrang, einen Sequenzier-
Primer, Polymerase, alle vier Desoxynukleotidtriphosphate (ANTPs) und zusitzlich jeweils
ein Didesoxynukleotidtriphosphat (ddATP, ddCTP, ddGTP oder ddTTP). In jedem
Reaktionsansatz laufen nun gleichzeitig PCR-Reaktionen ab. Die Polymerase akzeptiert
dabei sowohl dNTPs wie auch ddNTPs. Wird ein ddNTP eingebaut stoppt die Reaktion
und es kommt zum sogenannten Kettenabbruch, denn ohne die Hydroxygruppe ist eine
DNA-Verlidngerung durch die Polymerase nicht moglich. Somit entstehen im Laufe der
Reaktion viele DNA-Fragmente die sich in ihrer Ldnge um jeweils ein Nukleotid
unterscheiden. Das 5’-Ende wird jeweils vom Primer gebildet, das 3’-Ende vom jeweils
zuerst eingebauten ddNTP. Nach Beendigung der PCR werden die so erhaltenen DNA-
Fragmente mittels Gelelektrophorese aufgetrennt. Seit Anfang der neunziger Jahre werden
die Didesoxynukleotide mittels farblich unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert.
Dies erlaubt im Gegensatz zur radioaktiven Markierung, einen einzigen PCR-Ansatz.
Anhand des farblich unterschiedlichen Bandenmusters wird anschlieBend die Sequenz
ermittelt.

Abbildung 13 beschreibt nochmals das Schema der Kettenabbruchmethode.
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Primer-
. o Polymerase +  dNTPs
3 | A 1 e I | 5
Matrix-
Zugabe von Zugabe von Zugabe von Zugabe von
ddATP ddCTP ddGTP ddTTP
T
Synthese stoppt bei Synthese stoppt bei Synthese stoppt bei Synthese stoppt bei
A »C »G% » T
' I
L J v # L
Trennung der neusynthetisierten Fragmente durch
A 2 G T

abzulesende Sequenz:
5¢... ATCGGACAT---

Abbildung 13
Schema Kettenabbruchmethode nach Sanger

Durch Einbau von Didesoxynukleotiden stoppt die Kettensynthese. Im Anschlufl werden die einzelnen DNA-
Abschnittsstiicke auf Agarosegel ihrer Lénge nach aufgetrennt und die Sequenz aufgrund der
unterschiedlichen Reihenfolge der farblich verschieden markierten Didesoxynukleotide bestimmt.
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4. Ergebnisse

4.1 Ergebnisse der statistischen Auswertung auf TTV

Im Rahmen der Studie wurden 414 herzoperierte Kinder auf eine mogliche TTV-Infektion
hin untersucht. Davon waren 177 Kinder in der PCR TTV-positiv (=42.8%). Tabelle 12
zeigt darliber hinaus noch, daf} sich bei hoher Durchseuchung kein geschlechtsspezifischer

Unterschied in der TTV-Pravalenz zeigte (p=0.619).

Tabelle 12
TTV-Infektion; Verteilung weiblich/ménnlich

TTV-Infektion Frauen Manner p-Wert

Anzahl|% |Anzahl| % [Anzahl] % | m/w

positiv 177 428% 80 41.2% 97 44.1 0.619
negativ| 237 572% 114 58.8% 123 559%

Nachdem alle Personen mittels PCR auf TT-Viren untersucht worden waren, erschien es
sinnvoll in einem zweiten Schritt alle TTV-positiven Personen mittels der RFLP-Analyse
auf TTV-Einfach- und —Mehrfachinfektionen zu testen. Unter den auf TTV getesteten
Patienten waren 12.1% TTV-einfachpositiv und 26.8% wiesen TTV-Mehrfachinfektionen
auf (siehe Tabelle 13).

Tabelle 13
TTV-Infektion; Verteilung Einfachinfektion/Mehrfachinfektion
TTV- TTV-positiv | TTV-Einfachinfektion | TTV-Mehrfachinfektion
negativ
Anzahl 237 177 50 111
Prozent 57.2% 42.8% 12.1% 26.8%

Weiter wurde das Untersuchungsalter in Bezug zur TTV-Infektion gesetzt. Ein
signifikanter Unterschied des Durchschnittsalters zwischen TTV-positiven und TTV-
negativen Patienten ergab sich nicht. Beim Altersvergleich zwischen Einfach- und
Mehrfachpositiven zeigte sich, dal TTV-Mehrfachpositive im Schnitt ca. 1.8 Jahre élter als
TTV-Einfachpositive waren. Auch dieser Altersunterschied erreichte mit einem p-Wert

von 0.119 kein Signifikanzniveau (siche Tabelle 14).
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Tabelle 14
Durchschnittsalter TTV-Infektion

TTV-Infektion | mittleres Untersuchungsalter | p-Wert
(in Jahren)

positiv 17.107

negativ 17.820 0418

einfachpositiv 15.604 0.119

mehrfachpositiv 17.449 )

Um TTV-Infektion und Alter weiter aufzuschliisseln wurden die Patienten nach den WHO-
S-Jahres-Altersgruppen eingeteilt. Es zeigte sich, dal in allen Altersgruppen bis auf
Gruppe2 (5-9 Jahre) die Anzahl TTV-Mehrfachpositiver hoéher als die der TTV-
Einfachpositiven war (Tabelle 15). In Gruppe7 (30-34 Jahre) gab es sogar nur TTV-
Mehrfachpositive. Beim Vergleich TTV-Einfachpositiver mit TTV-Mehrfachpositiven der
jeweiligen Altersgruppen stellte sich heraus, daB3 zwischen Gruppe2 und Gruppe3 ein
signifikanter Unterschied in der Anzahl der Mehrfachpositiven besteht (p=0.029). D.h., ab
Gruppe3 ist die Anzahl Mehrfachpositiver gegeniiber Einfachpositiver signifikant hoher
als noch in Gruppe2. Es zeigt sich, dal mit zunehmendem Alter eine Art Séttigung
beziiglich der TTV-Mehrfachpositivenrate eintritt und nur junge Patienten (Gruppe2 5-9
Jahre) noch signifikant weniger TTV-Mehrfachinfektionen als TTV-Einfachinfektionen
aufweisen. In Tabelle 15 sind TTV-Privalenzen in den verschiedenen Altersgruppen
aufgelistet. Abbildung 14 zeigt nochmals das bei den Altersgruppen 3 bis 7 dhnliche
Infektionsniveau. Bei insgesamt 16 Personen war keine Unterscheidung zwischen Einfach-

und Mehrfachinfektion mittels der RFLP-Methode moglich.

Tabelle 15
Priavalenz von TTV-einfach- und mehrfachinfektionen
WHO Vergleich TTV-Einfach-
Altersgruppe Anzahl der Probanden mit TTV-
Mehrfachpositiven
(Alter in TTV- TTV- TTV- TTV- “Wert
Jahren) negativ.  positiv  einfachpositiv. mehrfachpositiv P
zwischen
2 19 23 12 10
(5-9) 452%  54.8% 54.5% 45.5% Gruppe 2 0.029
und 3
zwischen
3 73 47 12 32
(10-14) 60.8%  39.2% 27.3% 72.7% Gruppe 3 0.537
und 4
zwischen
4 74 55 14 35
(15-19) 574%  42.6% 28.6% 71.4% Gruppe 4 0.619
und 5
zwischen
5 29 34 9 22
(20-24) 46.0%  54.0% 29.0% 71.0% G;‘;%pg > 0.684




6 30 D 7 zwischen
(25-29) T14%  28.6% 30.0% 70.0% Gruppe 6 0.263
und 7
7 9 5 5
(30-34) 64.3%  35.7% 0% 100%
8+9 3 1 1 |
(35-44) 75.0%  25.0% o* o*
Summe** 237 177 50 111

* den Altersgruppen 8 und 9 konnte die Probe nicht mit RFLP-Analyse untersucht werden
*2Die Summe der TTV-Positiven entspricht nicht der Summe der Einfach- und Mehrfachpositiven, da nicht
alle Proben mittels der RFLP-Analyse untersucht werden konnten

Altersspezifische TTV-Pravalenz

100,00
. 80,00 - O TTV-negativ
c e

B TTV-positi
S 60,00 - e
= O TTV-einfachpositiv
& 40,00
’ O TTV- mehrfachpositiv
20,00 -
0,00 - T

2 3 4 5 6 7 8+9

WHO-5-Jahres-
Altersstufen

Abbildung 14
Altersspezifische TTV-Prévalenz

Aufschliisselung nach Einfach- und Mehrfachinfektionen

In der Literatur wird das TT-Virus hdufig mit Hepatitiden in Zusammenhang gebracht.
Nicht zuletzt deshalb, da das TT-Virus initial bei einem Patienten mit postransfusionaler
nonA-E Hepatitis isoliert worden war. Im Folgenden wird der Zusammenhang zwischen
einer TTV-Infektion und der Infektion mit GBV-C, HBV und HCV dargestellt.

Unter den GBV-C positiven Patienten waren 55.9% positiv fiir TTV. Dagegen waren nur
41.6% der GBV-C negativen Patienten positiv auf TTV. Die Unterschiede erreichten
jedoch nicht das Signifikanzniveau (p=0.147).

Bei der Korrelation mit HBV- und HCV-Infektion zeigte sich in Bezug auf die TTV-
Infektion ein umgekehrter Trend. Hier waren sowohl die anti-HBc-Antikérper-Negativen
als auch anti-HCV-Antikorper-Negativen ofters TTV-positiv als HBV-/HCV-positiv
getestete Patienten. Bei beiden Hepatitis-Infektionen lie§ sich jedoch kein signifikanter
Unterschied in Bezug zur TTV-Infektion herstellen. Tabelle 16 beschreibt wie die
Priavalenz der TTV-Infektion mit GBV-C-, HBV- und HCV-Infektionen korreliert.
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Tabelle 16

Korrelation TTV mit GBV-C-, HBV- und HCV-Infektion **
TTV-positiv TTV-negativ
Anzahl | % Anzahl | % p-Wert
55.9% 44.1%
- der GBV-C Positiven der GBV-C Positiven
GBV-C positiv 19 10.7% 15 6.3%
der TTV-Positiven der TTV-Negativen 0.147
41.6% 58.4% ’
: . der GBV-C Negativen der GBV-C Negativen
GBV-C negativ| 158 29 3% 222 93.7%
der TTV-Positiven der TTV-Negativen
40.0% 60.0%
- der HBc-Positiven der HBc-Positiven
HBc positiv 10 5 6% 15 6.3%
der TTV-Positiven der TTV-Negativen 0.837
42.9% 57.1% ’
. der HBc-Negativen der HBc-Negativen
HBc negativ 167 94 4%, 222 93.7%
der TTV-Positiven der TTV-Negativen
32.4% 67.6%
. der HCV-Positiven der HCV-Positiven
HCV positiv 12 6.8% 25 10.5%
der TTV-Positiven der TTV-Negativen
44.3% 55.7% 0.223
. der HCV-Negativen der HCV-Negativen
HCV negativ 162 91 5% 204 R6.1%
der TTV-Positiven der TTV-Negativen

! Die Differenzen in der Gesamtsumme resultieren aus den nicht bei allen Patienten vorhandenen Daten
beziiglich einer Infektion mit GBV-C, HBV und HCV

Da das TT-Virus hdufig mit Hepatitiden unbekannter Herkunft und Leberzellschidden in
Zusammenhang gebracht wird, war es von Interesse die Patienten dieser Studie auf
mogliche Leberschidden hin zu untersuchen. Ziel war, einen mdglichen Zusammenhang
zwischen Leberzellschiden und TTV aufzuzeigen oder auszuschlie3en.

Im direkten Vergleich fanden sich jedoch im Mittel héhere Laborwerte bei TTV-negativen
Patienten als bei TTV-positiven Patienten. Allerdings waren auch diese Unterschiede zu
gering um signifikant zu erscheinen.

Weiter wurden Einfach- Mehrfachinfizierter verglichen. Hier waren nur die GPT- und
GLDH-Werte bei Mehrfachinfizierten etwas hoher als bei Einfachinfizierten. Die Werte
der GOT, GGT, LDH und AP waren bei TTV-Einfachpositiven etwas hoher als bei
Mehrfachpositiven. Wie in Tabelle 17 zu sehen ist, konnte in beiden Fillen kein

signifikanter Unterschied gefunden werden.
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Um nun mogliche hepatotoxische Eigenschaften des TT-Virus auszuschlieBen, wurden
TTV-Positive und —Negative in Korrelation mit dem Nachweis von anti-HCV-Antikorpern
und HCV-RNA beziiglich ihrer Leberwerte verglichen (dargestellt in Tabelle 18/19/20/21).
Hier konnte gezeigt werden, dal sowohl TTV-positive als auch TTV-negative Patienten
bei Anwesenheit von Anti-HCV signifikant hohere Werte von GOT, GPT und AP
aufwiesen (Tabelle 18/19). Wenn eine Korrelation mit der Untergruppe der Anti-HCV-
und HCV-RNA-Positiven hergestellt wurde, wiesen sowohl TTV-Positive als auch TTV-
Negative signifikant hohere Werte von GOT, GPT und GLDH auf (Tabelle 20/21).

Somit kann festgestellt werden, dafl eine Enzymerh6hung ausschlieflich mit der HCV-

Infektion und nicht mit der TTV-Infektion korreliert.

Tabelle 17
Leberwerte in [U/1] bei TTV-positiven und —negativen herzoperierten Kindern
TTV-Infektion GOT p-Wert| GPT [p-Wert] GGT |p-Wert
positiv 11.71 0.363 12.35 0.163 20.59 0.355
negativ 12.25 ] 13.40 ] 21.69 ’
einfachpositiv 11.71 11.51 20.61
. 81 871 .
mehrfachpositiv 11.64 0.815 12.27 0.87 17.98 0.989
TTV-Infektion LDH p-Wert] GLDH |p-Wert AP p-Wert
positiv 175.51 0.835 2.06 0.283 205.34 0.687
negativ 176.34 ] 2.32 ] 208.92 '
einfachpositiv 176.36 1.99 223.75
o 0.499 0.549 0.609
mehrfachpositiv 175.80 2.01 203.98
TTV - Labordaten
250
200 - ] ] || — | |[OGOT
B ] ] ] EGPT
150 ] | | || ocer
100 | | | | | | OLDH
B GLDH
50 OAP
o L | ol | ol | ol
positiv negativ einfachpositiv  mehrfachpositiv
TTV-Infektion

Abbildung 15
Untersuchung verschiedener Laborparameter bei TTV-Infektion

Zu sehen ist, daB3 die Laborwerte bei allen Patienten in etwa gleich sind,
unabhéngig einer Infektion mit TTV
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Tabelle 18

Leberwerte bei TTV-positiven herzoperierten Kindern

in Korrelation mit dem Nachweis von anti-HCV-Antikdrpern

TTV-Positiv GOT p-Wert] GPT |p-Wert] GGT [p-Wert
mit

. 15.4 24.0 26.5
iﬂgeH CV-AK 0.04 0.001 0.06
anti-HCV-AK 11.5 11.6 20.6
TTV-Positiv LDH p-Wert| GLDH [p-Wert AP p-Wert
mit

i 173.4 2.2 116.1
sggeH CV-AK 0.40 0.51 0.004
Anit-HCV-AK 176.8 2.0 210.0
Tabelle 19
Leberwerte bei TTV-negativen herzoperierten Kindern
in Korrelation mit dem Nachweis von anti-HCV-Antikdrpern
TTV-Negativ GOT p-Wert| GPT [p-Wert] GGT |p-Wert
mit

i 15.3 19.9 26.4
zggeH CV-AK 0.02 0.003 0.16
anti-HCV-AK 11.8 12.5 21.6
TTV-Negativ LDH p-Wert| GLDH |p-Wert AP p-Wert
mit

. 184.2 2.2 170.0
iﬂgéHCV'AK 0.58 0.88 0.04
anit-HCV-AK 176.3 2.3 211.9
Tabelle 20
Leberwerte bei TTV-positiven herzoperierten Kindern
in Korrelation mit dem Nachweis von HCV-RNA
TTV-Positiv GOT p-Wert] GPT |p-Wert| GGT [p-Wert
mit

18.6 34.0 24.0
OHhi:"RNA 0.07 0.004 1.0
HCV-RNA 12.0 14.0 29.0
TTV-Positiv LDH p-Wert| GLDH [p-Wert AP p-Wert
mit
180.1 3.0 147.8

HhCV'RNA 0.28 0.02 0.15
onne 166.7 1.4 79.0

HCV-RNA
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Tabelle 21
Leberwerte bei TTV-negativen herzoperierten Kindern

in Korrelation mit dem Nachweis von HCV-RNA

TTV-Negativ GOT p-Wert| GPT |p-Wert] GGT [p-Wert
mit

17.7 25.1 29.6
locr:1\e/-RNA 0.01 0.002 0.14
HCV-RNA 11.2 10.9 21.3
TTV-Negativ LDH p-Wert| GLDH [p-Wert AP p-Wert
mit

176.8 2.6 170.4
loiz_RNA 0.72 0.02 0.84
HCV-RNA 195.6 1.6 169.1

Weiterhin wurde nach méglichen Transmissionswegen des TT-Virus gesucht (Tabelle 22).
Dabei wurde die Anzahl der Operationen und die Anzahl erhaltener Bluttransfusionen mit
einer TTV-Infektion verglichen. TTV-Positive hatte im Schnitt mit 1.64 Operationen in
etwa gleich viel Operationen wie TTV-Negative mit 1.67. Auch unter TTV-
Einfachpositiven und TTV-Mehrfachpositiven unterscheidet sich die Anzahl der
Operationen nicht wesentlich (1.62 zu 1.69). Somit hat die Anzahl der Operationen keinen

Einfluf} auf eine Infektion mit dem TT-Virus.

Tabelle 22

Korrelation TTV-Infektion und Operationsanzahl
TTV-Infektion | Anzahl der Operationen | p-Wert
positiv 1.64

negativ 1.67 0.422
elnfachp03|t|\_/ _ 1.62 0.481
mehrfachpositiv 1.69

Bei der weiteren Suche nach moglichen Transmissionsweg fiir das TT-Virus wurde die
Zahl der verabreichten Bluttransfusionen im Allgemeinen und die Art der Transfusion mit

dem Vorhandensein einer TTV-Infektion verglichen (Tabelle 23).

Insgesamt 365Patienten (88.2%) erhielten mindestens eine Bluttransfusion. Darunter waren
159 TTV-Positive und entsprechend 206 TTV-Negative. 44 TTV-Einfachpositive erhielten
Transfusionen, wihrend 101 TTV-Mehrfachpositive Blut erhielten. Die Unterschiede sind
weder zwischen TTV-Negativen und —Positiven (p=0.364) noch zwischen TTV-
Einfachpositiven und -Mehrfachpositiven (p=0.557) signifikant. TTV-Positive erhielten im
Schnitt 7.08 Transfusionen wohingegen TTV-Negative mit im Mittel 8.01 knapp eine
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Transfusion mehr bekamen. Dieser Unterschied ist zu gering um signifikant zu sein
(p=0.772).  Interessant war, daBl auch TTV-Einfachpositive mit im Mittel 7.24
Transfusionen etwas mehr Blut als TTV-Mehrfachpositive mit im Mittel 6.87
Transfusionen erhielten. Dennoch ist auch dieser Unterschied zu gering um als signifikant

zu gelten (p=0.222).

Es zeigte sich somit keine Korrelation zwischen der Zahl der verabreichten Blutprodukte

und dem Vorhandensein einer TTV-Infektion.

Tabelle 23
Korrelation TTV und Bluttransfusion**

Bluttransfusion - alle Arten
TTV-Infektion _ Erhalten . p-Wert
ja Nein
negativ 206 31
9 56.4% 63.3% 0364
ositiv 159 18 .
P 43.6% 36.7%
. .. 44 6
einfachpositiv 30.3% 37 59
0.557
mehrfachpositiv 101 10
P 69.7% 62.5%
durchschn. Anzahl
an Transfusionen
negativ 8.01
. 0.772
positiv 7.08
einfachpositiv 7.24
. 0.222
mehrfachpositiv 6.87

*! Die Unterschiede in der Summe zwischen TTV-Positiven und Einfach- bzw. Mehrfachpositiven kommen
dadurch zustande, daB nicht bei allen TTV-Positiven die RFLP-Analyse durchgefiihrt werden konnte.
p-Werte wurden mit dem Chi-Square-Test ermittelt

Die Folgenden Daten zeigen das Verhéltnis TTV-Infektion und Bluttransfusion
aufgeschliisselt nach unterschiedlichen Blutprodukten. Insgesamt erhielten TTV-Positive
nicht mehr der einzelnen Blutprodukte als TTV-Negative. Unter den TTV-Positiven
erhielten die als mehrfachpositiv getesteten Patienten meist etwas mehr der
unterschiedlichen Blutprodukte als Einfachinfizierte. Die Unterschiede zwischen Einfach-
und Mehrfachpositiven waren auch hier bei allen Transfusionsarten zu gering um
signifikant zu sein.

Die Detailanalyse zeigt, daB TTV-Positive geringfiigig mehr Vollblut, Heparinblut und
Frischblut und TTV-Negative etwas mehr Frischplasma, Erythrozytenkonzentrat und
Warmblut erhalten hatten. Bei keiner Blutart waren die Unterschiede so grofl um als

signifikant zu gelten. TTV-Einfachpositiven wurde mehr Vollblut und Frischplasma
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verabreicht. Warmblut und Frischblut erhielten geringfiigig mehr TTV-Mehrfachpositive.

Gleich viel Erythrozytenkonzentrate erhielten beide Gruppen mit 0.16 Konserven pro

Patient. Auch hier zeigten sich im direkten Vergleich keine signifikanten Unterschiede.

In Tabelle 24 und Tabelle 25 sind die genauen Zahlen hinsichtlich Patientengruppe und Art

der Bluttransfusion ersichtlich.

Tabelle 24

Korrelation TTV-Infektion mit Transfusionen I **

Heparinblut, Warmblut, Frischblut

Anzahl Heparinblut erhalten Warmblut Frischblut
TTV-Infizierter erhalten erhalten
ja  nein p-Wert| ja nein p-Wert| ja nein p-Wert
Negative 44 193 128 | 109 121 116
18.6%(81.4% 0251 54.0%| 46.0% 0.614 51.0% | 49.0% 0.450
Positive 41 136 100 77 97 80
23.2%76.8% 56.5%| 43.5% 54.8% | 45.2%
Einfachpositive 8 42 24 26 29 21
16% | 84% 48% | 52% 58% | 42%
0.193 0.092 0.567
Mehrfachpositive 28 83 69 42 >) >2
25.2%74.8% 62.2%| 37.8% 53.2% | 46.8%
Anzahl erhaltener
Konserven pro 0.25 1.30 1.29
TTV-Negativen 0.353 0.999 0.449
Anzahl erhaltener
Konserven pro 0.27 1.23 1.41
TTV-Positiven
Anzahl erhaltener
Konserven pro
TTV-Einfach- 0.18 1.10 1.24
positiven
Anzahl erhaltener 0200 0.178 0.854
Konserven pro 0.28 1.32 1.44

TTV-Mehrfach-
positiven

*! Die Unterschiede in der Summe zwischen TTV-Positiven und Einfach- bzw. Mehrfachpositiven kommen
dadurch zustande, daB nicht bei allen TTV-Positiven die RFLP-Analyse durchgefiihrt werden konnte.
p-Werte wurden mit dem Chi-Square-Test ermittelt
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Tabelle 25

Korrelation TTV-Infektion mit Transfusionen 1T **

Vollblut, Frischplasma, Erythrozytenkonzentrat

Anzahl Vollblut Frischplasma Erykonzentrat
TTV-Infizierter erhalten erhalten erhalten
ja  nein p-Wert| ja nein p-Wert| ja nein p-Wert
Negative 56 181 103 | 134 30 | 207
23.6%|73.4% 0.091 43.5%56.6% 0.425 12.7%|87.3% 0.808
Positive 55 122 70 107 21 156
31.0%69.0% 39.5%| 60.5 11.9%88.1%
Einfachpositive 16 34 15 33 > 45
32% | 68% 0.956 30% | 70% 0.111 10% | 90% 0.634
Mehrfachpositive 36 75 43 63 14 o7
32.4%67.6% 43.2%56.8% 12.6%|87.4%
Anzahl erhaltener
Konserven pro 0.55 4.39 0.19
TTV-Negativen 0.096 0.305 0.788
Anzahl erhaltener
Konserven pro 0.66 3.31 0.16
TTV-Positiven
Anzahl erhaltener
Konserven pro
TTV-Einfach- 0.72 3.82 0.16
positiven
Anzahl erhaltener 0953 0.173 0.641
Konserven pro 0.68 2.95 0.16

TTV-Mehrfach-
positiven

*! Die Unterschiede in der Summe zwischen TTV-Positiven und Einfach- bzw. Mehrfachpositiven kommen
dadurch zustande, daB nicht bei allen TTV-Positiven die RFLP-Analyse durchgefiihrt werden konnte.
p-Werte wurden mit dem Chi-Square-Test ermittelt




45

5. Diskussion

Die Entdeckung eines neuen humanen DNA-Virus und seine mogliche Assoziation mit
Hepatitiden unbekannter Genese brachte viele Fragen beziiglich einer Hepatotoxizitét des
TT-Virus mit sich. Einige Arbeiten fanden signifikante Korrelationen zwischen dem
Vorhandensein einer TTV-Infektion und dem Vorliegen eines HBV-/HCV-Trigertums
(Okamoto et al. 1997/1998, Tokita et al. 2002). Andere fanden keine Beziehung zwischen
einer TTV-Infektion und dem Vorliegen einer Hepatitis (Devalle et al. 2004, Meng et al.
2001). So wie eine mdgliche Pathogenitit sind auch die Transmissionswege des TT-Virus
nicht vollig gekldrt. Gestiitzt wird die Annahme vieler Transmissionswege durch die
Tatsache, dall TTV ubiquitidr vorkommt und somit nicht nur direkt von Mensch zu Mensch

sondern auch indirekt iiber die Umwelt auf den Menschen iibertragen wird.
5.1 Erlauterung der statistischen Ergebnisse

5.1.1 TTV-Infektion und Geschlechtspravalenz

Im Rahmen meiner Studie wurden 414 herzoperierte Kinder untersucht. Davon waren 194
weiblich und 220 ménnlich. TTV-positiv waren 177 Patienten, entsprechend 42.8%. Der
Anteil TTV-Positiver unter den Patientinnen lag bei 41.% und unter den Patienten bei
44.1%. Es fand sich  kein signifikanter =~ Geschlechterunterschied.  Eine

geschlechtsspezifische Priavalenz des TT-Virus konnte somit nicht nachgewiesen werden.

5.1.2 TTV - Einfach-/Mehrfachinfektionen

Im nichsten Schritt wurden die TTV-Positiven mittels RFLP-Analyse auf Einfach- bzw.
Mehrfachinfektionen getestet. Unter 177 Positiven hatte 50 Patienten eine TTV-
Einfachinfektion (12.1%) und 111 Patienten eine TTV-Mehrfachinfektion (26.8%). Bei 16
Patienten schlug die RFLP-Analyse fehl. Die Tatsache, da der Anteil der
Mehrfachinfizierten hoher als der der Einfachinfizierten ist, iiberrascht nicht. Da es sich bei
TTV um ein ubiquitir vorkommendes, auf vielerlei Arten {ibertragbares Virus handelt, ist
es sehr wahrscheinlich, dall sich Personen im Laufe ihres Lebens mehrmals mit
verschiedenen Genotypen infizieren. Auch Forns et al. fanden bei 27% ihrer Patienten
TTV-Mischinfektionen vor (Forns et al. 1999). Unter gesunden japanischen TTV-
Infizierten liegt die Rate der Mischinfizierten ebenfalls bei 30% (Okamoto et al. 1999). Da

das Durchschnittsalter der Patienten dieser Studie ca. 17 Jahre betrdgt, wird eine hohe Rate
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an Mischinfektionen bereits im jugendlichen Alter erreicht. Die Viren kommen dabei, wie

bereits in Kapitel 1.5.3 erwéhnt, aus wahrscheinlich unterschiedlichen Quellen.

5.1.3 TTV - Altersverteilung

Da man sich im Laufe des Lebens immer wieder mit verschiedenen TTV-Genotypen
infiziert, lag die Vermutung nahe anzunehmen, dal die Wahrscheinlichkeit einer TTV-
Mehrfachinfektion mit dem Alter ansteigt, sofern eine bereits bestehende Infektion nicht
wieder abheilt. Auch miiliten TTV-Pravalenzahlen mit dem Patientenalter steigen. Puig-
Basagoiti et al. fanden heraus daB eine Person um so weniger verschiedene TTV-
Genotypen in sich trigt, je jlinger sie ist (Puig-Basagoiti et al. 2000). Auch im Rahmen
dieser Studie konnte gezeigt werden, daB3 es signifikante Unterschiede in der Haufigkeit
von TTV-Einfach und —Mehrfachinfektionen zwischen verschiedenen Altersstufen gibt
(Tabelle 15). So ist zwischen der WHO-Altersgruppe 2 (5-9 Jahre) und der WHO-
Altersgruppe 3 (10-14 Jahre) ein signifikanter Anstieg der TTV-Mischinfektionsrate von
45.5% auf 72.7% zu beobachten (p=0.029). Da die Altersgruppe 2 mit 54.8% die hochste
Privalenz der Einfachinfektionen aller Altersgruppen hat, scheint bereits dort eine
Virussittigung (Zahl der Neuinfektionen im Gleichgewicht mit der Zahl der Personen, bei
denen das Virus wieder verschwindet) erreicht zu sein. In den WHO-Altersgruppen 3, 4, 5
und 6 (10-14, 15-19, 20-24 und 25-29 Jahre) bleibt der Anteil der Mehrfachinfektionsrate
bei etwa 70% und scheint damit auch eine Sattigung erreicht zu haben. Gruppe 7 weist mit
5-Mischinfizierten sogar eine 100%ige Mischinfektionsrate auf. Es scheint, als wiirde sich
die Rate der nachweisbaren Mischinfektionen bereits in jungen Jahren auf hohem Niveau
einpendeln. Dafiir spricht auch der Altersunterschied von zwei Jahren (15.6 zu 17.4)
zwischen TTV-Einfachpositiven und TTV-Mehrfachpositiven (Vergleiche 4.1 Tabelle 14).
Dabei scheint die Viruspriavalenz mit steigendem Alter zurlickzugehen. Dies 146t auf eine
Viruselimination im Wirt schlieBen. Somit infiziert sich der Mensch mit verschiedenen
TTV-Genotypen und weist, je alter er wird, hohere Mischinfektionsraten auf. Bei einigen
wird das Virus jedoch auch eliminiert. Diese Personen tragen kein nachweisbares TT-Virus
mehr in sich. Dies zeigen die Privalenzzahlen, die mit steigendem Alter zuriickgehen

(Vergleiche 4.1 Tabelle 14).

5.1.4 TTV - Transmission

TTV kommt ubiquitér vor, zeigt hohe Priavalenzzahlen in der Normalbevdlkerung und 1483t

sich in Korperfliissigkeiten wie Blut, Speichel, Muttermilch, Rachenabstrich etc.
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nachweisen (Okamoto et al. 2001). Die transplazentare Ubertragung des Virus stellte sich
als unbedeutend heraus. Somit sind andere Ubertragungswege wesentlich bedeutsamer
(Lin et al. 2002). Die Virusiibertragung mittels Muttermilch, Tropfcheninfektion oder die
sexuelle Virusiibertragung, aber auch die Ubertragung mittels Trinkwasser scheinen eine
wesentliche Rolle in der Verbreitung des TT-Virus zu spielen (Vaidya et al. 2002) (Lin et
al. 2002) (Szenborn et al. 2003) (Maggi et al. 2003). Dabei konnte die Ubertragung mittels
Tropfcheninfektion sehr bedeutend sein (Maggi et al. 2003). Alles in allem ist die
Bedeutung der verschiedenen Ubertragungswege fiir TTV noch nicht geklirt. Sein
ubiquitdres Auftreten und seine lange Evolutionsgeschichte lassen jedoch auf vielfdltigste
Transmissionswege schlieBen. Das Vorkommen des Virus in Abwasser und
Oberflichenwasser (Vaidya et al. 2002) ist nur ein weiterer moglicher Transmissionsweg.

Untersuchungen an spanischen TTV-positiven Patienten ergaben, da3 Mischinfizierte eine
signifikant héhere Menge Bluttransfusionen erhalten hatten wie einfachinfizierte TTV-
positive Patienten (Forns et al. 1999). Lefrere et al. untersuchten 173 mehrfach
transfundierte Patienten in Frankreich auf TTV. Lediglich 27,7% der Patienten waren
TTV-positiv (Lefrere et al. 2000). Anhand dieser Zahl wird deutlich, daB TTV
wahrscheinlich nur sehr selten mittels Bluttransfusionen iibertragen wird. Wéhre dies ein
wichtiger Ubertragungsweg, so wiirde der Anteil TTV-positiver Patienten gerade bei
mehrfach Transfundierten wesentlich hoher ausfallen. Die von Lefrere et al. ermittelten
27.7% entsprechen durchaus der Durchseuchungsrate der Normalbevdlkerung und lassen
keine Riickschliisse auf einen Zusammenhang zwischen einer TTV-Infektion und
Bluttransfusionen zu. Entsprechend fielen auch die Ergebnisse dieser Studie aus, die
analog zu Lefrere keinen Zusammenhang zwischen TTV-Infektion und Bluttransfusionen
herstellen konnten. Weder die Gesamtzahl der verabreichten Blutprodukte noch die Zahl

einzelner Blutprodukte unterschied sich bei TTV-Positiven und TTV-Negativen.

5.1.4.1 TTV - Korrelation mit GBV-C, HBV und HCV

Gesucht wurden signifikante Zusammenhinge zwischen der Prédvalenz einer TT-
Virusinfektion und der Haufigkeit einer Infektion mit GBV-C, HBC und HCV. Bei
Infektionen mit GBV-C zeigte sich, dal 55.9% der GBV-C-Positiven auch TTV-positiv
waren und nur 41.6% der GBV-C-Negativen waren TTV-positiv. Der Unterschied
erreichte jedoch mit p=0.147 keine Signifikanz. Somit konnte hier kein positiver
Zusammenhang zwischen einer GBV-C-Infektion und einer TTV-Infektion nachgewiesen

werden.
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Bei HBV zeigte sich, dall nur 40.0% der HBV-Positiven und 42.9% der HBV-Negativen
TTV-positiv getestet wurden. Signifikante Unterschiede lagen auch hier nicht vor
(p=0.837). Somit konnte die Vermutung, eine TTV-Infektion verbreite sich auf dhnlichem
Wege wie eine HBV-Infektion nicht bestitigt werden. Die Ubertragungswege des HB-
Virus scheinen folglich fiir TTV nicht wichtig zu sein.

Als drittes wurde versucht, HCV und TTV miteinander in Verbindung zu bringen. Nur
32.4% der HCV-Positiven aber 44.3% der HCV-Negativen waren TTV-positiv. Die
Unterschiede sind noch nicht signifikant (p=0.087). Ein negativer Zusammenhang
zwischen einer HVC-Infektion und TTV konnte somit nicht bestitigt werden. HCV-
Positive scheinen eher seltener TTV-infiziert zu sein als HCV-Negative. Somit sind auch
die Ubertragungswege des HC-Virus fiir die Epidemiologie von TTV von eher
untergeordneter Bedeutung.

Wihrend es noch 14.3% mehr GBV-positive TTV-Triger gab, war bei Betrachtung der
Patienten mit HBV und HCV Infektionen die Zahl der mit TTV Koinfizierten unter der der
entsprechend HBV-/HCV-Negativen. Somit kann ein epidemiologischer Zusammenhang
zwischen Infektion mit HB- und HC-Viren einerseits und einer Infektion mit TTV
andererseits ausgeschlossen werden. Uberraschend ist, daB ca. 12% mehr HCV-Negative
TTV-positiv waren als HCV-Positive. Mdglicherweise behindern sich diese beiden Viren
gegenseitig bei der Vermehrung, was zur hiaufigen Ausheilung der einen oder der anderen
Infektion fithren konnte.

Festzuhalten ist, dal eine TTV-Infektion unabhédngig einer bestehenden Infektion mit
GBV-C, HBV oder HCV auftritt. Wie bereits in Kapitel 1.5 beschrieben, gibt es vielfiltige
Transmissionswege fir TTV. Auch an den hohen TTV-Priavalenzzahlen unter gesunden
Menschen sieht man, da3 das TT-Virus nicht auf den parenteralen Infektionsweg von HBV

oder HCV angewiesen ist.

5.1.4.2 TTV - Korrelation mit Operationsanzahl

Bei der Analyse eines moglichen Zusammenhanges zwischen Operationsanzahl und einer
TTV-Infektion zeigte sich, dall bei TTV-negativ getesteten Patienten mit im Schnitt 1.67
etwa gleich viel Operationen wie TTV-positiv getesteten Patienten durchgefiihrt wurden
(1.67 zu 1.64). Auch hatten TTV-Einfachpositive in etwa die gleiche Anzahl an
Operationen wie TTV-Mehrfachpositive erhalten (1.62 zu 1.69). Dies zeigt, dafl Operation
und TTV-Infektion nicht unmittelbar zusammenhéngen miissen. Somit wird das Virus

wahrscheinlich nicht durch die Operation iibertragen. Auch scheint die Wahrscheinlichkeit
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einer hospitalen TTV-Infektion durch ldngere Liegezeiten der mehrfachoperierten Kinder

nicht hoher als in der normalen Umgebung der Patienten.
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Abbildung 16

Korrelation Operationsanzahl und TTV-Infektion

5.1.4.3 TTV — Korrelation mit Bluttransfusionen

Da in dieser Arbeit Seren herzoperierter Kinder, die im Rahmen ihrer Operationen
Blutprodukte verschiedenster Art erhalten hatten, untersucht wurden, wurde gepriift, ob
eine TTV-Ubertragung mittels Blutprodukte wahrscheinlich ist.

Im Folgenden eine kurze Erkldrung der Blutprodukte die den Patienten wéhrend ihrer
Operationen verabreicht wurden.

Vollblut

Ist das vom Spender gewonnene nicht fraktionierte Blut. Nach Testung des Blutes wird es
bei 4°C gelagert und kann innerhalb eines Zeitraumes von 35 Tagen transfundiert werden.
Warmblut

Warmblut ist gleich Vollblut. Mit dem Unterschied, daB3 es ohne Kiihlung direkt nach
entsprechender Testung verabreicht wird.

Frischblut

Ist dhnlich dem Warmblut mit dem Unterschied, dafl es zwar nicht mehr warm, aber nur
kurz gelagert ist. Dabei diirfen die Konserven maximal zwischen drei und sieben Tage alt
sein (je nach Richtlinien der jeweiligen Klinik).

Erythrozytenkonzentrat
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Heutzutage das Blut-Standardprodukt. Dabei wird Vollblut zentrifugiert. Es setzen sich
von unten nach oben Erythrozyten-Leukozyten-Thrombozyten-Plasma ab. Das Plasma und
die Thrombozyten werden herausgenommen. Die Ubriggebliebenen Erythrozyten werden
mit einer Néhrlosung zur besseren Lagerfahigkeit versetzt und sind so bei 4°C Kiihlung 35
Tage haltbar.

Frischplasma

Auch gefrorenes Frischplasma oder Fresh Frozen Plasma (FFP) genannt. Gewonnen durch
Plasmaferese wird es innerhalb von 18h schockgefroren. Dabei wird FFP nur durch
Plasmaferese und nicht aus der Vollblutspende gewonnen, da die Plasmagewinnung aus
der Vollblutspende zuviel Zeit in Anspruch nimmt. Bei einer Kiihlung von minus 40°C
betrdgt die Lagerzeit fiir FFP zwei Jahre.

Heparinblut

Hier wird als Gerinnungshemmer nicht Citrat (ist bei Kleinkinder problematisch) sondern
Heparin verwendet. Der Nachteil ist, daB3 es innerhalb weniger Tage abgebaut wird und
damit die Gerinnungshemmung endet. Heparinisiertes Blut wird nur auf spezielle

Anforderung hin hergestellt. Die Lagerzeit ist auf maximal 48 Stunden begrenzt.

Unter den Empfiangern von Blutprodukten waren 43.6% TTV-positiv, gegeniiber 36%
derer, die kein Blut erhielten. Auch haben mehr Mehrfachpositive als Einfachpositive
Bluttransfusionen erhalten. Die Unterschiede sind jedoch nicht signifikant (p=0.364 fiir
TTV-negativ und —positiv und p=0.557 fiir TTV-einfachpositiv und -mehrfachpositiv)
somit kann kein Zusammenhang zwischen Bluttransfusionen und einer TTV-Infektion

hergestellt werden. Blut ist demnach nicht ein Hauptiibertragungsweg fiir das TT-Virus.

Weiter zeigte sich, daBB TTV-Positive im Schnitt 7.08 Konserven erhielten und TTV-
Negative 8.01 (p=0.772). Auch erhielten TTV-Einfachinfizierte durchschnittlich 7.24
Transfusionen und damit etwas mehr als TTV-Mehrfachinfizierte mit 6.87
Bluttransfusionen (p=0.222). Zu erwarten wére gewesen, da zumindest TTV-
Mehrfachinfizierte mehr Blut als Einfachinfizierte bekommen haben, da das TT-Genom
mittels PCR im Blut nachweisbar ist. Es handelt sich jedoch moglicherweise hdufig um
nichtinfektiose inkomplette Viruspartikel, die sich nicht im Korper des neuen Wirtes

vermehren, sprich ansiedeln kdnnen.

Im Folgenden wird auf die einzelnen Arten der Transfusionen eingegangen.
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Unter allen Blutempfangern hatten nur die Vollblutempfanger eine hohere TTV-Privalenz
mit 31.0% TTV-Positiver gegeniiber 23.6% TTV-Negativer (p=0.091). Bei allen anderen
aufgefiihrten Blutarten hatten TTV-Negative dieselben hiaufiger bekommen als TTV-
Positive. Bei keiner Bluttransfusionsart war der p-Wert jedoch so klein, als dal man von
einem signifikanten Unterschieden zwischen TTV-positiven und —negativen Personen
sprechen konnte.

Die Warmblutempfinger hatten mit 56.5% den hochsten Anteil TTV-Positiver. Gefolgt
von Frischblutempfangern mit 54.8%. Den geringsten Anteil TTV-Positver hatten
Empfanger von Transfusionen mit Erythrozytenkonzentrat (11.9%).

Bei der Unterscheidung Einfach-/Mehrfachpositiver hatten die TTV-mehrfachpositiven
Patienten bei allen Bluttransfusionsarten bis auf Vollblut und Frischplasma eine hdhere
Zahl an Transfusionen erhalten. Wobei es bei allen Blutarten bis auf Warmblut und
Frischblut mehr TTV-Mehrfach- und —Einfachpositive gab, die kein Blut bekamen als
solche, die Transfusionen erhielten. Das gleiche Bild zeigt sich auch bei der Betrachtung
der TTV-Positiven. Der Anteil TTV-Positiver die kein Blut bekamen ist bei allen Blutarten
bis auf Warmblut und Frischblut héher als derjenigen, die Bluttransfusionen erhielten.

In allen Féllen lieBen sich keine signifikanten Zusammenhénge zwischen der Infektion mit
dem TT-Virus und der Art erhaltener Blutprodukte herstellen. Dies spricht dafiir, da TTV
im Rahmen dieser Studie nicht hdufig durch Blutprodukte iibertragen wurde.

Zusétzlich wurde die Anzahl erhaltener Blutprodukte bei TTV-positiven, TTV-negativen
und TTV-einfach-/mehrfachpositiven Patienten untersucht. Es fiel auf, da TTV-negative
Patienten geringfiigig mehr Warmblut, Frischplasma und Erythrozytenkonzentrat erhielten
als TTV-positive Patienten (0.07/1.08/0.03 Konserven mehr). Letztere erhielten lediglich
etwas mehr Frischblut, Vollblut und Heparinblutkonserven als TTV-negative Patienten
(0.12/0.11/0.02 Konserven mehr). Jedoch waren bei keiner Blutart die Unterschiede
zwischen TTV-Negativen und TTV-Positiven signifikant.

Im Vergleich Einfach- zu Mehrfachinfizierten zeigte sich, daB3 Einfachinfizierte mehr
Vollblut und Frischplasma erhalten hatten (0.04/0.87 Konserven mehr). Mehrfachinfizierte
bekamen mehr Warmblut, Frischblut und Heparinblut (0.22/0.12/0.10 Konserven mehr).
Beide Gruppen erhielten jeweils die gleiche Anzahl an Erythrozytenkonzentraten (0.16
Konserven). Auch hier konnten keine signifikanten Zusammenhinge zwischen Anzahl und
Art erhaltener Blutprodukte und einer TTV-Einfach- oder Mehrfachinfektion gefunden

werden.



52

Wiirde das TT-Virus hiufig mittels Blutprodukte iibertragen werden, so wére eine TTV-
Mehrfachinfektion héufiger bei Blutempfingern gefunden worden. Bei einer
transfusionsbedingten Ubertragung des TT-Virus hitten TTV-Positive signifikant mehr
Transfusionen erhalten, dariiber hinaus hitten TTV-Mehrfachinfizierte Personen
signifikant mehr Transfusionen als TTV-Einfachinfizierte erhalten. Beides war in dem hier
untersuchten Patientenkollektiv nicht der Fall.

Die These, TTV konne ein durch Transfusion {ibertragenes Virus (TTV wurde
falschlicherweise als ,,transfusion transmitted virus* bezeichnet) sein, konnte somit nicht
belegt werden. Diese Zahlen zeigen, dal das TT-Virus in erster Linie nicht den Blutweg
bei seiner Verbreitung nutzt. Andere Transmissionswege miissen also wichtiger sein.
Abbildung 17 zeigt das Verhiltnis der TTV-Infektion mit Anzahl und Art der
Bluttransfusionen. Es ist gut zu erkennen, dal3 es zwischen TTV-Positiven und —Negativen

sowie zwischen Einfach- und Mehrfachpositiven keine signifikanten Unterschiede gibt.
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Abbildung 17
Korrelation der TTV-Infektion mit versch. Bluttransfusionsarten

Mittlere Anzahl erhaltener Konserven pro TTV-Infektion
K/TTV = Konserven pro TTV-Infektion

+=TTV-positiv, - = TTV-negativ

e+ = einfach TTV-positiv, m+ = mehrfach TTV-positiv
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5.1.5 TTV - Pathogenitat

Bislang ist eine mogliche Pathogenitidt des TT-Virus noch vollig unklar und noch nicht
ausgeschlossen. Auf der Suche danach mull das Vorhandensein verschiedener Varianten
oder Subspezies innerhalb der Virusfamilie in Betracht gezogen werden. So konnten einige
Genotypen bei Superinfektionen mit anderen Viren bestimmte Krankheiten triggern,

wihrend wiederum andere Genotypen vollig harmlos bleiben.

Viele Studien versuchten einen Zusammenhang zwischen TTV und Hepatitiden
herzustellen. Einige bejahen dies, die Mehrzahl kommt jedoch zu dem Ergebnis, da3 TTV
selbst keine Leberschidden verursacht (Forns et al. 1999). Gerner vermutet, dal nur
bestimmte TTV-Genotypen pathogen sind, wihren andere apathogen als Kommensalen
auftreten (Gerner et al. 2004). Wenn tberhaupt, konnte TTV vielleicht bestimmte
Krankheiten bei immungeschwichten Personen (z.B. HIV-Positiven) triggern
(moglicherweise im Rahmen einer gleichzeitigen oder schon bestehenden Infektion mit
anderen Viren). Gegen eine mogliche Pathogenitit sprechen die trotz vieler
Untersuchungen bislang fehlenden Beweise, das ubiquitire Vorkommen des Virus, sein
hohes phylogenetisches Alter und die hohe Prévalenz des Virusnachweises in der gesunden
Normalbevdlkerung von bis zu 94% in Japan (Ukita et al. 2000). Da aber, wie bereits in
1.1 beschrieben, TTV urspriinglich bei einem Patienten mit Posttransfusions-Hepatitis
isoliert wurde, ging man lange Zeit von einer mdglichen Hepatotoxizitit des TT-Virus aus.
Ziel dieser Arbeit war unter anderem zu ermitteln, inwieweit eine Infektion mit TT-Viren
Leberzellschddigungen bedingen kann. Demzufolge wurden verschiedene Laborwerte mit
einer TTV-Infektion korreliert. Da bei TTV héufig von einer moglichen Hepatotoxizitét
des Virus gesprochen wird, wurden folgende Laborparameter mit einer TTV-Infektion in

Beziehung gesetzt: GOT, GPT, GGT, GLDH, LDH, AP.

Bei dem Vergleich der Werte TTV-negativer und TTV-positiver Patienten ergaben sich
keine signifikanten Unterschiede beziiglich der Leberwerte. Auch fanden sich
diesbeziiglich keine signifikanten Unterschiede zwischen TTV-Einfach- und TTV-
Mehrfachinfizierten. Dies spricht dafiir, da3 TTV nicht hepatotoxisch ist. Die fast
gleichbleibend hohe Durchseuchung bereits bei jungen Personen spricht dafiir, daf selbst
nach jahrelanger chronischer TTV-Infektion keine Leberzellschddigung auftritt. Weiter
wurden die Patienten auf eine hepatotoxische Korrelation bei gleichzeitigem
Vorhandensein einer TTV-Infektion und einer HCV-Infektion untersucht. Bei der

Untersuchung der Leberparameter in Korrelation mit der An- oder Abwesenheit von anti-
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HCV-Antikorpern und HCV-RNA konnte gezeigt werden, da3 das HC-Virus und nicht das
TT-Virus fiir die Erhéhung der Leberwerte verantwortlich ist. Somit spielt TTV auch bei
Patienten mit einer HCV-Infektion keine Rolle in Bezug auf Leberschiddigungen
(vergleiche hierzu Meng et al. 2001).

Um dies jedoch weiter abzusichern, miifiten die TTV-positiven Patienten zu einem
spateren Datum erneut untersucht werden. Zum jetzigen Zeitpunkt scheint sicher, dal TTV
in den hier untersuchten 414 Patienten keine Leberzellschdden verursacht hat. Dies wird
bestitigt durch die Tatsache, daB TTV-negative Patienten bei den untersuchten Hepatitis-
Laborwerten zum Teil sogar geringfiigig hohere Mittelwerte aufwiesen als entsprechend
TTV-positiv getestete Patienten.

Die hier dargestellten Ergebnisse sind somit ein weiterer Hinweis auf eine fehlende

Leberpathogenitét des TT-Virus.

5.2 Uberlegungen zur TTV-Transmission

Die These, TT-Viren werden mittels Blutprodukte {ibertragen konnte im Rahmen dieser
Arbeit nicht bewiesen werden. Im Gegenteil schliet diese Arbeit den Weg iiber
Bluttransfusionen als einen mdglichen Ubertragungsweg fiir das TT-Virus aus. Somit muf3
es fiir das Virus andere Transmissionswege geben. Andere Korperfliissigkeiten scheinen
hiufiger zur Virusiibertragung zu fithren. So ist zum Beispiel die Ubertragung mittels
Tropfcheninfektion als ein moglicher Weg anzusehen (Okamoto et al. 2001). Auch ist
Sexualkontakt (Sperma) zur Virusiibertragung gut geeignet, da hier Viren iibertragen

werden, die direkt aus ihrem Replikationsreservoir (Hoden) stammen.

5.3 TTV - Pravalenz

Von den hier untersuchten 414 Personen wurden 177 positiv auf TTV getestet. Dies
entspricht 42.8%. Damit liegt diese Studie im Mittelfeld weltweiter Privalenzzahlen. In
Tabelle 26 sind einige Prdavalenzzahlen aufgefiihrt. Man erkennt groBe Unterschiede
zwischen den einzelnen Léndern. Diese sind zum Einen durch die natiirlichen Unterschiede
der Virusprivalenz, zum Anderen durch die Verwendung unterschiedlicher Primer beim
PCR-Nachweis des TTV-Genoms bedingt. So sind Primer aus der UTR-Region wesentlich

sensitiver als Primer aus Bereichen der verschiedenen ORFs.
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Tabelle 26

Privalenzdaten zur ubiquitiren TTV-Verbreitung

Gruppe Land % TTV-positiv Studie
Normalbevdlkerung  Schottland 1,90% [Prescott et al. 1999]
Normalbevdlkerung  USA 12% [Erker et al. 1999]
Normalbevolkerung  Spanien 13% [Forns et al. 1999]
Normalbevdlkerung  GB 21% [Simmonds et al. 1998]
Normalbevolkerung  Kongo 44% [Prescott et al. 1999]
Normalbevolkerung  Nigeria 52% [Prescott et al. 1999]
Gesunde Kinder Brasilien 67% [Sabback et al. 2002]
Normalbevélkerung  Ecuador 71% [Prescott et al. 1999]
Normalbevolkerung  Papua Neu Guinea 74% [Prescott et al. 1999]
Normalbevélkerung — Portugal 74% [Parreira et al. 2004]
Hamophilie-Patienten Italien 76% [Puig-Basagoiti et al. 200]
Normalbevdlkerung  Gambia 83% [Prescott et al. 1999]
Normalbevolkerung  Finnland 86% [Kakkola et al. 2002]
Gesunde Kinder Taiwan 90% [Hsu et al. 2003]
Normalbevdlkerung  Japan 94% [Ukita et al. 2000]
Normalbevdlkerung  Indonesien 95% [Muljono et al. 2001]
Abwasserproben Indien 13% [Vaidya et al. 2002]

Gerner et al., Haufe et al. und Kolzer et al. untersuchten deutsche Bevdlkerungsgruppen
auf TT-Virusinfektionen. 21% der von Gerner et al. untersuchten gesunden Kinder waren
TTV-positiv. Weiter wurden HBV-positive und HCV-positive Kinder untersucht. Unter
thnen waren 65%, bzw. 69% TT-Virustrdger. HBV- und HCV-infizierte Kinder waren, im
Gegensatz zu den Ergebnissen dieser Studie, signifikant hdufiger TTV-positiv als gesunde
Kinder. Wihrend Gerner et al. einen Zusammenhang zwischen Hepatitis und TTV-
Infektion herstellen konnten, wurde dies in dieser Studie nicht belegt. Zu bemerken ist, daf3
Gerner et al. 104 Personen testeten, wiahrend im Rahmen dieser Arbeit 414 Personen
getestet wurden. Beziiglich der Aminotransferasewerte erzielt diese Studie die gleichen
Ergebnisse. Es konnte keine signifikante Erhohung der Leberwerte bei Vorliegen einer TT-
Virusinfektion gefunden werden. Das durchschnittliche Alter der Patienten in der Studie
von Gerner et al. lag bei 6.3 Jahren. Das Alter der Patienten dieser Studie war im Mittel
16.7 Jahre und die TTV-Privalenz betrug 42.8%. Durch die ldngere Lebenszeit und damit
durch wesentlich mehr Moglichkeiten einer Ansteckung 148t sich der Unterschied zu den
21% von Gerner et al. erkldren.

Ganz anders bei den Studien von Haufe et al. und Kdlzer et. al., die jeweils sehr
unterschiedliche TTV-Privalenzzahlen hervorbrachten. Wéahrend bei Haufe et al. nur
10.2% aller gesunder deutscher Blutspender TTV-positiv waren, ergaben die
Untersuchungen der gleichen Seren durch Kolzer et al. einen Wert von 81.9%. Der Grund
dieses doch recht grolen Unterschiedes liegt in der Verwendung anderer Primer. Wahrend
Haufe et al. Primer aus der N22-Region verwendeten, benutzten Kolzer et al. Primer aus

der UTR-Region. Zusitzlich zu gesunden Blutspendern untersuchten Kolzer et al.
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Prostituierte und Homosexuelle, wobei TTV-Positivwerte von 93%, bzw. 97.5% ermittelt
wurden. Die hohen Privalenzzahlen belegen einmal mehr die These, da3 TTV ein Virus

ist, das mannigfaltig, aber insbesondere auch beim Sexualkontakt iibertragen wird.

5.6 Ausblick — Wiinschenswertes

Zusammenfassend ist zu sagen, dal im Rahmen dieser Arbeit keine Hinweise auf eine
Korrelation zwischen dem Vorliegen einer TTV-Infektion und der Operationsanzahl sowie
der Art und Anzahl der verabreichten Bluttransfusionen gefunden wurde. Es fand sich auch
kein Hinweis auf eine Hepatotoxizitdt des TT-Virus. Um aber eventuelle Langzeitschiden
genauer beurteilen zu konnen sind Langzeitstudien notig, da es sein konnte, dal TTV erst

nach mehrjdhriger chronischer Infektion pathogen wirkt.

Verschiedene Studien lassen vermuten, daf} eine TTV-Infektion oft schon im Kindesalter
von der Umwelt auf oralem Wege erfolgt. Um dies zu bestitigen sind weitere
Untersuchungen nicht nur am Menschen notwendig. So sollten auch in Deutschland das
Oberflachenwasser auf TTV getestet werden. Auch ist nicht ausgeschlossen, da3 TTV als

Zoonose von Tieren auf den Menschen iibertragen wird.

Schon ldnger wird vermutet, TTV sei lediglich eine Kommensale im Wirt Mensch ohne
jegliche Pathogenitédt (Gerner et al. 2004). Dafiir sprechen zum Einen seine ubiquitére
Verbreitung und zum Anderen die Ergebnisse dieser Arbeit, die keine
Leberzellschiddigungen durch TTV nachweisen konnten.

Um grofle Teile der Bevolkerung auf TTV untersuchen zu kénnen und auch um grof3ere
Umweltstudien durchfiihren zu koénnen, ist die Entwicklung eines schnellen
Nachweisverfahrens notig. Aktuell gelingt der TTV Nachweis lediglich mittels zeit- und
kostenaufwendiger PCR. Daher ist die Entwicklung einer schnelleren PCR zum Nachweis
der TTV-Infektionen wiinschenswert. Mit Hilfe eines schnellerer Tests kann die
Epidemiologie der Infektion besser erforscht werden.

Weiterhin sollte an schnellen und kostengiinstigen Identifizierungsmethoden der TTV-
Genotypen geforscht werden. Ein Ansatz dazu ist das Genotypspezifische Schnittmuster
der RFLP-Analyse. Die Prdvalenz der verschiedenen Geotypen des TTV und die
Haufigkeit von TTV-Mischinfektionen sind bislang kaum untersucht und wahrscheinlich
weiter verbreitet als bislang angenommen. Mit Hilfe der Genotyp-spezifischen
Schnittmuster der RFLP-Analyse kann schnell und kostengiinstig eine Virustypanalyse

durchgefiihrt werden ohne dall der Weg {iber die Sequenzierung gegangen werden mul.
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Abschlieflend sei bemerkt, da3 die Erforschung und das Verstindnis des TT-Virus erst am
Anfang ist. Bezliglich einer moglichen Pathogenitit, der Transmissionswege und des
Virus-Reservoirs bleibt noch viel zu kldaren. Nur durch weitere Studien kann es gelingen,
diesen moglicherweise schon sehr alten Bewohner unseres Organismus besser zu

verstehen.
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6. Zusammenfassung

Im Jahre 1997 isolierten Nishizawa et al. ein bis dato unbekanntes Virus aus dem Serum
eines 58jdhrigen japanischen Patienten mit Posttransfusions-nonA-G-Hepatitis. Aufgrund
der Initialen des Indexpatienten nannten sie das Virus TT-Virus (TTV). TTV gehort
zusammen mit TLMV und CAYV in die neu geschaffene Gruppe der Paracircinoviridae.
Anfanglich schien es, als konnte TTV eine Hepatitis verursachen. Dies wurde jedoch im
Lauf der Jahre und mit zunehmender Anzahl an Studien immer unwahrscheinlicher. Bis
heute kann das TT-Virus mit keinen pathologischen Verdnderungen in Zusammenhang
gebracht werden.

Im Rahmen dieser Studie wurden 414 herzoperierte Kinder mit einem Durchschnittsalter
von 17 Jahren auf TTV getestet.. Diese Kinder waren mittels PCR zu 42.8% positiv. Die
positiv auf TTV getesteten Kinder wurden auf TTV-Einfach- und —Mehrfachinfektionen
mittels der RFLP-Analyse untersucht. Bei 26.8% aller Kinder fanden sich mehrere TTV-
Genotypen im Serum.

Unter den 414 Kindern zeigten 25 Kinder Marker einer bestehenden oder abgelaufenen
Hepatitis-B-Infektion (anti-HBc-positiv), 37 Kinder Marker einer bestehenden oder
abgelaufenen Hepatitis-C-Infektion (anti-HCV-positiv) und 34 Kinder Marker einer
bestehenden GBV-C-Infektion (GBV-C-RNA-positiv) Es wurde gepriift, ob TTV &hnlich
tibertragen wird wie das Hepatitis-B, Hepatitis-C und das GBV-C-Virus. Bei den mit
diesen Viren infizierten Kindern fand sich die TTV-Infektion nicht hdufiger als bei
nichtinfizierten Kindern. Die Ubertragungswege dieser Viren (hiufig sexuell bei HBV,
vorwiegend parenteral bei HCV) spielen deshalb keine bedeutende Rolle in der
Verbreitung des TT-Virus.

Bei der Korrelation verschiedener Leberparameter (GOT, GPT, GGT, LDH, GLDH, AP)
mit einer bestechenden TTV-Infektion fand sich kein signifikanter Zusammenhang. Auch
erbrachte die Untersuchung der Leberwerte bei Koinfektionen mit TTV und HCV keinen
Hinweis auf eine hepatotoxische Eigenschaft des TT-Virus. Erhohte Leberwerte konnten
ausschliefllich mit dem Vorhandensein von HCV-Markern assoziiert werden. Die Studie
spricht deshalb gegen eine hepatopathische Eigenschaft des TT-Virus.

Um mogliche Transmissionswege des Virus abzukldren, wurde sowohl die Anzahl der
Operationen als auch die Anzahl und Art der verabreichten Bluttransfusionen mit dem
Vorliegen einer TTV-Infektion korreliert. Es zeigte sich, daB TTV-negative Patienten

sogar geringfligig Ofters operiert worden waren und etwa die gleiche Anzahl von
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Bluttransfusionen erhalten hatten wie TTV-positive Patienten. Ein Zusammenhang
zwischen einer TTV-Infektion und der Anzahl der Operationen sowie der Art und Menge
der verabreichten Bluttransfusionen konnte nicht festgestellt werden.

Bluttransfusionen, egal welcher Art, scheinen deshalb kein wichtiger Ubertragungsweg fiir

die auch in dieser Arbeit gezeigte hohe Durchseuchung bereits der jungen Bevolkerung mit
TTV zu sein.
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