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Einleitung

|. EINLEITUNG

Die Virushepatitiden A-E stellen heute weltweit eine der wichtigsten Infektionserkrankungen
dar. Es konnten bisher flnf verschiedene, primér hepatotrope, virale Hepatitiserreger (Tab.1.1)
identifiziert werden, die zusammen fir ca. 80-90 % aller Virushepatitiden verantwortlich sind.
Daneben gibt es zahlreiche nicht primér hepatotrope Viren, bei denen, unter Mitbeteiligung
anderer Organsysteme, auch die Leber betroffen sein kann (sogenannte “Begleithepatitis”’,
z.B. CMV, EBV, Parvovirus B19, Coxsackieviren, Viren, die hamorrhagische Fieber aus-

|G6sen).

Tab.l.1 Entdeckung und familidre Zuordung der Hepatitisviren A-E.

Erreger Virusfamilie Entdeckung
Hepatitis-A-Virus  Picornaviridae 1973 Entdeckung in Stuhlproben (Feinstone et al.)
(HAV)
Hepatitis-B-Virus  Hepadnaviridae 1964 Entdeckung des Hepatitis B  Oberflachenantigens
(HBV) (HBsAQ) (Blumberg et al.)

1971 Entdeckung des vollsténdigen Viruspartikels (Dane et al.)
Hepatitis-C-Virus  Flaviviridae 1974 Erste Hinweise auf HCV, beschrieben as sogenannte
(HCV) Non-A-Non-B-Hepatitis

1989/90 Identifizierung von HCV (Choo et al., 1989; Choo et al.,

1990)

Hepatitis-D-Virus  Hepadnaviridae 1977 Entdeckung in Patienten mit chronischer Hepatitis-B
(HDV) (Rizzetto et al.)
Hepatitis-E-Virus  Cdliciviridae 1990/91 Entdeckung von HEV (Reyes et al., 1990; Reyes et al.,
(HEV) 1991)

10-20 % der verbleibenden Virushepatitiden konnen trotz zuverlassiger Teste keinem der
bisher bekannten viralen Hepatitiserreger zugeordnet werden (Non-A-E-Hepatitis). In vielen
klinischen Studien wurden Patienten mit erhohten Aminotransferase-Spiegeln (Marcellin et
al., 1993) und chronischer (Alter et al., 1992) oder fulminanter Hepatitis (Kuwada et al.,
1994) gefunden. So entstand die Vermutung, dal3 zumindest noch ein bis dahin unbekannter
Erreger humaner viraler Hepatitiden existieren sollte. Ein im Jahr 1995 entdecktes, dem der
Familie der Flaviviridae angehtrenden Hepatitis-C-Virus dhnliches Virus, von den beiden
Erstbeschreibern as “GB-Virus-C” (GBV-C) bzw. “HepatitisG Virus’ (HGV) bezeichnet,

wurde als moglicher Ausldser dieser bis dahin étiologisch ungeklarten Erkrankung diskutiert.



Einleitung

1. Historische Hinwel se auf eén neuartiges Hepatitisvirus

Erstmalige Vermutungen tber die mogliche Prasenz eines weiteren viralen Hepatitiserregers
kamen im Jahre 1964 auf, as ein 34jdhriger Chirurg aus Chicago mit den Initialen “G.B.” an
einer akuten Hepatitis unbekannter Atiologie erkrankte.

Der damals an der Universitét von Illinois tétige Virologe Dr. Friedrich Deinhardt, von 1977-
1992 Direktor des Max von Pettenkofer-Institutes der Ludwig-Maximilians-Universitét
Minchen, inokulierte 1967, auf der Suche nach einem Tiermodell fiir die damals bekannten
viralen Erreger der Hepatitis A und B, sldamerikanische Kralenaffen (s. Abb.l.1) mit
Akutserum (dritter Tag der Gelbsucht) des Chirurgen “G.B.”.

Abb.l.1

Siidamerikanischer Krallenaffe (Tamarin)
der Spezies Sanguinus fuscicollis. Die
Abbildung wurde freundlicherweise von
Judith Seebach zur Verfligung gestellt.

Die Kralenaffen entwickelten daraufhin eine klinisch, laborchemisch und histologisch
dokumentierte Hepatitis, was sich in erhohten Leberenzym-Werten, insbesondere des
Enzymes Alanin-Amino-Transferase (ALT), zeigte. Ebenso war eine Passagierung des “GB-
Agens’ in Kralenaffen moglich (Deinhardt et al., 1967). Es konnte jedoch nicht geklart
werden, ob das GB-Hepatitis-Agens humanen Ursprungs war oder es sich moglicherweise um
ein endogenes aktiviertes Affenvirus handelte (Parks et al., 1969). Aufgrund serologischer
und physikalischer Eigenschaften sowie durch Kreuzinfektionsexperimente konnte gezeigt
werden, dal3 es sich be dem “GB-Agens’ um keinen der bis dahin bekannten viralen
Hepatitiserreger (Hepatitis-A-Virus und Hepatitis-B-Virus) handelte (Deinhardt et al., 1975).
Infolge spéterer Untersuchungen konnte auch eine ldentitéde mit dem 1989 entdeckten
Hepatitis-C-Virus, damals bezeichnet als “Non-A-Non-B-Hepatitis-Virus’, und dem 1990
entdeckten Hepatitis-E-Virus ausgeschlossen werden. Trotz aler Bemihungen gelang es F.
Deinhardt bis zu seinem Tod im Frihjahr 1992 nicht, den Erreger der GB-Hepatitis der
Krallenaffen zu identifizieren.



Einleitung

2. Isolierung des GB-Virus-A (GBV-A) und GB-Virus-B (GBV-B)

Fast 30 Jahre nach den ersten Hinweisen auf das Vorhandensein eines neuen viraen
Hepatitiserregers gelang Wissenschaftlern der Firma Abbott Laboratories, North Chicago, die
Identifizierung viraler Nukleinsduren in dem Serum eines mit dem GB-Hepatitis-Agens
infizierten Tamarinen (Simons et al., 1995). Die Isolierung wurde mittels einer neuen
Technologie, der sogenannten “Représentativen Differenzanayse” (Representational
Difference Analysis, RDA) nach Lisitsyn et al. (Science, 1993) durchgeftihrt, bei der durch
Polymerase-K etten-Reaktion (PCR) selektiv Nukleinsauren amplifiziert werden, die in einer
Probe vorhanden sind und in einer ansonsten identischen Kontrolle fehlen. Unter Verwendung
von Serumproben eines Tamarins vor (Kontrolle) und nach Infektion mit dem GB-Agens
(Probe) konnten sieben cDNA-Klone mit viralen Sequenzen isoliert werden (s. Abb.1.3). Die
Sequenzanalyse der cDNA-Klone flihrte zu dem Uberraschenden Ergebnis, dal3 das GB-
Hepatitis-Agens zwel verwandte, jedoch verschiedene Viren enthielt, die als “GB-Virus-A”
(GBV-A) und “GB-Virus-B” (GBV-B) bezeichnet wurden (Simons et al., 1995). Studien zur
Ubertragung des GB-Hepatitis-Agens in Tamarinen mit anschlieRender molekularer und
serologischer Analyse konnten dieses Ergebnis bestétigen (Schlauder et al., 1995). Aufgrund
ihrer Ahnlichkeit zu dem Hepatitis-C-Virus wurden sie vorlaufig als neuer Genus in die
Familie der Flaviviridae eingeordnet und als mogliche Agentien fir Non-A-E-Hepatitisfélle
diskutiert. Zur Untersuchung dieser moglichen Beteiligung an Non-A-E-Hepatitiden, wurden
unter Verwenden rekombinanter Proteine beider Viren (Core und Nicht-Struktur (NS)-
Proteine NS3, NS4, NS5 des GBV-B; NS-Proteine des GBV-A; vgl. Kap.l.4) Enzyme-Linked
Immuno Sorbent Assays (ELISAs) etabliert. Die ELISAs zeigten, da? GB-inokulierte
Tamarine mit einer spezifischen, jedoch wieder abklingenden Antikorper-Antwort gegentber
rekombinantem GBV-B-Proteinen reagieren. Durch mit reverser Transkription gekoppelte
Polymerase-K etten-Reaktion (RT-PCR) konnte zusétzlich in Tamarinseren einige Wochen
nach Inokulation virale RNA von GBV-A und/oder GBV-B nachgewiesen werden (Simons et
al., 1995)

3. Isolierung des humanen GB-Virus-C (GBV-C)/Hepatitis G-Virus (HGV)

Mit Hilfe der fir GBV-A und GBV-B etablierten ELISAs sollte nun auch die Pravalenz von
virusspezifischen Antikorpern in Patientenseren (Blutspender und Hepatitis-Risikogruppen)
bestimmt werden. Es konnte jedoch bei keinem der ELISA-positiven Patienten in der PCR die
RNA von GBV-A oder GBV-B nachgewiesen werden. Aufgrund der zusétzlich fehlenden
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Korrelation zu klinischen Daten einer Virushepatitis wurde gefolgert, dal3 der eingesetzte
ELISA keine spezifischen, sondern mit Epitopen von GBV-A bzw. GBV-B kreuzreagierende
Antikorper erkannt hatte und diese Antikorper-Reaktion durch ein mit GBV-A bzw. GBV-B
verwandtes Virus hervorgerufen worden sein konnte. Unter dieser Annahme wurden die
immunreaktiven Seren erneut in der RT-PCR getestet, wobel nun anstelle von spezifischen
Primern (Erkennung der exakten Zielsequenz) degenerierte Primer (Erkennung auch nah
verwandter RNA-Sequenzen) fur das mutmallliche Helikase-Gen (vgl. Kap.1.4) von GBV-A,
GBV-B und HCV, eingesetzt wurden (vgl. Abb.1.2). Mit Hilfe dieser Methode gelang es, aus
einer Serumprobe eines westafrikanischen Patienten mit aplastischer Anamie ein RNA-
Fragment zu amplifizieren, das eine virusdhnliche Sequenz mit einer Identitdt von 59.0 %,
53.7 % und 47.9 % auf Nukleinsdureebene und von 64.2 %, 57.3 % und 50.4 % auf
Aminosaureebene zu GBV-A, HCV-1 und GBV-B aufwies. Weitere molekularbiologische
Untersuchungen zeigten, dal3 es sich hierbei um ein neues humanes Virus handelte, das
vorlaufig als“GB-Virus-C” (GBV-C) bezeichnet wurde (Simons et al., 1995).

1. Herkunft des “GB-Agens”

Patient “GB” Ubertragung auf Tamarine 11 Passagen “GB-Agens”
Hepatitis non-A, non-B (1969)
2. Isolierung von GBV-A und GBV-B, Entdeckung von GBV-C/HGV
GBV-A
i IE GBV-C/HGV
I E> RDA E> T W R
U m GBV-B P Y
S s 1
Kontrollserum, Reprasentative Ableitung degenerierter Identifizierung von GBV-C/HGV
GB-infiziertes Differenzanalyse Primer aus Affenviren in Humanserum
Affenserum GBV-A und GBV-B (1995)

Abb.l.2 Entdeckung der GB-Viren GBV-A, GBV-B und GBV-C.

Mittels représentativer Differenzanalyse (RDA) konnten die Viren GBV-A und GBV-B im Serum mit
dem “GB-Agens’ infizierter Tamarine identifiziert werden. In humanen Seren, die in einem ELISA
mit rekombinanten Proteinen von GBV-A/GBV-B reagierten, wurde durch PCR mit degenerierten
Primern ein drittes Virus, das GB-Virus-C, identifiziert (nach Kekulé et al., 1997).
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Einer anderen Forschergruppe mit Wissenschaftlern der Firmen Genelabs Technologies und
Boehringer Mannheim gelang es auf dhnlichem Wege, nach Inokulation von Primaten mit
Serum eines afrikanischen Patienten mit akuter Hepatitis unklarer Atiologie, ein weiteres mit
GBV-A, GBV-B und HCV verwandtes Virus zu isolieren, dal3 als “Hepatitis-G-Virus’
(HGV) bezeichnet wurde (Linnen et al., 1996)Y. Nach Analyse der RNA-Genome von
GBV-C und HGV (85.5 % Nukleinsdure-1dentitdt und 100 % Aminosaure-ldentitét bezlglich
der angenommenen NS3-Helikase-Region) stellte sich heraus, da3 es sich um Isolate
desselben Virus handelte (Linnen et al., 1996). Nachdem GBV-C keine Hepatitis verursacht,
ist die Ubereinkunft getroffen worden, die Bezeichnung “HGV” vorerst nicht weiter zu

gebrauchen. Deswegen wird in dieser Arbeit der Name GBV-C verwendet.

4. Molekularbiologie der GB-Viren

4.1 Das GB-Virus-A und GB-Virus-B

Genomor ganisation

Die Genome von GBV-A/GBV-B konnten bereits vollstéandig sequenziert werden (Muerhoff
et al., 1995). Es handelt sich um einzelstrangige lineare RNA-Molekile mit Plusstrang-
Orientierung und einer Lange von 9.493 bzw. 9.143 Nukleotiden fir GBV-A bzw. GBV-B.
Ein einziger “Offener Leserahmen” (Open Reading Frame, ORF) codiert hierbei fir ein
Vorléufer-Polyprotein von 2.972 bzw. 2.864 Aminosduren Lange fir GBV-A bzw. GBV-B.
Aus Vergleichen der Hydropathie-Profile von GBV-A, GBV-B, HCV (Hepatitis C-Virus),
BVDV (Bovines Virusdiarrhoe-Virus) und YFV (Yelow Fever Virus) konnte eine dhnliche
Struktur und Organisation des Polyproteins von GBV-A und GBV-B, insbesondere mit
HCV-1, festgestellt werden. Im aminoterminalen Bereich werden, entsprechend zu HCV, die
Strukturproteine Core, Envelope-1 (E1) und Envelope-2 (E2), im carboxyterminalen Bereich
die Nichtstruktur-Proteine NS2, NS3, NS4 und NS5 codiert (vgl. Abb.l.3). Das Core-Protein
konnte bisher nur bei GBV-B eindeutig identifiziert werden. Es handelt sich hierbei,
Ubereinstimmend mit HCV, um ein stark basisches Protein. Fir GBV-A konnte bisher kein

Core-ahnlicher Bereich gefunden werden. Die verfligbaren Sequenzinformationen (Simons et

@ Der Buchstabe “F” im Alphabet der Hepatitisviren wurde bereits im Jahre 1994 (Deka et al., 1994) vorlaufig
an ein anderweitiges hepatotropes, enteritisch Ubertragbares Virus vergeben (Hepatitis-F-Virus, HFV).
Anschlieflende Untersuchungen konnten dies jedoch nicht bestétigen.
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al., 1996) Uber den 5-terminalen Bereich des Genoms reichen derzeit nicht aus, um den
Ubergang zwischen Core-Region und 5 -nichttrandatierter Region (5°-NTR) einerseits und
dem E1-Leserahmen andererseits zu lokalisieren. Bei den Strukturproteinen E1 und E2
handelt es sich, analog zu HCV, vermutlich um Bestandteile der Virushille. Aufgrund einer
60 %igen Aminosaure-ldentitét zu den Nichtstruktur-Proteinen von HCV wird fir die NS
Proteine von GBV-A und GBV-B angenommen, dal? sie eine ahnliche biochemische Funktion
besitzen. So wirde das hydrophobe NS2-Protein eine Protease-Funktion, das hydrophile NS3-
Protein eine Protease/Helikase-Funktion und das hydrophile NS5B-Protein eine Replikase-
Funktion Ubernehmen. Fir NS4 (hydrophob) und NS5A (hydrophil) ist, entsprechend zu
HCV, bisher keine Enzymfunktion bekannt. Bei GBV-B wird jedoch von einer eventuellen
Prozessierung des NS4 in NSAA und NSAB ausgegangen.

Der gesamte ORF von GBV-A/GBV-B wird durch sogenannte nichttranslatierte Regionen,
der 5-NTR und 3'-NTR eingegrenzt. Nur bel GBV-B konnte durch die vorhandene
Abgrenzung der Core-Region die Lange des 5-NTR mit 445 Nukleotiden festgelegt werden.
Zusétzlich konnten durch den Vergleich des 5-NTR von GBV-B mit dem 5-NTR von HCV
konservierte Sequenzen und nah verwandte Sekundarstrukturen festgestellt werden.
Ausgehend davon wurde, entsprechend zu HCV, auf eine “Internal Ribosom Entry Site”
(IRES) vermittelte Trandationsinitiation geschlossen wurde (Simons et al., 1996). Fir
GBV-A wird, trotz abweichender Sekundérstruktur des 5°-NTR zu HCV, eine dhnliche Form
der Tranglationsinitiation angenommen.

Hinsichtlich der proteolytischen Prozessierung der Polyproteine von GBV-A und GBV-B
wird von einem Mechanismus ausgegangen, der dem von HCV &hnlich ist (Muerhoff et al.,
1995). So wurden u.a. Sequenzmotive innerhalb des Polyproteins von GBV-A und GBV-B
nachgewiesen, die Sequenzmotiven an den Prozessierungsstellen innerhalb der NS-Proteine
von HCV &hneln. Fir die Spaltung der Struktur- und Nichtstruktur-Proteine sind vermuitlich,
entsprechend zu HCV, sowohl Wirts- a's auch virale Proteasen (z.B. Serin-Protease, codiert

durch den N-Terminus des NS3) verantwortlich.

Phylogenetische Analyse

Zueinander und zu HCV zeigen GBV-A und GBV-B beziiglich ihrer Nukleotidsequenz eine
signifikante, jedoch begrenzte Ahnlichkeit innerhalb der NS3- (Helikase) und der NS5B-
(RNA-abhangige RNA-Polymerase) Region (s. Tab.1.2).
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Tab.l.2 Nukleotidsequenz-ldentitdt von GBV-A/GBV-B mit HCV innerhalb der NS3- und NS5B-Region
(modifiziert nach Muerhoff et al., 1995).

NS3-Region (Helikase) NS5B-Region (RNA-abhangige RNA-Polymer ase)

GBV-A zu HCV-1b 53 % 55 %
GBV-B zu HCV-1b 62 % 48 %

Nach Aminosduresequenz-Vergleichen zeigen GBV-A und GBV-B zu anderen Plusstrang-
RNA-Viren, v.a jedoch zu den der Familie der Flaviviridae angehdrenden Viren (z.B. BVDV
Bovine Virus Diarrhoe Virus;, HCHV, Schweine-Cholera Virus, YFV, Yellow Fever Virus;
WNV, West Nil Fever Virus) geringe Ahnlichkeit, insbesondere in Bezug auf bestimmte
Sequenzmotive innerhalb der RNA-abhangigen RNA-Polymerase und der Helikase. Die
grofdte Verwandtschaft besteht jedoch zu HCV (s. Tab.1.3).

Tab.l.3 Aminosduresequenzidentitdt von GBV-A/GBV-B mit HCV-Genotypen, Flaviviren und Pestiviren
hinsichtlich der kompleten ORF-Sequenz (modifiziert nach Muerhoff et al., 1995).

HCV-Genotypen (1a, 1b, 2a,2b,33,30) BVDV ~ HCHV ~ YFV  WNV  GBV-A

GBV-A 26-31% 20% 20% 19% 19%
GBV-B 27-33% 22% 21 % 19% 20% 27%

Aufgrund der dhnlichen Genomorganisation, sowie der bestehenden, jedoch limitierten
Sequenzidentitét zu HCV wurden das GB-Virus-A und das GB-Virus-B nicht als neuer
Genotyp von HCV, sondern als neuer Genus, vorlaufig als “GB-Virus’ bezeichnet, in die
Familie der Flaviviridae eingeordnet. Phylogenetische Analysen der beiden GB-Viren
untereinander ergaben eine Uber den gesamten ORF gemittelte Aminosaure-ldentitét von
27 %. Aufgrund dieser Divergenz werden GBV-A und GBV-B as zwe unterschiedliche
Vetreter des Genus “GB-Virus’ der Familie der Flaviviridae betrachtet.

4.2 Das GB-Virus-C

Genomorganisation

Das Genom von GBV-C konnte bereits vollstandig sequenziert werden (Leary et al., 1996;
Linnen et al., 1996; Okamoto et al., 1997). Es handelt sich, den beiden anderen GB-Viren
entsprechend, um ein einzelstrangiges lineares RNA-Molekll mit Plusstrang-Orientierung mit

einer Lange von 9.125 Nukleotiden. Ein einziger ORF codiert fur ein Vorlaufer-Polyprotein
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von 2.906 Aminosauren Lange. Hinsichtlich der Genomorganisation dhnelt GBV-C sowohl
den beiden bisher bekannten GB-Viren alsauch HCV (vgl. Abb.1.3).

9.4 kb !
HCV-1
mmmm C [E1| E2 [NS2| NS3 | NS4 | NS5A | NS5B jmm
5-NTR Core Envelope Protease Protease/ ? ? Replikase 3-NTR
Helikase
GBV-B

mm C]|E1] E2 [NS2] NS3 [NS4A|B| NS5A | NS5B m

GBV-A

mmmi ? E1| E2 [NS2] NS3 | NS4 [ NS5A | NS5B =
GBV-C

mmm 7 E1] E2 |[NS2] NS3 | NS4 | NS5A | NS5B =

Abb.I.3 Vermutliche Genomorganisation der GB-Virenim Vergleich zu HCV (Genotyp HCV-1).

Anhand der Protease-Schnittstellen wurde die Lage der Strukturproteine (Core, C; Envelope 1, E1;
Envelope 2, E2) und Nichtstrukturproteine (NS2, Protease; NS3, Protease/Helikase; N4, unbekannte
Funktion; NS5A, unbekannte Funktion; NS5B, Replikase) ermittelt. Bei GBV-B existiert vermutlich
ein abgegrenztes NS4A (modifiziert nach Leary et al., 1996 und Muerhoff et al., 1995).

Die Existenz eines GBV-C-Core-Proteins am aminoterminalen Ende des ORF wurde lange
Zeit in Frage gestellt. Ein Grund hierfir war, dal3 der offene Leserahmen kurz oberhalb des
E1-Proteins abgeschnitten oder gar nicht vorhanden war. Konservierte Nukleotidsequenz-
Motive der entsprechenden HCV- und GBV-B-Region wurden in der 5 -terminalen Sequenz
von GBV-C nicht gefunden. So entstand die Meinung, dal3 GBV-C kein bzw. nur eine
verkirzte Form eines Core-Proteins codiert (Linnen et al. 1996; Leary et al., 1996; Muerhoff
et al., 1996; Simons et al., 1996). Aufgrund des erhchten Nukleinsdurepol ymorphismus am
aminoterminalen Ende des ORF wurde angenommen, dal3 es sich um keine codierende
Region handeln konnte (Okamoto et al., 1997). Mittels biophysikalischer und elektronen-
mikroskopischer Untersuchungen konnte jedoch die Existenz von Nukleokapsidpartikel mit
einer Grof3e von ca. 50 nm im Plasma eines GBV-C infizierten Patienten (HCV-RNA negativ)
gezeigt werden (Xiang et al., 1999). Ebenso gelang es, aus Isolaten GBV-C infizierter
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Personen, Antikorper gegen ein rekombinantes Peptid dieser vermutlichen Core-Region zu
identifizieren (Xiang et al., 1998). Diesen Daten zufolge wird heute davon ausgegangen, dal3
GBV-C oberhalb des E1 eine Core-codierend Region besitzt und diese auch in vivo
exprimiert.

Die Strukturproteine E1 und E2 sind, analog zu GBV-A, GBV-B und HCV, vermutlich
Bestandteile der Virushille. Fir die Nichtstruktur-Proteine  wird aufgrund  der
hochkonservierten Regionen im NS3- (Helikase) und NS5B-Bereich (Replikase), sowie im
aminoterminalen Bereich von NS3 (Serin-Protease) eine dhnliche biochemische Funktion wie
bei HCV angenommen.

Die Trangdationsinitiation betreffend wird bei GBV-C, aufgrund der langen 5’"NTR, ebenfalls
von einem mit GBV-A, GBV-B und HCV vergleichbaren Mechanismus mittels einer
“Internal Ribosom Entry Site” (IRES) ausgegangen (Simons et al., 1996).

Bezlglich der proteolytischen Prozessierung des Polyproteins konnten auch bel GBV-C die
fur die viral codierte Serin-Protease notwendigen Erkennungssequenzen im NS-Bereich
festgestellt werden. Zusétzlich konnten vier Erkennungssequenzen fir eukaryotische
Wirtsproteasen bestimmt werden, die v.a. fir die Spaltung der Strukturproteine verantwortlich
sind (Leary et al., 1996).

Phylogenetische Analyse

Aminosauresequenz-Vergleiche Gber den Bereich des offenen Leserahmens von GBV-C und
HGV zu GBV-A, GBV-B und HCV-1 ergaben diein Tab.l.4 dargestellten Ergebnisse.

Tab.l.4 Aminosduresequenzidentitdt beziiglich der Polyproteine von HCV, GBV-A, GBV-B, GBV-C und
HGV (nach Laufset al., 1997).

HCV-1 GBV-A GBV-B GBV-C
GBV-A 26 %
GBV-B 32% 27 %
GBV-C 29 % 48 % 28 %
HGV 28% 49 % 29% 95 %

Diesen Daten entsprechend handelt es sich bei GBV-C und HGV mit einer Aminosaure-
sequenzidentitdt von 95 % tatséchlich um verschiedene Isolate des selben Virus. Innerhalb der
GB-Viren am engsten verwandt sind GBV-C/HGV und GBV-A mit einer Aminosaure-
sequenzidentitdt von 48 % bzw. 49 %. Phylogenetisch gesehen ist GBV-C/HGV von GBV-B
etwa genauso weit entfernt wie von HCV. Desweiteren zeigen GBV-C/HGV und GBV-A
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annadhernd die gleiche Identitdt zu GBV-B. Insgesamt gesehen konnte bestétigt werden, dal3 es
sich bei GBV-A, GBV-B und GBV-C/HGV nicht um Genotypen eines einzigen “GB-Virus’
handelt (s. Abb.1.4).

Zur exakteren Bestimmung des Verwandtschaftsgrades des GBV-C zu den oben genannten
Viren wurden aus Aminosauresequenz-Vergleichen des gesamten ORF die Aminosdure-
austausche pro Position berechnet (Leary et al., 1996). Hieraus ergab sich, Gbereinstimmend
mit der Aminosauresequenz-ldentitét (Tab.l.4), dal? GBV-C den grofiten Verwandtschaftsgrad
zu GBV-A und eine beinahe gleichgrol3e evolutionédre Distanz zu GBV-B und HCV besitzt.
Die hohe Zahl an Aminosaureaustauschen von GBV-A, GBV-B und GBV-C gegeniber den
HCV-Genotypen lief3 die Schluf¥folgerung zu, dal3 die GB-Viren as eigenstandige Viren von
der Gruppe der Hepatitis-C-Viren abzugrenzen sind (Leary et al. 1996).

Tab.l.5 Phylogenetische Distanzen beziiglich der Polyproteine der GB-Viren und einiger HCV-Isolate zur Be-
stimmung des V erwandtschaftsgrades (Aminosdureaustausch pro Position) (nach Leary et al., 1996).

GBV-A GBV-C HCV-J6 HCV-J8 HCV-1 HCV-JK1 HCV-3A

GBV-C 0.928

HCV-J6 2412 2.149

HCV-J8 2412 2.163 0.179

HCV-1 2.388 2.116 0.359 0.365

HCV-JK1 2.408 2127 0.366 0.379 0.174

HCV-3A 2.443 2.158 0.388 0.396 0.325 0.323

GBV-B 2.688 2.470 1.699 1.687 1.712 1.717 1.738

Im Vergleich zu anderen bekannten Flaviviren konnte folgender phylogenetischer
Stammbaum erstellt werden (s. Abb.1.4):
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e, Flavivirus

e, Pestivirus
YFV,

; BVDV!
i Dengue 2 ‘-.,HCHV

x,,!‘:)engue 1 e GB-Virus”
0‘*".. WNV JEV 4’."& » '~.,~‘
GBV-C

HCV-1

Hepatitis-C-Virus HCV-J8 HCV-J6

Abb.l.4 Phylogenetischer Stammbaum der Flaviviren.

Die GB-Viren wurden innerhalb der Familie der Flaviviren (Flaviviridae) als eigener Genus neben
den Genera Flavivirus (YFV, Yelow Fever Virus; WNV, West-Nil-Fieber-Virus, JEV, Japan-
Enzephalitis-Virus), Pestivirus (HCHV, Hog-Cholera-Virus, BVDV, Bovines Virusdiarrhoe Virus)
und Hepatitis C-Virus (verschiedene Genotypen) eingeordnet (nach Muerhoff et al., 1995; Simons et
al., 1995; Leary et al., 1996; Kim et al., 1997).

Durch vielfache phylogenetische Analysen der hochkonservierten 5-NTRs verschiedener
Isolate von GBV-C konnte bis 1998 die Existenz dreier Genotypen (Hauptgruppen), bestétigt
werden, die u.a. gut mit ihrem geographischen Ursprung korrelieren (Muerhoff et al., 1996;
Linnen et al., 1997; Okamoto et al., 1997; Mukaide et al., 1997; Katayama et al., 1998).
Durch weitere Analysen der hochkonservierten 5-NTRs war die Identifikation eines vierten,
in Stdafrika dominierender Genotyps moglich (Tucker et al., 1999). Die geographische
Verteilung der vier Genotypen ist aus Abb.1.5 ersichtlich.
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Abb.I.5 Geographische Verteilung der Genotypen von GBV-C.

Der Genotyp 1 (Subtyp 1aund 1b) dominiert in Westafrika (griin). Von hier ssammt auch das GBV-C-
Originaisolat. In Europa, USA und Australien Uberwiegt der Genotyp 2 (einschliefdlich des HGV-
Originalisolates) mit den Subtypen 2a und 2b (blau). In Asien wird der Genotyp 3 (gelb) und in
Sldafrika der Genotyp 4 (rot) von GBV-C gefunden.

5. Pathologie der GB-Viren

5.1 Das GB-Virus-A und GB-Virus-B: die GB-Hepatitisder Tamarine

Zur Erforschung der Pathophysiologie des GB-VirussA und GB-Virus-B wurden in
Tamarinen (Krallenaffen der Spezies Saguinus fuscicollis) Studien zur Ubertragung des GB-
Agens durchgefihrt (Schlauder et al., 1995; personliche Mitteilung G. Frosner & A. Kekulé,
Max von Pettenkofer-Institut, 1995-1997).

Dadurch konnte gezeigt werden, dal3 Tamarine etwa 4-6 Wochen nach intravendser 1nokula-
tion mit dem, die Viren GBV-A und GBV-B enthaltenden GB-Agens eine biochemisch
(deutlicher Anstieg der Leberenzym-Werte ca. 30 Tage nach Inokulation, insbesondere des
Alanin-Aminotransferase-Wertes [ALT-Wert]: bis 200 IU/L) und histologisch nachweisbare
Hepatitis entwickeln. In ca. 80% der Félle heilt diese Hepatitis innerhalb von 2-3 Monaten
vollstandig aus, jedoch konnten auch, &dhnlich der HepatitisC, chronische Verlaufe
(persistierende Infektionen) tber Monate bis Jahre hinweg beobachtet werden (Schlauder et
al., 1995; Kekulé et al., 1996). Da wahrend der akuten Phase der GB-Hepatitis regelméfdig
nur die RNA von GBV-B, jedoch nicht von GBV-A im Affenblut mittels RT-PCR (vgl.
Abb.1.6) und ebenso stets nur GBV-B in der Leber der infizierten Tamarine mittels Northern-
Blotting nachweisbar war, sowie eine alleinige GBV-B-, jedoch nicht GBV-A-Virdmie fur

12



Einleitung

eine Erhdhung der Leberenzymspiegel ausreichend ist, wurde vermutet, da3 GBV-B das
kausale Agens der GB-Hepatitis bei Tamarinen darstellt (Schlauder et al.,1995; Simons et al.,
1995).

250

- - - = GBV-A

200 -7 - - GBvV-B

ALT Inoc. / \..,l X
100 1 ; v
50 \..l"n'\ Fi 1II = ﬂl‘
STRIR 7 'L! ~h‘j\"_hpu_p

0 50 80 Tage p.l. 280

|
|

Abb.I.6 Typischer Verlauf einer akuten GB-Hepatitisin Krallenaffen der Spezies Sanguinus fuscicollis.

Etwa 4-6 Wochen nach Inokulation mit dem GBV-A und GBV-B enthaltenden GB-Agens (Inoc.)
kommt es zu einem Anstieg der Serum-Alanin-Aminotransferase (ALT, IU/L). Mittels RT-PCR 1403t
sich GBV-B im Serum nachweisen, der Nachweis von GBV-A kann negativ bleiben (nach Frosner et
al., 1996).

Uber die Pathogenese der Infektion mit GBV-A, fir das bisher kein Hepatotropismus
nachgewiesen werden konnte, ist bisher nichts bekannt. Es konnte jedoch bei mit GBV-A und
GBV-B infizierten Tamarinen im Vergleich zu Tamarinen, die nur GBV-B infiziert waren,
ein bedeutend hoherer ALT-Wert festgestellt werden (188 IU/L im Vergleich zu 120 IU/L).
Zusatzlich ist sowohl ein friherer Beginn der Leberenzymerhdhung als auch ein friheres
Erreichen des ALT-Maximawerts bei fir beide Viren positiven Tamarinen im Vergleich zu
nur fir GBV-B positiven Tamarinen feststellbar. Diese Ergebnisse lief3en die Vermutung zu,
dal} die Schwere einer GB-Hepatitis in Zusammenhang mit der Menge beider Viren steht
(Schlauder et al., 1995).

Mittels der fur GBV-A und GBV-B etablierten ELISAs (Pilot-Matias et al., 1996b) konnte
eine vorubergehende Immunantwort (Antikdrpernachweis bis maximal 2 Monate nach
Klérung der Virusinfektion) gegentber GBV-B-Antigenen festgestellt werden, wodurch die
Tiere vor einer Reinfektion mit dem GB-Virus-B, bestétigt durch einen negativen GBV-B-
RNA-Nachweis, geschiitzt waren. Der Nachweis einer Antikorperreaktion gegentiber GBV-A
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blieb negativ und somit auch der Schutz vor einer Reinfektion (Schlauder et al., 1995; Pilot-
Matias et al., 1996a).

5.2 Das GB-Virus-C

Nachwei smethoden

Zur Untersuchung der Pathologie des humanen GBV-C sollten bestimmte Nachweisverfahren
zur Verfugung stehen. Prinzipiell konnen Virusinfektionen durch verschiedene Labor-
methoden (z.B. Virusisolierung in Zellkultur, Antikorpernachweis mittels Western Blot oder
ELISA, Antigennachweis mittels Immunfluoreszenz, Nukleinsdurenachweis mittels PCR oder
in situ-Hybridisierung) diagnostiziert werden.

Fir GBV-C gelang es, verschiedene PCRs unter Verwendung von Primerpaaren aus den
Nichtstrukturregionen NS3, NS5A sowie aus dem 5-NTR zu etablieren (Schlueter et al.,
1996; Leary et al., 1996; Kekulé et al., 1997). Mit den einzelnen Primersets konnen hierbei
vergleichbare Resultate mit einer dhnlichen Sensitivitdt wie bel der zum Nachweis von HCV
eingesetzten PCR erzielt werden (Nachweisgrenze: ca. 500 Virusgenome/ml Serum). Trotz
der Vielfalt an vorhandenen Primern und PCR-Varianten konnte jedoch nicht davon
ausgegangen werden, dal3 auch tatsachlich alle vorhanden GBV-C-Isolate erfal3t werden.
Aufgrund der bekannten Genomsequenz und der Bestimmung antigener, d.h. immuno-
reaktiver Regionen von GBV-C (Pilot-Matias et al., 1996a) gelang es Wissenschaftlern der
Firma Abbott Laboratories, North Chicago (Surowy et al., 1997; Dille et al., 1997) und der
Firma Boehringer Mannheim (Tacke et al., 1997), rekombinantes GBV-C-E2-Hdillprotein,
das u.a. auch zum Nachweis infektionsspezifischer Antikorper geeignet ist, zu exprimieren,
aufzureinigen und anschlief3end bel der Etablierung eines ELISA einzusetzen. Hiermit stand
nun ein Verfahren zum Nachweis spezifischer Anti-E2-Antikdrper zur Verflgung, das
zusammen mit der bereits etablierten RT-PCR fur epidemiologische Studien zur
Untersuchung akuter und bereits abgelaufener GBV-C-Infektion eingesetzt werden konnte.
Fur das Core-Protein von GBV-C, das bel den Flaviviren im allgemeinen stark immunogen
ist, konnte allerdings, aufgrund der immer noch fehlenden Identifizierung dieses Bereiches,
bisher kein serologisches Nachwelsverfahren etabliert werden. In letzter Zeit gelang es
jedoch, weitere Proteine des GBV-C zu exprimieren und in Form eines rekombinanten ,, Vier-
Antigen-Immunoblotes® (Antigene der Strukturproteine E1 und E2 und der Nichtstruktur-
proteinen NS3 und NS4) fur Seropréva enz-Studien einzusetzen (Schroter et al., 1999).
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Epidemiologie und Ubertragungswege

Epidemiologische Studien auf der gesamten Welt ergaben eine Pravalenz des GBV-C von
1-4 % bel gesunden Blutspendern (Dawson et al., 1996; Masuko et al., 1996; Jarvis et al.,
1996; Stark et al., 1996). In Patientengruppen mit einem hohem Risiko fir eine parenterale
Virusexposition, wie z.B. bei Patienten mit mehrfachen Bluttransfusionen, Patienten mit einer
mit BlutUbertragung assoziierten Hepatitis, Hamophilie-Patienten, i.v.-Drogenabhangigen,
Hamodia yse-Patienten, Patienten mit chronischer Hepatitis-B oder -C, sowie Patienten mit
Nieren-, Leber- bzw. Knochenmarkstransplantation, kann eine noch wesentlich hoéhere
Pravalenz von GBV-C als in der Normalbevdlkerung nachgewiesen werden (Aikawa et al.,
1996; Alter et al., 1996; Masuko et al., 1996; Kekulé et al., 1997; Karayiannis et al., 1997,
Laufs et al., 1997; Papaevangelou et al., 1997). Dadurch wurde auf eine wichtige Rolle der
parenteralen Ubertragung von GBV-C durch Blut und Blutprodukte geschlossen. Die relativ
hohe Durchseuchung der Normalbevolkerung konnte dadurch nicht erklart werden. Es muflite
deshalb zumindest ein zusitzlicher Ubertragungsweg existieren. Epidemiologische Studien
zur Pravaenz von GBV-C unter nicht i.v.-drogenabhéngigen Homosexuellen und
Prostituierten (Kao et al., 1997; Scallan et al., 1998; Stark et al., 1999) lief3en auf eine
mogliche Rolle der sexuellen Ubertragung von GBV-C aufgrund der hohen Durchseuchungs-
raten innerhalb dieser Personengruppen schlielen. Anderweitige Ubertragungsmechanismen
konnten identifiziert werden, u.a. die sogenannte vertikale Mutter-Kind-Ubertragung. Hierbei
werden insbesondere neugeborene Kinder von Miuttern mit einer hochtitrigen Viramie
perinatal infiziert (Feucht et al., 1996; Lin et al., 1996; Fischler et al., 1997; Viazov et al.,
1997; Lin et al., 1998). Letztendlich steht nach dem Nachweis von GBV-C in humanem
Speichel (Chen et al., 1997; Seemayer et al., 1997) auch die Tropfchen-Infektion zur
Ubertragung zur Diskussion.

Klinischer Verlauf einer GBV-C-Infektion

Die meisten GBV-C-Infektionen verlaufen subklinisch oder vollkommen asymptomatisch.
Nach Infektion mit GBV-C kann mittels PCR regelméidig eine Viramie festgestellt werden.
Dabei lassen sich im Normalfall die Virusgenome erstmals ein bis vier Wochen nach
Infektion im Serum nachweisen. Der anfanglich niedrige Titer erreicht innerhalb der
folgenden ein bis zwei Wochen mit 10* bis 10° Genomaquivalente/ml einen Hochstwert, der
in der gleichen Grolenordnung wie bei HCV liegt (Kekulé et al., 1997). Mit Ausnahme
einiger Fale mit einer leichten Erhdhung des ALT-Spiegels bleiben die ALT-Werte dabei

meistens im Normalbereich. In Uber 90 % dler Falle GBV-C-infizierter Patienten kann sich
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eine, entsprechend zu GBV-B in Tamarinen, Uber Monate bis Jahre hinweg andauernde
persistierende Infektion entwickeln, die jedoch meistens mit normalen ALT-Spiegeln
verbunden ist (Linnen et al., 1996; Masuko et al., 1996).

Der Verlust der GBV-C-RNA (Virusklarung) geht meist mit dem Auftreten spezifischer
Antikorper gegen das E2-Hllprotein einher (Dille et al., 1997; Gutierrez et al., 1997, Thomas
et al., 1998), was auf eine Eliminierung des Virus durch Anti-E2-Antikorper schlief3en a3t
(Lou et al., 1997) (vgl. Abb.1.7). Bis heute bleibt jedoch unklar, ob die Existenz dieser Anti-

E2-Antikorper eine lebenslange Immunitét verleiht.

Verlauf einer GBV-C-Infektion
[ [
PCR: + + + + + | - -|- - -
N
\¥
14 . .
N Anti-E2-Antikorper
Q
>
m
(O]
0 10 20
Monate

Abb.I.7 Typischer Verlauf einer GBV-C-Infektion mit Viruselimination.

Nach einer individuell unterschiedlich langen GBV-C-Viramie, die Uber einen Zeitraum von mehreren
Monaten bis zu mehreren Jahren andauern kann, kommt es zur Bildung spezifischer Antikorper, die
gegen das E2-Antigen von GBV-C gerichtet sind (GBV-C-SR: GBV-C-Seroreaktivitdt). Nach
Auftreten der Immunantwort ist die GBV-C-RNA mittels RT-PCR nicht mehr im Blut nachweisbar.

Trotz der Vielfalt an bisherigen Erkenntnissen zum Verlauf, der Epidemiologie und den
Ubertragungswegen einer GBV-C-Infektion, bleibt die Frage beziiglich der klinischen
Relevanz einer GBV-C-Virdmie und der pathologischen Effekte weiterhin vadllig offen.
Aufgrund der @hnlichen Genomorganisation mit HCV und GBV-B und der bekannten
Pathologie von HCV und GBV-B, wurde GBV-C oft mit der Pathogenese verschiedener

L ebererkrankungen in Zusammenhang gebracht.
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a. GBV-Cin der Atiologie akuter und chronische Non-A-E Hepatitiden

Das GB-Virus-C wurde desofteren im Zusammenhang mit akuter bzw. chronischer Non-
A-E Hepatitis beschrieben (Fiordalis et al., 1996; Alter H.J. et al., 1997; Alter M.J. et al.,
1997; Miyakawaet al., 1997; Yashinaet al., 1997; Zhang et al., 1997; Frider et al., 1998).
Die Meinungen waren jedoch, bezlglich einer kausalen Assoziation von GBV-C in der
Atiologie akuter bzw. chronischer Non-A-E Hepatitiden, gespalten, u.a. auch durch den
stark divergierenden Prozentsatz der fuir GBV-C-RNA positiven Patienten (3-39 %).
Wahrend die einen GBV-C als wichtigen neuen viralen Erreger in diesem Zusammenhang
sahen (Fiordalis et al., 1996), betrachteten andere (Yashina et al., 1997; Zhang et al.,
1997; Frider et al., 1998) GBV-C zwar als moglichen, jedoch nicht als Hauptverursacher
von bisher &tiologisch unklaren Féllen akuter und chronischer Non-A-E Hepatitis.

b. GBV-C in der Atiologie fulminanter Non-A-E Hepatitiden

Wie schon bel der Assoziation von GBV-C mit akuter und chronischer Non-A-E Hepatitis
erwahnt, bleibt auch die Frage beziiglich einer Assoziation von GBV-C in der Atiologie
fulminanter Hepatitiden weiterhin unklar. Nachdem Yoshiba et al. (1995) as erster
GBV-C eine wichtige Rolle in der Atiologie fulminanter Non-A-E Hepatitiden zusprach
(50% dler fulminanten Hepatitis-Féle korrelieren mit GBV-C-Nachweis), zeigten
hingegen weitere Studien eine eher unwahrscheinliche Assoziation von GBV-C mit
fulminanten Hepatitiden (Kao et al., 1996; Kanda et al., 1996; Moaven et al., 1996; Sallie
et al., 1996; Moaven et al., 1997; Hadziyannis, 1997). Es scheint, dal3 das Vorhandensein
einer GBV-C-Infektion eher ein erhdhtes Risiko einer parenteralen Virusexposition
widerspiegelt, als die mogliche Ursache einer fulminanten Lebererkrankung zu sein.
Dennoch sollte, bis zur vélligen Klarung dieser Frage, GBV-C as potentieller Ausldser

oder Cofaktor fulminanter Hepatitiden in Einzelféllen diskutiert werden.

c. GBV-C und Koinfektion mit Hepatitis B oder Hepatitis C

GBV-C-RNA wird bei Patienten mit vorliegender HBV-Infektion oder HCV-Infektion
wesentlich haufiger as bei Patienten mit Non-A-E Hepatitis nachgewiesen (Zhang et al.,
1997). Auch andere Studien belegen eine haufig auftretende Koinfektion von HCV bzw.
HBV und GBV-C (Yashinaet al., 1997; Colombatto et al., 1997; Fabris et al., 1998). Dies
lal3t sich mit grofRer Wahrscheinlichkeit auf den fir diese Viren gemeinsamen parenteralen
Infektionsmodus zuriickfuhren. Desweiteren konnte durch Studien gezeigt werden, dal3

eine Koinfektion mit GBV-C keinen Einflul auf den weiteren klinischen Verlauf der
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Hepatitis B oder Hepatitis C, den ALT-Spiegel und die Schwere der Hepatitis, d.h. auf
histologische Leberveranderungen, die Viramie und den Erfolg der Interferonbehandlung
hat (Berg et al., 1996; Pawlotsky et al., 1996; Alter et al., 1997a; Bralet et al., 1997;
Francesconi et al., 1997; Thomas H.C. et al., 1997; Yashina et al., 1997; Manolakopoulos
et al., 1998; Masahide et al., 1998). Die Vermutung, dal3 es sich bei GBV-C nicht um das
gesuchte Agens atiologisch unklarer viraler Hepatitiden handeln kann, wird durch diese
Daten zusdétzlich unterstitzt.

d. GBV-C und Lebertransplantationen

Die klinische Bedeutung von GBV-C in Zusammenhang mit Lebertransplantation wurde
relativ schnell in Frage gestellt. Die hohen Pravalenzen von bis zu 70 % in Patienten nach
L ebertransplantation wurden als Folge vielfacher Blutlbertragungen erklart (Berg et al.,
1996; Berenguer et al., 1996; Kallinowski et al., 1996; Haagsma et al., 1997; Karayiannis
et al., 1998). Desweiteren konnte sogar in diesen immunsupprimierten Patienten kein
Klinisch signifikanter Einflu@ von GBV-C beziglich einer Erkrankung der Leber
mindestens bis zwei Jahre nach der Transplantation festgestellt werden (Moaven et al.,
1997).

Auf der Suche nach weiterer Pathogenese einer GBV-C-Infektion wurde eine bestimmte
Form der ,, Aplastisches Anamie" ins Gespréch gebracht, die sogenannte ,, Hepatitis assoziierte
aplastische Anamie*. Diese Erkrankung tritt selten nach einer vorausgegangenen Hepatitis
auf. Das dafur verantwortliche Agens konnte jedoch bisher nicht identifiziert werden. Bei der
Untersuchung von Patienten mit aplastischer Anamie konnte desofteren eine GBV-C-
Infektion festgestellt werden (Zaidi et al., 1996; Byrnes et al., 1996; Brown et al., 1997;
Moriyama et al., 1997). In den meisten Fallen war es mdglich, die GBV-C-Infektion in
Zusammenhang mit nach dem Beginn der aplastischen Anamie erhaltenen Bluttibertragungen
(GBV-C-infiziert) zu bringen (Brown et al., 1997; Moriyama et al., 1997). In anderen Féllen
blieb jedoch die Frage, ob GBV-C fir die vorliegende aplastische Anamie verantwortlich ist,
unbeantwortet (Zaidi et al., 1996; Byrnes et al., 1996).

6. Zidl dieser Arbeit

Die vorliegenden Dissertation ist in folgende Hauptthemenbereiche gegliedert:

A.Das GB-Virus-A und GB-Virus-B
B. Der humane Vertreter der GB-Viren, das GB-Virus-C.

18



Einleitung

Zu den unter Punkt A. angegebenen, im Tamarinen vorhandenen Vertretern der GB-Viren

sollten die folgenden Fragestellungen bearbeitet werden:

* Reinisolierung der bisher nur gemeinsam im sogenannten “GB-Agens’ vorhandenen
Viren GBV-A und GBV-B.

e Untersuchung der Kreuzimmunitdt des GB-VirussA und GB-Virus-B nach der
Reinisolierung.

» Bestimmung des Replikationsortes des GB-Virus-A zur Gewinnung von Hinweisen auf
die Pathologie einer GBV-A-Infektion.

« Uberpriifung der Leber als Replikationsort des GB-Virus-B. Die GBV-B-Infektion stellt

die Ursache der GB-Hepatitisin Tamarinen dar.

Hinsichtlich des humanen Vertreters der GB-Viren, dem GB-Virus-C, bedurfte, im Hinblick
auf die Ahnlichkeit mit HCV und die bekannte Pathologie von GBV-B, inshesondere die
Frage nach assoziierten Krankheitsbilder und damit der Kklinischen Relevanz einer
Aufklarung. Wirde es sich bei GBV-C tatsdchlich um einen neuen Erreger der virden
Hepatitis handeln, so mifte wegen der hohen Prdvalenz der Infektion bel Blutspendern
(1-4 %) die GBV-C-Testung sofort in das Blutspender-Screening eingefuihrt werden. Diese
Krankheitsassoziation war jedoch bereits bei Beginn der Arbeit unwahrscheinlich. So konnten
mittels RT-PCR weder eindeutige Ergebnisse zu einer Replikation des Agens in humaner
Leber noch in experimentell infizierten Schimpansen gewonnen werden. Desweiteren wurde
durch die hohe Sequenzhomologie von GBV-C mit GBV-A, das seinerseits auch keine
Hepatitis verursacht, eine Assoziation einer GBV-C-Infektion mit einer Lebererkrankung
zunehmend in Frage gestellt. Dennoch war ein moglicher Zusammenhang mit Hepatitiden in
Betracht zu ziehen und das GB-Virus-C as potentiell humanpathogen einzustufen, da auch
eine Reihe anderer, nicht primér hepatotroper Viren mit akuter oder sogar fulminanter
Hepatitis assoziert sein konnen, wie z.B. das Gelbfieber-Virus, Cytomegalie-Virus oder
Epstein-Barr-Virus. Dasich ein Virusin der Regel in den Organen vermehrt, in denen es eine
Erkrankung auslOst, war es Ziel dieser Arbeit, den oder die Replikationsorte von GBV-C zu
ermitteln. Eine fehlende Vermehrung in Leberzellen schliefdt einen Hepatotropismus des
Virus weitestgehend aus. Eine mogliche Vermehrung in anderen Organen ermdglicht die
gezielte Suche nach einem eventuellen Zusammenhang der GBV-C-Infektion mit bisher
atiologisch nicht geklarten Erkrankungen dieser Organe.
Ein zweiter Schwerpunkt lag in der Etablierung diagnostischer Nachweismethoden fur
GBV-C (ELISA, Western Blot, Immunfluoreszenz). Hierzu sollten verschiedene Bereiche der
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beiden Hullproteine in einem geeignetem V ektorsystem exprimiert, anschlief3end aufgereinigt
und monoklonale Antikorper gegen diese Proteine gewonnen werden.

Schliefdlich sollten Studien zur Prévalenz der GBV-C-Infektion innerhalb verschiedener
Bevolkerungsgruppen Hinweise auf weitere Ubertragungswege neben dem etablierten Weg
der parenteralen Ubertragung liefern. Dabei sollten auch die Risikogruppen einer GBV-C-
Infektion in der deutschen Bevolkerung besser definiert werden.

Samtliche Daten sollten letztendlich zum besseren Versténdnis der Biologie, insbesondere der
Pathogenese der GB-Viren GBV-A, GBV-B und GBV-C beitragen.
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[I. MATERIAL UND METHODEN

A. MATERIAL
1. Chemikalien
Chemikalien Bezugsguelle

ABTS" Solution (Substrat)

Agarose SeaKem " Le
Ammoniumpersulfat

Ampicillin

Bacto Agar

Bacto Trypton

Bacto Y east Extract

Baculovirus-Agarose

BioRad Protein Assay-Farbstoffkonzentrat
(Bradford-Stamml 6sung)
Blocking-Reagens

Bovine Serum Albumine (BSA)
5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-Phosphat (BCIP)
Coomeassie Brillant Blue R

Dextransulfat

3, 3"-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dithiothreitol (DDT)

Glutardialdehyd

Imidazol

Kanamycin (Kan)

Lymphoflot

Minera 6l

Natriumdodecylsulfat (SDS)
4-Nitro-Blue-Tetrazolium-Chlorid (NBT)
Phenol

PonceauS-K onzentrat (10x)
N,N,N°,N"-Tetramethyl-ethylendiamin (TEMED)
Tricine

Twueen 20

Ultra-pure Protogel

[30% (w/v) Acrylamid/0.8% (w/v) Bisacrylamid-
Stammldsung]

Roche Diagnostics (Mannheim)
Biozym (Hess. Oldendorf)

Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)

Difco Laboratories (Detroit, USA)
Difco Laboratories (Detroit, USA)
Difco Laboratories (Detroit, USA)
Invitrogen (Groningen, Niederlande)
BioRad (M Uinchen)

Roche Diagnostics (Mannheim)
Roche Diagnostics (Mannheim)
Roche Diagnostics (Mannheim)
Sigma (Deisenhofen)

Pharmacia (Freiburg)

Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)

Roche Diagnostics (Mannheim)
Merck-Schuchardt (Hohenbrunn)
Invitrogen (Groningen, Niederlande)
Sigma (Deisenhofen)

Biotest AG (Dreieich)

Sigma (Deisenhofen)

Roche Diagnostics (Mannheim)
Roche Diagnostics (Mannheim)
Biomol (Hamburg)

Sigma (Deisenhofen)

BioRad (M Uinchen)

Biomol (Hamburg)

Serva (Heidelberg)

National Diagnostics (Atlanta, USA)

Alle tGbrigen Chemikalien wurden von der Firma Merck (Darmstadt, Deutschland) bezogen
und haben, wenn nicht anders erwédhnt, den Reinheitsgrad p.a. Zur Herstellung von
Pufferlésungen wurde quarzbidestilliertes Wasser (Ampuwa) der Firma Fresenius (Bad
Homburg, Deutschland) verwendet. Die speziell fur die in situ-Hybridisierung benétigten
Puffer wurden mit RNAse-freiem, DEPC-behandeltem Wasser hergestellt.
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2. Organismen

2.1 Bakterienstamme

Bakterienstamm

Genotyp

Bezugsguelle

E.coli INVaF

E.coli LMG194

E.coli TOP10

E.coli TOP10F

F endAl recAl hsdR17 (r, m") SUpE44 thi-1
gyrA96 relAl ®80lacZAM 15 A(lacZY A-argF)
U169 N

F AlacX 74 galE thi rpsL (Str) AphoA (Pvull)
Aara714 leu::Tn10

F mcrA A(mrr-hsdRM S-mcrBC) ©80lacZ
AM15 AlacX 74 recAl deoR araD139 A(ara-
leu)7697 galU galK rpsL (Str®) endA1 nupG

F{lacl® Tn10 (Tet%)} mcrA A(mrr-hsdRMS-
mcrBC) ®80lacZAM 15 AlacX 74 recAl deoR
araD139 A(ara-leu) 7697 galU galK rpsL (Str®)
endA1l nupG

Invitrogen (Groningen, Niederlande)

Invitrogen (Groningen, Niederlande)

Invitrogen (Groningen, Niederlande)

Invitrogen (Groningen, Niederlande)

2.2 Z¢ellen

Zell

Bezugsguelle

SfO-Insektenzellen
Alexanderzellen

Mononukleére Blutzellen (PBMCs)

Invitrogen (Groningen, Niederlande)
AG Prof. Dr. G. Frosner (Max von Pettenkofer-1nstitut, M iinchen)

Gewinnung aus GBV-C infizierten bzw. nicht infizierten Blutspendern

(Max von Pettenkofer-Ingtitut, M Cinchen)

3. Plasmide und Oligodesoxynukleotide

3.1 Plasmide

Plasmid

V erwendungszweck

Bezugsquelle

pBAD/His A,B, C (4.1 kb) Prokaryotische Proteinexpression

pBAD/HislacZ (7.1 kb) Prokaryotische Proteinexpression:

Kontrollplasmid

pCRO2.1 (3.9 kb) Klonierung von PCR-Produkten
pCROII (3.9 kb) Klonierung von PCR-Produkten
pCROII-TOPO (3.9 kb) Klonierung von PCR-Produkten
puC18 Positivkontrolle fir Transformation

Invitrogen (Groningen, Niederlande)
Invitrogen (Groningen, Niederlande)

Invitrogen (Groningen, Niederlande)
Invitrogen (Groningen, Niederlande)
Invitrogen (Groningen, Niederlande)
Invitrogen (Groningen, Niederlande)

3.2 Oligodesoxynukleotide

Alle Oligodesoxynukleotide wurden in einem Mal3stab von 200 nM bezogen und Uber
Chromatographiesdulen aufgereinigt und entsal zt.
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3.2.1 Allgemeine Primer/Oligodesoxynukleotide

Primer/Oligodesoxy- | Verwendungszweck @ Nukleotidsequenz Bezugsguelle
nukleotide (5 -3)
pBAD Forward Primer Sequenzierung ATG CCA TAG CAT TTT TAT | Invitrogen

T7 Promotor Primer

M 13 Reverse Primer

Hexanukleotid-Mix

CcC

Sequenzierung
GG

Sequenzierung

Nicht-spezifische Oligodesoxynuklectide

TAA TACGACTCA CTA TAG

CAG GAA ACA GCT ATGAC

Invitrogen
(Groningen, Niederlande)

Invitrogen
(Groningen, Niederlande)

(Groningen, Niederlande)

Roche Diagnostics

Umschreibung (Mannheim)
3.2.2 Spezielle Primer/Oligodesoxynukleotide
Primer/Oligo- Nukleotidseguenz Bezugsquelle | Nukleotid- | GroRe des
desoxynukleotide (5 - 3) position Amplifikats
(bp)
Human 3-Actin mMRNA-Primer
Actin-Al TGA TAT CGC CGG GCT CGT C Mikrogen
(sense) (Minchen)
Actin-A2 TCCATCACGATGCCAGTGG | Mikrogen 450
(antisense) (Minchen)
GBV-A Diagnostik-Primer aus5 NTR (Genbank Accession U2203)
GBA-N1 CGGTCCATCTTCCTCAAGG PharmaciaBio- | nt 81-100
(outer sense) tech (Freiburg)
GBA-N2 CTGCCTTTCGGCCAGTCTC PharmaciaBio- | nt 478-460 397
(outer antisense) tech (Freiburg)
GBA-N3 TCGGTCCGA AAGGCGTCT G PharmaciaBio- | nt 129-147
(inner sense) tech (Freiburg)
GBA-N4 CAA GAG GAA CTC GCA GGA C | PharmaciaBio- | nt 460-442 331
(inner antisense) tech (Freiburg)
GBV-A Primer aus E2-Region (Genbank Accession U2203)
GBA-1s CAT GCT GGT CCT CGA GCA | Gibco, Life nt 1121-1141
(outer sense) GCG Technologies
(Eggenstein)
GBA-3a ACT CCG GTG GTA GAA TTC | Gibco, Life nt 2362-2341 | 1241
(outer antisense) GGG C Technologies
(Eggenstein)
GBA-2s AGT GGG CGA GGC TCA GAG | Gibco, Life nt 1172-1192
(inner sense) GGG Technologies
(Eggenstein)
GBA-4a GTT GGA ACA GTG GGC GGA | Gibco, Life nt 2332-2311 | 1160
(inner antisense) GTCC Technologies
(Eggenstein)

23




Materia und Methoden

GBV-A Diagnostik-Primer der NS3-Region (Genbank Accession U2203)

GBV-AS1 TCG CTA CGG CGA CCC CAC | Gibco, Life nt 4438-4458
(sense) CGG Technologies
(Eggenstein)
GBV-AAl CGA TAG TGA TGG TCG GGT | Gibco, Life nt 4812-4790 | 374
(inner antisense) CCA GG Technologies
(Eggenstein)
GBV-AA2 TGCCCGCTT TCCCACGGCC Gibco, Life nt 4887-4869 | 449
(outer antisense) Technologies
(Eggenstein)
GBV-B Primer des5-NTR (Genbank Accession U22304)
GBB-N1 TCA TGA CGCTCG CGT GAT G | PharmaciaBio- | nt 135-153
(outer sense) tech (Freiburg)
GBB-N2 CACATATAGGTGGGCTTGC | PharmaciaBio- | nt 359-341 224
(outer antisense) tech (Freiburg)
GBB-N3 CAAGCTTGACTT GGA TGGC | PharmaciaBio- | nt 162-180
(inner sense) tech (Freiburg)
GBB-N4 GCGTCCTTGGTA GTGACCG | PharmaciaBio- | nt 301-283 139

(inner antisense)

tech (Freiburg)

GBV-B Primer aus5 NTR/E1/E2 (Genbank Accession U22304)

GBB-1s
(sense)

GBB-2s
(sense)

GBB-3s
(sense)
(= GBB-N4)

GBB-4s
(sense)

(= GBB-N2)
GBB-1a
(antisense)

GBB-2a
(antisense)

GBB-3a
(antisense)

GBB-4a
(antisense)

GAT CTA CTA TGC CTC TCG
GGG C

TGG AAA CCC TAT CAG GGT
GCCC

CGG TCA CTACCA AGGACGC

GCA AGCCCA CCT ATATGT G

GCC GGC CAT CCA CCC GAT
AAAC

GGG CAC CCT GAT AGG GTT
TCCA

CTA CTA CAG GTG GTA TTG
TCA GCC

GGC GTA GCC AAA TGC AAG
AGG G

Gibco, Life
Technologies
(Eggenstein)

Gibco, Life
Technologies
(Eggenstein)

Gibco, Life
Technologies
(Eggenstein)

Gibco, Life
Technologies
(Eggenstein)

Gibco, Life
Technologies
(Eggenstein)

Gibco, Life
Technologies
(Eggenstein)

Gibco, Life
Technologies
(Eggenstein)

Gibco, Life
Technologies
(Eggenstein)

nt 1417-1438

nt 1489-1510

nt 301-283

nt 359-341

nt 1315-1294

nt 1510-1489

nt 1687-1664

nt 2631-2610
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GBV-B Primer der NS3-Region (Genbank Accession U22304)

GBV-BS1 TTG CCA CGG CTA CCC CCC | PharmaciaBio- | nt 4218-4238
(sense) CTG tech (Freiburg)

GBV-BA1l CAA TGG TGA AAG TAG GGT | PharmaciaBio- | nt4595-4573 | 377
(inner antisense) CAA GG tech (Freiburg)

GBV-BA2 TGC CAGCTCTCCCACGGCC | PharmaciaBio- | nt4670-4652 | 452
(outer antisense) tech (Freiburg)

GBV-C Diagnostik-Primer (Khydyakov et al., 1997)

Primer YK874 (=501) | CTG ATG TTG CTA GCC TGT | PharmaciaBio- | nt 7215-7238
(outer sense) GTG AGA tech (Freiburg)

Primer YK877 (=502) | ACC GAC ACC TTA GAT CCC | PharmaciaBio- | nt 7686-7663 | 471
(outer antisense) CAG CCC tech (Freiburg)

Primer YK875 (=503) | AGA ACC ATA CAG CCT ATT | PharmaciaBio- | nt 7248-7217

(inner sense) GTGACC tech (Freiburg)

Primer YK876 (=504) | CCT TAC AGT CCT TAT TGC | PharmaciaBio- | nt 7648-7625 | 401

(inner antisense)

TTCCTC

tech (Freiburg)

GBV-

C Primer aus E1- bzw. E2-Region

(Genbank Accession U36380)

HG-Els
(sense)

HG-E2s
(sense)

HG-E3s
(sense)

HG-E4s
(sense)

HG-E9s
(sense)

HG-E10s
(sense)
HG-E2a
(antisense)
HG-E4a
(antisense)
HG-E5a
(antisense)

HG-E6a
(antisense)

HG-E7a
(antisense)

HG-E8a
(antisense)

AGC AGC GTA TTG TCA TGG
TCTTCC

TCG CAA GGC GCG CCC GCC
TC

CAA TAG GAC AAC TCC CTT
CACCA

GGG GGC CCC TGG GCA ACC
AG

CCA TCA TGG CAG TCC TTC
TGCTC

GCC CCGGCCACCCATGCT TG

GAG GCA GGG GCG CCT TGC
GA

CTGGTT GCC CAG GGG CCC CC

AGT GCC GAG AAG CAT GCA
GTTG

CGC ACC AGA GGT TCG TAA
AACC

GCC AAC TGG TTC ACC CAC
CACC

ACC TCT CCA GCC ACG GCG
GC

Pharmacia Bio-
tech (Freiburg)

Pharmacia Bio-
tech (Freiburg)

Pharmacia Bio-
tech (Freiburg)

Pharmacia Bio-
tech (Freiburg)

Pharmacia Bio-
tech (Freiburg)

Pharmacia Bio-
tech (Freiburg)

Pharmacia Bio-
tech (Freiburg)

Pharmacia Bio-
tech (Freiburg)

Pharmacia Bio-
tech (Freiburg)

Pharmacia Bio-
tech (Freiburg)

Pharmacia Bio-
tech (Freiburg)

Pharmacia Bio-
tech (Freiburg)

nt 1089-1112

nt 1136-1155

nt 1735-1757

nt 1761-1780

nt 528-550

nt 581-600

nt 1155-1136

nt 1780-1761

nt 1954-1933

nt 2016-1995

nt 2268-2247

nt 2313-2294
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HG-E10a (antisense)

GAG CAG GTC TGC CAA GTC

Pharmacia Bio-

nt 1206-1184

[=HG-Ella AACCC tech (Freiburg)
(antisense)]
HBV-Primer der PraS-Region (Genbank Accession D00329)
HBV P 9 GGG TCA CCA TAT TCT TGG Mikrogen
(outer sense) (Minchen)
HBV P S10 CCC TGA GCC TGA GGG CTC | Mikrogen 261
(outer antisense) CACC (Minchen)
HBV P S13 GGG AAC AAGAGCTACAGC Mikrogen
(inner sense) (Minchen)
HBV P S14 AAT ACC GCC GTG TGG AGG Mikrogen 219
(inner antisense) (Minchen)

HBV-Primer der PraS-Region und des5'NTR (Genbank Accession D00329)
HBV-SI3 CTA GAC TCG TGG TGG ACT | Mikrogen nt 250-276
(sense) TCT CTC AAT (Minchen)
HBV-#1 CCCAAT ACCACATCATCC Mikrogen nt 760-743 493
(antisense) (Minchen)
HBV-#5 GGG TCA CCA TAT TCT TGG Mikrogen nt 2816-2833
(sense) (Munchen)
HBV-#4 GTC CTA GGA ATCCTGATG Mikrogen nt 187-170 554
(antisense) (Minchen)
HCV Diagnostik-Primer aus5'NTR
(Okamoto et al., 1992; Smmondset al., 1993; Stuyver et al., 1993)

HCV-10 GGC GAC ACT CCA CCA TAG | Gibco, Life nt 18-36
(sense) AT Technologies

(Eggenstein)
HCV-11 GGT GCA CGG TCT ACG AGA | Gibco, Life nt 341-322 323
(antisense) cC Technologies

(Eggenstein)
HCV-15 CACTCCCCT GTGAGGAACT | Gibco, Life nt 38-56
(sense) Technologies

(Eggenstein)
HCV-16 GCA CCCTAT CAGGCA GT Gibco, Life nt 304-288 266
(antisense) Technologies

(Eggenstein)
HCV-186a ATG TAC CCC ATG AGG TCG | Gibco, Life nt 751-732 HCV-10: 733
(antisense) GC Technologies HCV-15: 713
(Okamoto et al., 1992) (Eggenstein)
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4. Proteine, Enzyme und Antikor per

4.1 Proteine/Enzyme

Protein/Enzym

Bezugsquelle

Alkalische Phosphatase (AP)
Ampli Tag-DNA-Polymerase
Benzonase

DNAsel, RNAsefrei
Endoproteinase Asp-N
Endoproteinase Glu-C
Endoproteinase Lys-C
Lysozym (aus Hihnereiwei3)
Proteinase K
Restriktionsenzyme
Rinderserumalbumin (BSA)
RNAse A

RNAse-Inhibitor
Superscriptd 11 RT
Sp6-RNA-Polymerase
T7-RNA-Polymerase
T4-DNA-Ligase

Roche Diagnostics (Mannheim)
Perkin Elmer (Uberlingen)
Merck (Darmstadt)

Roche Diagnostics (Mannheim)
Roche Diagnostics (Mannheim)
Roche Diagnostics (Mannheim)
Roche Diagnostics (Mannheim)
Roche Diagnostics (Mannheim)
Sigma (Deisenhofen)

Roche Diagnostics (Mannheim)
Roche Diagnostics (Mannheim)
Sigma (Deisenhofen)

Roche Diagnostics (Mannheim)

Gibco BRL, Life Technologies (Eggenstein)

Promega (Mannheim)
Promega (Mannheim)

Invitrogen (Groningen, Niederlande)

4.2 Antikor per

Eingesetzter Antikorper V erwendungszweck Bezugsguelle
Anti-Digoxigenin-AP-Fab-Fragments in situ-Hybridisierung und Roche Diagnostics
(Anti-DIG-AP-Fab-Fragments) Dot Blot (Mannheim)
Anti-human-1gG-Per oxidase ELISA und Western Blot Roche Diagnostics
(Anti-human-1gG-POD) (Mannheim)

Anti-human-1gG-Peroxidase
(Anti-human-1gG-POD)
Anti-human-1gG-Per oxidase
(Anti-human-1gG-POD)
Anti-mouse-1gG-Peroxidase
(Anti-mouse-1gG-POD)
Anti-rat-1gG-Per oxidase
(Anti-rat-1gG-POD)

Anti-rat-1g-Per oxidase-Fab-Fragments
(Anti-rat-1g-POD-Fab Fragments)

Anti-Xpress-Antibody

Anti-E2-Antibody
(aus Ratte)

CD3 MicroBeads

(= paramagnetische Microbeads, konjugiert mit

ELISA und Western Blot
ELISA und Western Blot
Western Blot
Western Blot
Western Blot

Western Blot

ELISA, Western Blot und
Immunfluoreszenz

Magnetische Zelltrennung
von PBMC's (MACS)

monoklonalem Maus Anti-Human CD3 Antikorper)

CD19 MicroBeads

(= paramagnetische Microbeads, konjugiert mit

Magnetische Zelltrennung
von PBMC’s (MACS)

monoklonalem Maus Anti-Human CD19 Antikérper)

Mikrogen (M Unchen)
Dako

Roche Diagnostics
(Mannheim)

Roche Diagnostics
(Mannheim)

Roche Diagnostics
(Mannheim)
Invitrogen (Groningen,
Niederlande)

GSF (Elisabeth
Kremmer)

Miltenyi Biotec
(Bergisch Gladbach)

Miltenyi Biotec
(Bergisch Gladbach)
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5. Standards, Kitsund Tests

5.1 Standards
Standard Restringiert mit GroRenbereich Bezugsquelle
DNA-Molekulargewicht-Marker 111 A-DNA (EcoRI/Hindlll) 0.12-21.2kbp  Roche Diagnostics
(0.25 pg/pl) (Mannheim)
DNA-Molekulargewichtmarker V pBR322-DNA (Haelll)  8-587 bp Roche Diagnostics
(0.25 pg/ul) (Mannheim)
Protein-Standard, low range - 14.4 - 97.4 kD Roche Diagnostics
(Mannheim)
Polypeptid SDS-PAGE Standard - 1.4-26.6 kD BioRad (Hercules, USA)
5.2 Kitsund Tests
Kit/Test Bezugsguelle

ABI PRISM Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit
Agarose Gel DNA Extraction Kit

Bac-N-Blue™ Transfection Kit

DIG RNA Labeling Mix

DIG labeled Control RNA

High Pure Viral Nucleic Acid Kit

pBAD/His A, B, C Vector Kit

Plasmid Midi Kit

QlIAampd HCV Kit

QIlAexpress Ni-NTA Protein Purification System

S.N.A.P. Mini Prep Kit

TA Cloningd Kit (mit Vektor pCR2.1)

TA Cloningd Kit (mit Vektor PCROII)

TOPO TA Cloning Kit, Dual Promotor (mit VVektor pCROI1-TOPO)
Xpress Protein Purification System

pPlate Anti-HGenv (ELISA)

Perkin Elmer (Uberlingen)

Roche Diagnostics (Mannheim)
Invitrogen (Groningen, Niederlande)
Roche Diagnostics (Mannheim)
Roche Diagnostics (Mannheim)
Roche Diagnostics (Mannheim)
Invitrogen (Groningen, Niederlande)
Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Invitrogen (Groningen, Niederlande)
Invitrogen (Groningen, Niederlande)
Invitrogen (Groningen, Niederlande)
Invitrogen (Groningen, Niederlande)
Invitrogen (Groningen, Niederlande)
Roche Diagnostics (Mannheim)

6. Medien, Zusatze und Antibiotika

6.1 Medien und Zusitze

6.1.1 Medien zur Anzucht von E. coli

LB-Medium: 1 % Bacto Tryptone
(Sambrook et al., 1989) 0.5 % Bacto Yeast Extract
1 % NaCl

1.5 % Bacto Agar (nur fur Kulturplatten)

Das Medium wurde mit NaOH auf pH 7.0 eingestellt und anschlieffend autoklaviert.
Nach Abklhlen auf ca. 40°C wurden nach Bedarf Antibiotika zugegeben. Fir
Kulturplatten wurde der LB-Agar in Portionen in sterile Kunststoff-Kulturschalen
gegossen. Nach Erstarren des Agars wurden die Kulturschalen bei 4°C gelagert.
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LB owsar-Medium: 1 % Bacto Tryptone
(Handbuch, Invitrogen) 0.5 % Bacto Y east Extract
0.5 % NaCl

Das Medium wurde mit NaOH auf pH 7.0 eingestellt und anschlieffend autoklaviert.
Nach Abkihlen auf ca. 40°C wurden nach Bedarf Antibiotika zugegeben.

RM-Medium + Glucose: Ix M9 Sdlts
(Handbuch, Invitrogen) 2 % Casamino Acids
0.2 % Glucose
1 mM MgCl,

20 g/l Casamino Acids wurden eingewogen, in 890 ml H,O geldst und anschlief¥end
autoklaviert. Nach Abkuhlen der Ldsung auf ca. 55°C wurden nach Bedarf Antibiotika
und die restlichen Losungen (steril) zugegeben. Das Medium wurde bei 4°C aufbewahrt.

10x M9 Sdlts:; 6 % Na,HPO,
3% KH,PO,
0.5 % NaCl
1 % NH,CI
Die Ldsung wurde mit NaOH auf pH 7.4 eingestellt, autoklaviert und anschlief3end bel Rt
aufbewahrt.
SOB-Medium: 2 % Bacto Tryptone
(Sambrook et al., 1989) 0.5 % Y east Extract
0.05 % NaCl
2.5mM KCl
10 mM MgCl,

Der pH-Wert des Mediums wurde mit NaOH auf pH 7.5 eingestellt und das Medium
autoklaviert. Nach Abkihlen auf ca 55°C wurde 1M MgCl-Ldsung und nach Bedarf
Antibiotika zugegeben. Das Medium wurde bei 4°C aufbewahrt.

SOC-Medium: 2 % Tryptone
(Sambrook et al., 1989) 0.5 % Y east Extract
10 mM NaCl
2.5mM KCl
10 mM MgCI,[6H,0
10 mM MgSO,
20 mM Glucose

Der pH-Wert des Mediums wurde mit NaOH auf pH 7.0 eingestellt und das Medium
autoklaviert. Nach Abkihlen auf ca. 55°C wurde sterile 1M MgCl,-, IM MgSO,- und 2
M sterilfiltrierte Glucose-L 6sung zugegeben. Das Medium wurde bei 4°C aufbewahrt.

6.1.2 Medium und Zusatze zur Zellkultur von PBM Cs

RPMI 1640-Medium (mit L-Glutamin): Fertigmedium
(Gibco, Life Technologies; Eggenstein)

L-Glutamin: Fertiglésung, 200 mM
Im Verhdtnis 1:100 eingesetzt.
(Gibco, Life Technologies; Eggenstein)

Phytohadmagalutinin (PHA): 5 pg/ul
Zugabe von 5 pg/ml RPM1 1640-Medium
(Sigma; Deisenhofen)
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Lipopolysaccharid (LPS):

Interleukin-2 (IL2):

Fotades Kélber Serum (FKS):

Penicillin/Streptomycin:

6.2 Antibiotika

1 pg/ul
Zugabe von 5 pg/ml RPM1 1640-Medium
(Sigma; Deisenhofen)

10 Units/pl
Zugabe von 20 U/ml RPMI 1640-Medium
(Sigma; Deisenhofen)

Fertiglsung

Nach Hitzeinaktiviertung (30 min, 56°C)
Zugabe von 10 % (v/v) FKS zum Medium
(Gibco, Life Technologies; Eggenstein)

Fertiglsung, siehe Kap.11.6.2

Selbst hergestellte Antibiotika-Stammldsungen wurden nach ihrer Herstellung sterilfiltriert (0.2um-

Filter).

Ampicillin-Stamml 6sung:

50 mg/ml in HyOpigest (Aufbewahrung bei -20°C)

Die Stamml ésung wurde dem Medium im Verhdtnis 1:1000 zugegeben.

Kanamycin-Stamml dsung:

25 mg/ml in HoOuiges (Aufbewahrung bei -20°C)

Die Stamml 6sung wurde dem Medium im Verhdtnis 1: 1000 zugegeben.

Penicillin/Streptomycin (Fertigldsung):

10.000 Units Penicillin + 10.000 pg Streptomycin in 100 ml physiologischer Kochsalzldsung

(Gibco BRL, Life Technologies, Eggenstein)

7. Puffer und Stammldsungen

Alle Puffer und Stammldsungen wurden nach ihrer Herstellung im Autoklaven sterilisiert

bzw. sterilfiltriert.

7.1 Puffer fur gentechnische M ethoden

Probenpuffer fir DNA-Agar osegel e:

(Sambrook et al., 1989)

Puffer fir alkalische Lyse:
(Sambrook et al., 1989)

L6sung | (Aufbewahrung bei 4°C):

Losung Il (jeweils frisch herstellen):

Losung 111 (Aufbewahrung bei 4°C):

40 % (w/v) Saccharose

0.25 % (w/v) Bromphenolblau
0.25 % (w/v) Xylencyanol FF
in TE-Puffer

25 mM Tris/HCI, pH 8.0
50 mM Glucose
10 mM EDTA, pH 8.0

0.2 N NaOH
1% SDS

60 ml 5M KaAc
11.5 ml Eisessig
H,O ad 100ml
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TBE-Puffer (5x):
(Sambrook et al., 1989)

TE-Puffer:
(Sambrook et al., 1989)

7.2 Puffer fur proteinchemische Methoden

Probenpuffer fur SDS-PAGE (4x):

Tris-Tricin-Probenpuffer:
(BioRad, Standard-Anleitung)

SDS-PAGE-L aufpuffer, pH 8.5:
(Sambrook et al., 1989)

Tris-Tricin-Gea-K athodenpuffer:

Tris-Tricin-Gel-Anodenpuffer:

Tris-Tricin-Gelpuffer:

Blotpuffer, pH 8.3:
(Sambrook et al., 1989)

500 mM Tris
500 mM Borat
10 mM EDTA

10 mM Trig/HCI, pH 8.0
1 mM EDTA

0.5ml 1M Tris/HCI, pH 6.8

2.0 ml Glycerol

2.0 ml 20 %iges SDS

1.0 ml 14 M 2-Mercaptoethanol

+ eine Spatel spitze Bromphenol blau

4.0 ml deionisiertes H,O

2.0ml 0.5M TrigHCI, pH 6.8

2.4 ml Glycerol

1.0 ml 10 %iges SDS

0.2 ml 2-Mercaptoethanol

0.4 ml 0.5 %iges Coomassie G 250

25 mM Tris
192 mM Glycin
10 % (v/v) SDS

0.1 M Tris

0.1 M Tricin

0.1 % SDS (w/v)
pH 8.2

0.2 M TrigHCI, pH 8.9

3.0 M Trig/HCl, pH 8.45
0.3% SDS (w/v)

25mM Tris
192 mM Glycin
20 % (v/v) Methanol

Puffer/Antikorper-L dsungen fur Western Blot:

TBS-Puffer: 20 mM Tris/HCI, pH 7.5

500 mM NaCl
TBST-Puffer: 20mM TrigHCI, pH 7.5

500 mM NaCl

0.05 % (v/v) Tween 29
Blocking-Puffer: TBS-Puffer

+ 3 % (w/v) BSA
Verdinnungspuffer: TBST-Puffer

+ 1% (w/v) BSA
Substratpuffer (2x): 0.1 M Citratpuffer

0.02 % Thimerosd
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Detektions ésung: 25 ml Substratpuffer
25 ml H,O
10 mg Diaminobenzidin
6 ul 30 %iges H,O,

Anti-X press-Antikérper-L 6sung: Antikorper-Verdinnung 1:5000 in Verdin-
nungspuffer

Anti-E2-Antikérper-L dsung: Antikorper-Verdinnung 1:20 in  Verdin-
nungspuffer

Humanserum-L dsung: Serum-Verdinnung 1:60 in Verdinnungs-
puffer

Anti-human-1gG-POD-L ésung: Antikorper-Verdinnung 1:1000 in Verdin-
nungspuffer

Anti-mouse-1gG-POD-L dsung: Antikorper-Verdinnung 1:500 in Verdin-
nungspuffer

Anti-rat-1gG-POD-L ésung: Antikorper-Verdinnung 1:500 in Verdin-
nungspuffer

Anti-rat-1g-POD-Fab-Frag.-L sung: Antikorper-Verdinnung 1:500 in Verdin-
nungspuffer

Puffer/L 6sungen fur ELISA ,uPLATE Anti-HGenv":
Herstellung nach Testanleitung fir ELISA ,,uPLATE Anti-HGenv*.

Puffer/L 6sungen fur etablierten EL | SA:

Blocking-L 8sung: PBS, pH 7.4
+ 3% (w/v) BSA
Waschpuffer: 0.2 M Na-Phosphat-Puffer, pH 7.4
bzw.
0.2 M Na-Phosphat-Puffer, pH 7.4
0.05 % (v/v) Tween 20
V erdinnungspuffer (Antigen und Antikorper): PBS, pH 7.4
Verdinnungspuffer (Serum): PBS, pH 7.4
10 % (viv) FKS
1% (v/v) Tween 20
5% (v/iv) 1 M Tris, pH 7.4
Verdinnungspuffer (Konjugat): PBS, pH 7.4

5% (v/v) FKS
5% (v/v) 1M Tris,pH 7.4

1% (v/v) Tween 20
Entwicklungsldsung: ABTS-Fertigltsung
Abstop-L 6sung: 1 N H,SO,

Puffer zur Proteinaufreinigung mit dem “ Xpress] Protein Purification System”:
Herstellung nach Invitrogen (1998d).

Dialysepuffer: 10 mM Trig/HCI, pH 8.0
0.1 % Triton X-100
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Puffer zur proteolytischen Spaltunag:

Puffer fir Endoproteinase AspN: 50 mM Natriumphosphat, pH 8.0
1 M Harnstoff
20 mM Methylamin

Puffer fur Endoproteinase LysC: 25 mM Tris/HCl, pH 8.5
1mM EDTA
1 M Harnstoff
20 mM Methylamin

Puffer fur Endoprotei nase GluC: 25 mM Ammoniumcarbonat, pH 7.8
1 M Harnstoff
20 mM Methylamin

7.3 Puffer und Ldsungen fur die Isolierung und Auftrennung (MACS) von
peripheren mononuklearen Zellen (PBM Cs)

Lymphoflot: Fertiglésung fur Dichtegradient zur Isolierung
von Lymphozyten (Biotest AG, Dreieich)
PBS: 8.0gNaCl
0.2gKdCl
1.44 g Na,HPO,

— in 800 ml H,Oyeq 165N

- pH 7.4 mit HCI einstellen

- ad 1L mit H,O; anschlieflend aliquotieren
und autoklavieren

- bel Rt aufbewahren

PBS,2mM EDTA, 0.5% BSA: zur Markierung und Auftrennung von Lym-
phozyten

7.4 Puffer und Stammldsungen fiir diein situ-Hybridisierung

Alle Puffer und Stammlésungen fir die in situ-Hybridisierung (Personliche Mitteilung, H.
Breitschopf, 1997; Breitschopf et al., 1992) wurden mit DEPC-behandeltem, autoklaviertem
Wasser, H,O-DEPC (Sambrook et al., 1989), hergestellt. H,O-DEPC zerstort RNAsen. Eine
abermalige RNAse-Behandlung und nochmaliges Autoklavieren war aus diesem Grunde nicht
mehr nétig.

H,0-DEPC: 1 ml DEPC/1 L H,0.
(Sambrook et al., 1989) Gut geschiittelt, UN bei Rt stehen gelassen und an-

schlieffend autoklaviert.

Antikor per-L 6sung (Dot-Blot): Anti-DIG-AP-Fab-Fragments 1:5000 in 1xMal eatpuffer

Antikor per -L 6sung: Anti-DIG-AP-Fab-Fragments 1:500 in Blocking Mix
Blocking Mix: 0.5 % Blocking Reagenz, 10 % FKS
Blocking Reagenz: 10 %, 1 % und 0.5 % (w/v) Blocking Reagenz wurden in

1x Maeatpuffer unter Erwarmen gelost, aliquotiert und
bei -20°C aufbewahrt.
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Dextransulfat:

Essigsaur eanhydrid:

Formamid, deionisiert:

Hybridisier ungspuffer:

5x M aleatpuffer:

NBT/BCIP-Férbel6sung:

NBT/BCI P-Puffer:

4% gepuffertes Par afor maldehyd:

Proteinase K -Stamml8sung:

Salmon Sperm DNA:
(Sambrook et al., 1989)

20x SSC:
(Sambrook et al., 1989)

0.2 M Sorensenpuffer:

Tris-Stammlésung:

TBS-Puffer:

50 %ige Stammlosung; wurde aliquotiert bei -20°C auf-
bewahrt.

0.5 % (v/v) Essigsaureanhydrid in 100 mM Trig/HCI,
pH 8.0 (frisch hergestellt!)

5g lonenaustauscher /100 ml Formamid. Anschliessend
for 30 min. auf dem Magnetrihrer gerthrt. Entweder
sofort verwendet oder aliquotiert bei -20 °C aufbewahrt.

2x SSC

10 % Dextransulfat

0.01 % Salmon sperm DNA
0.02 % SDS

50 % Formamid

500 mM Maleinsaure
750 mM NaCl
pH 7.5 mit NaOH-Pl&tzchen einstellen

100 ml NBT/BCIP-Puffer

450 ul NBT

350 ul BCIP

Losung wurde immer frisch angesetzt, da licht- und
temperaturempfindlich.

100 mM Trig/HCl, pH 9.5
100 mM NaCl
50 mM MgCl,

40 g Paraformal dehyd

500 ml 0.2 M Sérensenpuffer

ad 1L mit H,O

Aufbewahrung bei 4 °C bzw. aliquotiert bel -20°C.

1.0 % (w/v) Proteinase K in TBS.
Aliquotiert bei -20 °C aufbewahrt.

0.5 % (w/v) Salmon Sperm DNA in H,O-DEPC.

Ca. 4 h geriihrt. Anschliefzend wurde die Losung viermal
durch eine Subkutan-Nadel gepresst, in Safe-Lock-
Reaktionsgefden fur 10 min in kochendem Wasser
denaturiert und in einem Salz/Eis oder Alkohol/Eis-
Gemisch rasch abgekihlt. Dieser Vorgang wurde wieder-
holt. Die DNA wurde aliquotiert bei -20°C aufbewahrt.

3.0 M NaCl
0.3 M Na-Citrat
pH 7.0

0.04 M NaH,PO, 02 H,0
0.16 M Na,HPO, (12 H,0
pH 7.4

1M TrigHCI, pH 7.5

50ml 1 M TrigHCI, pH 7.5
950 ml H,O-DEPC
8.766 g NaCl
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Waschpuffer:

1x Maleatpuffer + 0.3% Tween 20

7.5 Allgemeine Stammldsungen

7.5.1 Silberfarbung
(Sambrook et al., 1989)

Fix 1:

Fix 2:
(frisch herstellen)

Férbel 6sung:
(frisch herstellen)

Entwickler:
(frisch herstellen)

StoplGsung:

7.5.2 Coomassie-Farbung
(Sambrook et al., 1989)

Farbel 6sung:

Entfarber:

Aufbewahrungsldsung:

30 % EtOH
10 % HAc
60 % H,0O

70 % 0.4 M NaAc/HAc, pH 6.0
30 % EtOH
2 ml 25 %iges Glutardialdehyd

500 ul 1.2M AgNOs
25 pl 37 %iges Formaldehyd
H,O ad 100ml

5 g NaCO;
80 pl 37 %iges Formaldehyd
H,O ad 200ml

5 % Essigsdure (in H,0)

0.25 g Coomassie Brillant Blue R250,
gelést in 100ml MeOH:H,O:HAc (4.5: 45:1)

450 ml MeOH
450 ml H,O
100 ml HAc

5% HAc

7.5.3 SDS-PAGE-Stamml6sungen

(Sambrook et al., 1989)

LGsung A:
L 6sung C.

Losung D:

SDS-Stamml 8sung:

APS-Stamml 6sung:
TEMED:

1M TrisHCl, pH 85

30 % (w/v) Acrylamid, 0.8 % (w/v) Bisacrylamid-
Stamml 6sung (fertig gekauft)

19.2 ml IM TrigHCI, pH 6.8
0.8 ml 20 %iges SDS

20 %ig
1.4 % (w/v) in H,O
Fertiglsung; s. Kap.l, A.1
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SDS-PAGE-Trenngel/-Sammelgel :

SDS-PAGE-Trenngel (12.5 %) SDS-PAGE-Sammel gel

Losung A 15ml -

Losung C 174 ml 2.55ml

Losung D - 3.0ml

H,0 6.4 ml 17.25ml

20 % SDS 0.2ml -

1.4% APS 1.0ml 1.2 ml
TEMED 12,5 pl 12 ul

7.5.4 Tris-Tricin-PAGE-Stamml&sungen

Acrylamid/Bisacrylamid: Fertiglosung: 40 %ig, Mischungverhdtnis; 37.5:1
(Sigma, Deisenhofen)

Glycerin: Fertiglsung (Merck, Darmstadt)

Ammoniumpersulfat (APS): 10 %ige Stamml 6sung

TEMED: Fertiglésung (BioRad, M tinchen)

Tris-Tricin-Gelpuffer: s. Kap.ll.7.2

Tris-Tricin-Gele:

Trenngel wopacer”-Gel Sammelgel

Acrylamid/bis-Acrylamid 8.89 ml 5.42ml 0.89 ml
Tris-Tricin-Gelpuffer 8.89 ml 8.89 m| 276 ml
Glycerin 2.84ml - -

H,O 6.04 mi 12.36 ml 7.47mi
APS 88.89 pl 88.89 88.89 pl
TEMED 8.89 l 8.89 pl 8.89 pl

7.5.5 Weiter e Stammldsungen

BSA-Stamml 6sung: 5 % (w/v) bzw. 1 % (w/v)

RNA seA -Stamml §sung: 1% (w/v) in 10mM Tris/HCI, pH 7.5; 15 mM NaCl
Aufbewahrung bei -20 °C.

Phenol/Chloroform: Mit Wasser geséttigtes Phenol wurde mit 1 Volumen
Chloroform/lsoamylalkohol gemischt und bei 4 °C
lichtgeschiitzt aufbewahrt.

Chloroform/lsoamylakohol: 1 Volumen Chloroform wurde mit 1/24 Volumen

Isoamylalkohol gemischt und bei 4 °C aufbewahrt.
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8. Probenmaterial

8.1 Seren

Verwendete Seren Zeitraum Bezugsguelle

Seren von Blutspendern 1995/96 BRK, Minchen

Seren von Homosexuellen 1998/99 Dr. Martin Wéchtler;
Krankenhaus M iinchen-Schwabing, M iinchen

Seren von Progtituierten 1998 Dr. Giedind Hellein;
L andesuntersuchungsamt M inchen und Augsburg

Seren von Hamophilie-Patienten 01-08 1998 Prof. Dr. Wolfgang Schramm; Abt. fir Transfusions-
medizin, Klinikum Innenstadt, Minchen

Seren knochenmarktransplantierter 1998/99 Dr. Franz Maximilian Zwiebel/Dr. Gero Massenkeil;

Patienten (KM T-Patienten) Klinikum Charité, Berlin

Seren von i.v.- Drogenkonsumenten 01-03 1999 Prof. Dr. Randolph Penning;

(IvbU) Gerichtsmedizin der LMU Minchen, Minchen

GBV-C-Seren 1996-1999 Hepatitis-Diagnostik des Max von Pettenkofer-
Instituts der LMU M inchen, M inchen

GBV-A-Affenseren 1996-1999 Krallenaffenzucht der Spezies Sanguinus fuscicallis;
Max von Pettenkofer-Ingtitutes der LMU M nchen,
M iinchen

GBV-B-Affenseren 1996-1999 Krallenaffenzucht der Spezies Sanguinus fuscicallis;
Max von Pettenkofer-Institutes der LMU M nchen,
Minchen

HBV-Seren 1996-1999 Hepatitis-Diagnostik des Max von Pettenkofer-
Ingtituts der LMU Minchen; M iinchen

HCV-Seren 1996-1999 Hepatitis-Diagnostik des Max von Pettenkofer-
Institutes der LMU Munchen; Minchen

GBV-C/HGV-Inokulum (aus Patient A bzw. | 1999 P.D. Dr. Reinhard Zachoval; Medizinische Klinik Il

Patient B) fur in vitro-Infektion von PBMCs

der LMU Minchen, Klinikum Grofthadern

GB-Inokulum (Poolserum der 11. Passage
desvon F. Deinhardt in Krallenaffen inoku-
lierten GB-Agens, das sowohl GBV-A als
auch GBV-B enthdlt; Simonset al., 1995)

Prof. Dr. G. Frosner; Max von Pettenkofer-Institut
der LMU Miinchen, Minchen

8.2 Gewebe

Gewebe

Bezugsguelle

Gewebe GBV-A infizierter Affen?®

(Gehirn; Lymphknoten; Milz; Leber; Herz; Nebenniere; Niere;

Dunndarm, Dickdarm; Skelettmuskel)

Krallenaffenzucht der Spezies Sanguinus fusci-
colliss Max von Pettenkofer-Institut der LMU
Minchen, Minchen

Gewebe GBV-B infizierter Affen 2

(Gehirn; Lymphknoten; Milz; Leber; Herz; Nebenniere; Niere;

Dunndarm; Dickdarm; Skelettmuskel)

Krallenaffenzucht der Spezies Sanguinus fusci-
collis; Max von Pettenkofer-Institut der LMU
M iinchen, Minchen

Gewebe nicht GBV-A bzw. GBV-B infizierter Affen -2

(Gehirn; Lymphknoten; Milz; Leber; Herz; Nebenniere; Niere;

Dunndarm; Dickdarm; Skelettmuskel)

Krallenaffenzucht der Spezies Sanguinus fusci-
colliss Max von Pettenkofer-Institut der LMU
Minchen, Minchen

Leberbiopsien GBV-C infizierter Patienten 3

P.D. Dr. Reinhard Zachoval; Medizinische Klinik
Il der LMU Miinchen, Klinikum Grof3hadern
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Nieren-, Milz-, Muskel-, Lymphknoten-, Skelettmuskel-, Herz-,
Lungen-, Mandel-, Schilddriisen- und Speicheldriisengewebe-
proben GBV-C infizierter und nicht infizierter Patienten *

Dr. Tim Tucker; Abt. Medizinische Mikrobiolo-
gie, Universitdt Kapstadt, Stidafrika

Milz-, Leber- und Lymphknotengewebe von mit GBV-C
infizierten und nicht infizierten verstorbenen i.v.-Drogen-
konsumenten °

Prof. Dr. Randolph Penning; Gerichtsmedizin der
LMU Minchen, Minchen

Darm- und Gehirngewebe GBV-C/HIV koinfizierter Patienten *

Prof. Dr. Georg Hess, Boehringer Mannheim,
Mannheim

Leberbiopsien HBV infizierter Patienten °

P.D. Dr. Reinhard Zachoval; Medizinischen
Klinik 11 der LMU Miunchen, Klinikum Grof3-
hadern

Leberbiopsien HCV infizierter Patienten °©

P.D. Dr. Reinhard Zachoval; Medizinischen
Klinik 11 der LMU Miunchen, Klinikum Grof3-
hadern

! Der Nachweis einer GBV-A-Infektion erfolgte nach Extraktion (Kap.l1, B.3.1) und Umschreibung (Kap.!l,
B.3.5) durch eine anschlief?ende PCR-Untersuchung (Kap.ll, B.7.2) mittels der NS3-Primer GBV-ASL,
GBV-AA1 und GBV-AA2 (Kap.ll, A.3.2.2) bzw. der 5’NTR-Primer GBA-N1, GBA-N2, GBA-N3 und
GBA-N4 (Kap.ll, A.3.2.2).

2 Der Nachweis einer GBV-B-Infektion erfolgte nach Extraktion (Kap.ll, B.3.1) und Umschreibung (Kap.!l,
B.3.5) durch eine anschlief?ende PCR-Untersuchung (Kap.ll, B.7.2) mittels der NS3-Primer GBV-BSL,
GBV-BAl und GBV-BA2 (Kap.ll, A.3.2.2) bzw. der 5’NTR-Primer GBB-N1, GBB-N2, GBB-N3 und
GBB-N4 (Kap.ll, A.3.2.2).

% Der Nachweis éiner GBV-C-Infektion erfolgte nach Extraktion (Kap.ll, B.3.1) und Umschreibung (Kap.!l,
B.3.5) durch eine anschlielfende PCR-Untersuchung (Kap.ll, B.7.2) mittels der Diagnostik-Primer Y K874,
YK877, Yk875 und YK876 (Kap.ll, A.3.2.2).

“Der Nachweis einer GBV-C- bzw. HIV-Infektion wurde von den entsprechenden Laboratorien
durchgefihrt. Uns stehen keine ndheren Angaben zu Verfiigung.

® Der Nachweis einer HBV-Infektion erfolgte nach der Extraktion (Kap.l1, B.3.1) durch PCR-Untersuchung
(Kap.ll, B.7.2) unter Verwendung der Diagnostik-Primer aus der PraS-Region HBV-PS9, HBV-PS10,
HBV-PS13 und HBV-PS14 (Kap.ll, A.3.2.2).

® Der Nachweis einer HCV-Infektion erfolgte nach Extraktion (Kap.Il, B.3.1) und Umschreibung (Kap.Il,
B.3.5) durch PCR-Untersuchung (Kap.ll, B.7.2) unter Verwendung der Diagnostik-5"NTR-Primer HCV -
10, HCV-11, HCV-15, HCV-16 und HCV-186a (Kap.ll, A.3.2.2).

9. Material fur die Gewebepraparation

Material Bezugsquelle

Deckgléser (22x40, 22x32, 20x20) F. Schultheiss (Minchen)
Féarbekasten nach Schiefferdecker Fisher Scientific (Ingolstadt)
Mikrotom-Einmalklingen Typ S-35 Firma Seidel (Buchendorf)
Objekttrager Polysine ZEFA Laborservice (M inchen)
Pap Pen (fur Immunférbung) F. Schultheiss (Mlnchen)
Standard-Einbettkassetten ZEFA Laborservice (M inchen)
Stahldeckel fir Standard-Einbettkassetten ZEFA Laborservice (Minchen)
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10. Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial Bezugsguelle
Diafilm Kodak Elite Chrome 100 Kodak
Dialyseschléuche: Visking Dialysis Tubing Serva (Heidelberg)
EDTA Monovetten Schultheiss (M linchen)

Filterkarten (fur Cytospin)
Greiner-Rohrchen aus Polypropylen (15ml / 50ml)
Kuvetten O 1cm
Einmalkivetten (1.5ml)
Quarzglas-Prézisionskiivetten Suprasil (60pul)
MACS Separation Columns
MicroAmp Reaction Tubes with Cap (0.2ml)
Microspin-S-400 HR-Saule (Sephacryl)
Mikrotiterplatte ,, Greiner F ELISA*
Nitrocellulose Transfermembran
Nylonmembran, positiv geladen
Petrischalen aus Polystyrol (O 94mm)
Pipetten (10ul / 20ul / 100pl / 250ul / 1000pl)
Pipettenspitzen (10ul / 200ul / 1000pl)
Safe Lock Reaktionsgeféfde (0.5ml / 1.5ml / 2ml)
Spitzen, gestopft (10ul / 100ul / 1000pl)
Sterilfilter 0.2um und 0.45um
Whatman 3M M -Chromatographiepapier
24-Well-Z€llkulturplatten (Falcon)
6-Well-Zellkulturplatten (Falcon)

Shandon (Pittsburgh, USA)
Greiner & Séhne (Solingen)

Brand

Hellma

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach)

Perkin Elmer (Uberlingen)

Pharmacia Biotech (Freiburg)

Greiner & Séhne (Solingen)

Schultheiss (M Uinchen)

Roche Diagnostics (Mannheim)

Greiner & Sohne (Solingen)

Eppendorf (Hamburg)

Eppendorf (Hamburg)

Eppendorf (Hamburg)

Biozym (Hess. Oldendorf)

Schleicher + Schuell (M inchen)

Schultheiss (M Uinchen)

Becton Dickinson & Company (New Jersey)
Becton Dickinson & Company (New Jersey)

11. Gerate

Zentrifugen Bezugsquelle
Eppendorf-Tischzentrifuge 5415C Eppendorf (Hamburg)
Tischzentrifuge EBA12 Hettich (Tuttlingen)

Tischzentrifuge “Mikroliter”
Tisch-Kuhlzentrifuge Mikro 24-48R

Zentrifuge Centrikon H-401 mit A8.24- und A6.9-Rotor

Zentrifuge Rotina 48RC mit Rotor 4394
Zentrifuge Rotanta/T mit Rotor 5096

Waagen

Analysenwaage E154
Halbmikrowaage Precisa 600C

Gelelektrophor ese-Appar atur
Agarosegel -Elektrophorese-Kammern (12cm x 13cm)

SDS-PAGE-Apparatur (20cm x 20cm)
Blot-Elektrophorese-Apparatur

Elektrophorese-Powersupply PHERO-stab. 300

Mikraoskope

Durchlicht-Mikroskop Diavert
Fluoreszenz-Mikroskop

Hettich (Tuttlingen)
Hettich (Tuttlingen)
Kontron Hermle

Hettich (Tuttlingen)
Hettich (Tuttlingen)

Bezugsguelle
Gibertini
Precisa

Bezugsguelle

Eigenbau der mechanischen Werkstatt des Max von
Pettenkofer-Ingtitutes der LMU Mdnchen

Eigenbau der mechanischen Werkstatt des Max von
Pettenkofer-Institutes der LMU Minchen

Eigenbau der mechanischen Werkstatt des Max von
Pettenkofer-Institutes der LMU Minchen
Fischer-Biotec (Ingol stadt)

Bezugsguelle
Leitz
Zeiss (Oberkochen)
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Kdhleinheit

K uhlschréanke
Gefrierschrank (-20°C)
Gefriertruhe (-70°C)
Flussiger No-Tank

Sonstige Ger dte

ABI Prism™ 377 DNA Sequencer
Blockthermostat BT 100
Brutschrank

Cycler GeneAmp PCR System 2400
Dynatech MR7000 Microplate Reader
Eagle-Eye
Elektroporation-Apparatur
Hybridisierungsofen Personal Hyb
Hypercenter XP

Inkubationsblock Thermostat 5320
Inkubationsschrank (Steri)
Inkubationsschiittler INNOV A 4000
Kleinbildkamera

Mikrowelle

Neubauer-Zahlkammer

pH-Meter: Mettler Delta 320
RNA/DNA Calculator GeneQuant 11
Rihr/Heizplatten RCT basic
Schiittler 3016

Speedvacll Plus SC110A
Tisch-Autoklav

UV crosslinker UV C 500

UV visible Spektrophotometer
Vortex MS1 Minishaker

Bezugsguelle

Liebherr
Liebherr

Vétsch

CBS 5000 Series

Bezugsguelle

Perkin Elmer (Uberlingen)
Kleinfeld Labortechnik

L abotect (Gdttingen)

Perkin Elmer (Uberlingen)
Dynatech Laboratories (Denkendorf)
Herolab

BioRad (Minchen)

Stratagen (Heidelberg)
Shandon

Eppendorf (Hamburg)

Binder

New Brunswick Scientific, Labotect (Goéttingen)
Nikon

Samsung

Neubauer

Mettler

Pharmacia Biotech (Freiburg)
IKA-Labortechnik

GFL

Savant

Hoefer
Pharmacia Biotech (Freiburg)
IKA-Labortechnik

Waschgerét Labsystems Multiwash Labsystems
Wasserbad K dttermann
B.METHODEN

Mikrobiologische Methoden

1. Kultivierung und Konservierung von E. coli-Stammen

(Sambrook et al.,1989)

E.coli-Kulturen

Die Anzucht von E.coli-Stammen erfolgte unter Schitteln (225 U/min) oder auf
Agarplatten bei 37 °C unter aeroben Bedingungen. Die Kulturen wurden entweder aus in
flissigem Stickstoff gelagerten Glycerinkulturen oder von LB-Agarplatten (Kap.I1.6.1.1)

ange mpft.

Fir UN-Kultur wurden in der Regel 2-3 ml LB-Medium (Kap.11.6.1.1) in Reagenzglasern
angeimpft, wobei bei der Kultivierung eines plasmidtragenden Bakteriums das LB-
Medium zusétzlich das entsprechende Antibiotikum enthielt. Fir Midi-Préparationen und
die Herstellung kompetenter Zellen wurden Erlenmeyerkolben mit entsprechenden

Volumina an LB-Medium verwendet.
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Glycerinkultur
Zur dauerhaften Konservierung von Bakterienstémmen wurden 0.85 ml einer stationéren

UN-Kultur (ODgy = 1-2) mit 0.15 ml serilem Glycerin versetzt und gut gemischt.
Anschlief3end wurde die Glycerinkultur in einem Ethanol/Trockeneis-Gemisch eingefroren
und in flissigem Stickstoff (-120 °C) aufbewahrt.

Einzelkolonien

Einzelkolonien von E. coli wurden durch Ausstreichen der Bakterien auf Agarplatten (falls
plasmidtragendes Bakterium, Zugabe des entsprechenden Antibiotikums zu Agarmedium)
und Inkubation UN bei 37 °C im Brutschrank erhalten.

Molekulargenetische Methoden

2. Isolierung von Nukleinsauren aus Bakterien

2.1 Mini-Prapar ation von Plasmid-DNA aus E.coli

Die Isolierung von Plasmid-DNA in Mini-Prép-Format aus E.coli (Ausbeute: 3-5 pug Plasmid-
DNA pro ml UN-Kultur) wurde mittels eines modifizierten Verfahrens der alkalischen Lyse
nach Sambrook et al. (1989) durchgefihrt.

Zur Pelletierung der Zellen wurden 2 ml einer UN-Kultur fiir das entsprechend zu isolierende
Plasmid in ein Reaktionsgefald (RG) Uberfihrt und bei 12000 x g fir 30 s bei Rt zentrifugiert.
Anschliel3end wurde das Zellpellet in 100 pl Lysozymhaltiger Lésung | resuspendiert
(Vortex), wodurch die Zellwénde der plasmidenthaltenden Bakterien geschwacht wurden. Zur
Lyse der Zellen und der Uberfilhrung der chromosomalen DNA in einen denaturierten
Zustand wurden 200 ul frisch zubereitete Lésung 11 zugegeben (Mixen durch Kippen des RG
und anschlief?end auf Eis aufbewahren). Durch Zugabe von 150 pl Lésung I (vorsichtiges
Mischen der Losung) erfolgte dann eine Renaturierung der chromosomalen DNA und deren
Aggregation zu einem schwerldslichem Netzwerk. Gleichzeitig kam es zur Prazipitétion der
Protein-SDS-Komplexe und hochmolekularer RNA. Die Plasmid-DNA-Molekile verblieben
hierbel im nativen Zustand in Losung. Durch Inkubation auf Eis (5 min) und anschlief3ende
Zentrifugation (12000 x g, 5 min, Rt) wurde das Prézipitat abgetrennt. Eine weitere
Aufreinigung und Konzentrierung der Plasmid-DNA wurde durch eine Phenol/Chloroform-
Extraktion (Kap.ll, B. 3.2) und eine darauf folgende Alkohol-Prézipitation (Kap.ll, B.3.3)
erreicht. Anschlief3end wurde das Pellet bei sofortiger Weiterverwendung in 50 pl H,O bzw.
bei langerer Aufbewahrung bei -20°C in 50 pl TE-Puffer, pH 8.0 aufgenommen.

2.2 Midi-Prapar ation von Plasmid-DNA aus E.coli

Die Isolierung von Plasmid-DNA in Midi-Prdp-Format aus E.coli (Ausbeute: 75-100 ug
Plasmid-DNA pro 25ml LB-Kultur) wurde mit Hilfe des Plasmid Midi Kits (Qiagen)
durchgefiihrt. Die Praparation erfolgte aus einer 1:100 mit UN-Kultur angeimpften 50 ml UN-
Kultur. Die Plasmid-Isolierung wurde gemal3 dem “Midi Purification Protocol” des QIAGEN
Plasmid Handbuchs (Februar 1995) durchgefihrt.
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3. Handhabung von Nukleinsdur en

3.1 Extraktion von Nukleinsiduren aus Serum bzw. Gewebe

Die Isolierung von viraen Nucleinsduren fur die PCR oder RT-PCR wurde mit dem “High
Pure Vira Nucleic Acid Kit” gemal3 den Herstellerangaben durchgefuhrt.

3.2 Phenol/Chlor ofor m-Extr aktion von Nukleinsduren

Zu einer wassrigen DNA-LOsung wurde im Verhdtnis 1:1 Phenol/Chloroform bzw.
Chloroform/ 1soamylalkohol zugegeben, um Proteine und anderweitige Verunreinigungen zu
entfernen (Sambrook et al., 1989). Nach kraftigem Mischen erfolgte die Phasentrennung
durch zweiminttige Zentrifugation bei 10000 x g bei Rt. Die obere wéssrige Phase wurde
anschlief3end in ein neues RG Uberfuhrt und die DNA gefdllt (s. Kap. 11, B.3.3).

3.3 Fallung von Nukleinsaur en

Die Konzentrierung und Reinigung von Nukleinsduren aus wassrigen Ldsungen erfolgte
durch Féllung. Hierzu wurden der Probe 1/10 Volumen an 3 M NaAc, pH 4.6 bzw. 1/10
Volumen 4 M LiCl-Lésung und 2.5 Volumina absoluter Ethanol zugesetzt und diese bel
-70°C fir 30 min bzw. bei -20°C fir mindestens 2 h (besser UN) inkubiert. Nach
Zentrifugation wurde das Pellet mit 70 %igem Ethanol gewaschen und anschlief3end bei Rt
getrocknet. Die DNA wurde dann in einem gewinschtem Volumen H,O bzw. TE-Puffer, pH
8.0 aufgenommen und bei -20°C aufbewahrt.

3.4 K onzentr ationsbestimmung von Nukleinsaur en

Die Konzentration von Nukleinsduren wurde bei einer Probenverdiinnung von 1:60 (in H,O)
in Quarzglas-Prézisionskivetten photometrisch bei einer Wellenlange von 260 nm mit Hilfe
des RNA/DNA Calculator GeneQuant Il bestimmt. Als Nullabgleich diente die Absorption
von H,0 bei einer Wellenlange von 260 nm.

Waren keine Absolutwerte zur Konzentration notwenig, wurde die DNA auf einem
Agarosegel aufgetrennt und die Konzentration aus dem Vergleich zu einer definierten Menge
an Marker-DNA erhalten.

3.5 Umschreibung (Reverse Transkription, RT) von RNA

Nach der Extraktion der RNA von GBV-C und HCV wurde diese vor der Durchfihrung der
PCR zuerst in DNA mit Hilfe der Superscriptl Il RT bzw. MMLV reverse Transkriptase
umgeschrieben (vgl. Tab.ll.1), wobei hier zwischen der spezifischen Umschreibung mit
einem definierten Primer (z.B. Antisense-Primer der 1.PCR) und der unspezifischen
Umschreibung mit Hexanucleotiden (Random-Primer) unterschieden wurde.
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Tab.Il.2Umschreibungsansétze fur HCV, GBV-C und GBV-A/GBV-B.

HCV GBV-C GBV-A/GBV-B

Art der reversen Transkription spezifisch und spezifisch und spezifisch unspezifisch

unspezifisch unspezifisch
5x First Strand Puffer 4ul 4ul 4ul 4ul
DTT (0.1 M) 2ul 2ul - -
Nukleotide (5 mM) 2ul 2ul 2ul 3ul
Primer (10 pmol) bzw. 1.8 pl 2ul 2ul 2ul
Hexanucleotide (1:5 verdinnt)
SuperscriptC 11 RT (200 U/ul) 0.2ul 0.2 pl 0.2 ul 0.2 ul
bzw. Superscript I| RT | Superscript |1 RT MMLV RT MMLV RT
MMLV RT (200 U/ul)
Extrahierte RNA 0ul 0ul 0ul 0ul

Fur die Durchfihrung einer Human-3-Actin-PCR wurde nach der Extraktion (Kap.ll, B.3.1)
aufgrund vorhandener [-Actin-mRNA-Primer zuerst unspezifisch mit Hexanucleotiden
umgeschrieben (s. Tab.l1.2).

Tab.ll.2 Ansatz fir die unspezifische Umschreibung von humanem R-Actin.
B-Actin
5x First Strand Puffer 4ul
DTT (0.1 M) 2 ul
Nukleotide (5 mM) 3ul
Hexanucleotide (1:5 verdinnt) 2ul
Superscriptd [ RT (200 U/ul) 0.2l
Extrahierte RNA 0ul

Nach Zugabe der extrahierten RNA wurde das RG kurz bei 2000 x g zentrifugiert und
anschliefend bel 45°C fur = 1 h inkubiert. Die Umschreibungsansétze wurden bis zum
Gebrauch bei -20 °C aufgewahrt.

4. In vitro-M odifikation von DNA

4.1 Enzymatischer Verdau von DNA

Fir 1ug genomische bzw. Plasmid-DNA wurden 5-10 Units der gewtnschten Restriktions-
endonuklease eingesetzt. Der entsprechende 10x Restriktionspuffer (vgl. Herstellervorschrift)
sowie eine 5 %ige BSA-Stammldsung wurde im Verhdtnis 1:10, RNAse A (10 mg/ml) im
Verhdltnis 0.35:10 (3.5ug/10ul), bezogen auf das Gesamtvolumen, zupipettiert. Das
Differenzvolumen zum Endvolumen wurde mit H,O aufgefillt. Der Restriktionsansatz wurde
fur 2 h bei 37°C inkubiert.

Restriktionsprodukte und -effizienz des Ansatzes wurden durch elektrophoretische
Auftrennung in einem, in Abhangigkeit der zu erwartenden Fragmentgrof3e(n), 1.2-2 %igem
Agarosegel anaysiert. Eine z.T. erforderliche Abtrennung der Restriktionsenzyme bzw.
anderer Enzyme aus einer DNA-Prgparation wurde durch Phenol-Extraktion und EtOH-
Fallung erreicht.
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4.2 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten
(nach Herstellerangaben fir die alkalische Phosphatase)

Zur Verhinderung einer Religation linearisierter Plasmid-DNA wurden die 5-terminalen
Phosphatgruppen mit alkalischer Phosphatase abgespalten. 50 pmol linearisierte Plasmid-
DNA wurden mit 1U akalischer Phosphatase in einem Volumen von 20ul unter den vom
Hersteller empfohlenen Pufferbedingungen fir 1 h bei 37°C inkubiert. Die Inaktivierung der
alkalischen Phosphatase erfolgte durch Zugabe von 1/10 Volumen an 0.2 M EDTA und eine
10 mindtige Inkubation bei 65°C. Zur vollstdndigen Inaktivierung der alkalischen
Phosphatase wurde der Ansatz mit Phenol/Chloroform und Chloroform/lsoamylalkohol
extrahiert (vgl. Kap.Il, B.3.2) und anschlief3end gefdllt (Kap.ll, B.3.3).

4.3 Ligation von DNA-Fragmenten

Zur kovalenten Verknupfung von DNA-Fragmenten wurde T4-DNA-Ligase (4 U/ul)
verwendet. Das zu klonierende DNA-Fragment wurde hierbei im dreifach molaren Uberschuid
gegenuber der linearisierten Vektor-DNA (50 ng) eingesetzt. Zur Berechnung der jeweils
einzusetzenden Menge an DNA-Fragment (in Abhangigkeit der Gréfe in bp) wurde folgende
Gleichung (aus Protokoll ,, TA Cloning Kit*) verwendet:

X ng DNA-Fragment = (Y bp DNA-Fragment) (50 ng Vektor) [13
(Grof¥e des Vektorsin bp)

50 ng Vektor-DNA und die berechnete Menge an DNA-Fragment wurden anschlief3end mit
4U T4-DNA-Ligase in Ligasepuffer in einem Gesamtvolumen von 10 pl bei 14°C UN
ligiert.

5. Agar osegdl-Elektrophor ese von Nukleinsauren

Doppelstrang-DNA (dsDNA)- als auch Einzelstrang-DNA (ssDNA)-Fragmente wurden unter
Anlegen eines elektrischen Feldes in einem Agarosegel in Abhangigkeit ihrer Grole
aufgetrennt (Sambrook et al., 1989). Dadurch wurde einerseits die Restriktionsanalyse und
der Nachweis von DNA (analytisch), andererseits die Isolierung von DNA-Fragmenten
(préparativ) ermoglicht.

5.1 Analytische Agar osegel-Elektrophor ese

Die Auftrennung der DNA erfolgte in Abhangigkeit der zu erwartenden Fragmentgrofie(n)
Uber 1.2-2 %ige Agarosegele. Die Agarose wurde in 1x TBE-Puffer aufgekocht und nach
Abkihlen auf ca. 55°C Ethidiumbromid-Losung (Endkonzentration: 0.5 pg/ml) zugegeben.
Die Proben wurden mit 1/10 ihres Volumens mit Agarosegel-Auftragspuffer versetzt,
aufgetragen und bei 90 V fir ca. 45 min in 1x TBE-Laufpuffer der horizontalen Gelelektro-
phorese unterzogen.

Zur Bestimmung der Grofe und Konzentration der DNA-Fragmente wurden DNA-
Molekulargewichtsmarker bekannter Konzentration mit aufgetragen. Die DNA-Banden im
Agarosegel wurden unter UV-Licht (Wellenlange: 302 nm) sichtbar gemacht und
photografiert.
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5.2 Prapar ative Agar osegel-Elektr ophor ese

Die Auftrennung der DNA erfolgte entsprechend den Bedingungen der analytischen
Agarosegel-Elektrophorese (vgl. Kap.l1, B.5.1).

Die einzelnen DNA-Banden wurden im UV-Licht sichtbar gemacht und die gewinschte
DNA-Bande anschlief3end mit einem Skalpell ausgeschnitten und isoliert (s. Kap.Il, B.6).

6. I solierung von DNA-Fragmenten aus Agar osegelen

Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte mit Hilfe des “Agarose Gel
DNA Extraction Kit” entsprechend dem Herstellerprotokoll.

7. Polymer ase-K ettenr eaktion, PCR

7.1 PCR-Ansatze

Die PCR-Ansédtze wurden unter sterilen Bedingungen in folgender Form (vgl. Tab.I1.3 und
Tab.11.4) angesetzt:

Tab.ll.3 PCR-Ansatz fir GBV-A, GBV-B, GBV-C und HCV.
PCR-Ansatz GBV-A /GBV-B/GBV-C HCV
1.PCR Nested PCR 1.PCR Nested PCR

H,0 33.7u 34.7 ul 317 ul 33.7 ul
10x Puffer 5ul 5ul 5ul 5ul
Nukleotide (5 mM) 2ul 2ul 2ul 2ul
Primer 1 (10 pmol/ul) 2ul 2ul 3ul 3ul
Primer 2 (10 pmol/ul) 2ul 2ul 3ul 3ul
Tag-Polymerase 0.3ul 0.3 ul 0.3 ul 0.3 ul
cDNA bzw. DNA 5ul 5ul 5ul 3ul
Gesamtvolumen 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul
Tab.ll. 4 PCR-Ansatz fir HBV und Human-B-Actin.
PCR-Ansatz HBV-PCR | (Diagnostik) HBV-PCR |1 Humanes

(RNA-Sonden- 3-Actin

Herstellung)
1.PCR Nested PCR single PCR single PCR

H,0 26 ul 26 ul 21.5ul 317 ul
10x Puffer 5ul 5ul 5ul 5ul
Nukleotide (5 mM) 4l 4l 8 ul (2.5 mM) 2ul
Primer 1 (10 pmol/pl) 5ul 5ul 5ul 3ul
Primer 2 (10 pmol/ul) 5ul 5ul 5ul 3ul
Tag-Polymerase 0.3 ul 0.3 ul o.5ul 0.3 ul
DNA bzw. mRNA 5ul 5ul 5ul 5ul
Gesamtvolumen 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul
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7.2. Semiquantitative PCR

Semiquantitative PCRs wurden tberwiegend zur Bestimmung von GBV-C-Titern eingesetzt,
wodurch es méglich war, eine Viramie zumindest semiquantitativ zu verfolgen.

Zur Durchfihrung einer semiquantitativen PCR wurden von der zuvor umgeschriebenen
cDNA Verdinnungsreithen mit Verdinnung von z.B. 1:2, 1:4, 1.6, 1:8 sowie 10fach-
Verdiinnungen von 10'-10° mit bidestillietem H,O hergestellt. Die PCR wurde dann
mindestens zweimal je Verdinnungsstufe unter den Ublichen Bedingungen (s. Kap.ll, B.7.1)
durchgefhrt.

7.3 PCR-Programme

Die Reaktionsansédtze wurden im Cycler ,, GeneAmp PCR System 2400" den folgenden PCR-
Programmen (s. Tab.I1.5) unterworfen:

Tab.ll.5 PCR-Programme fir die GB-Viren, HBV, HCV und Human-f-Actin.

Temperatur | Zeit Vorgang Zyklenanzahl
PCR-Programm | (GBV-A / GBV-B / GBV-C)
94°C 4 min Denaturierung der DNA 1
94°C 30sec | Denaturierung der DNA O
50°C 1min Annealing der Primer O 35 bzw. 30x
72°C 2min Strangsynthese (Elongation), ausgehend vom 3'-OH-Ende, | O
durch Tag-Polymerase O
72°C 8 min Vervollstandigung der bis dahin nicht fertig synthetisierten | 1
Strange
4°C ) Kihlen des PCR-Ansatzes
PCR-Programm |l (HCV und GBV-C-Diagnostik)
94°C 4 min Denaturierung der DNA 1
94°C 30sec | Denaturierung der DNA O
50°C 1min | Annealing der Primer O 30x
72°C 1min Strangsynthese (Elongation), ausgehend vom 3°-OH-Ende, | O
durch Tag-Polymerase 0
72°C 8min | Vervollstandigung der bis dahin nicht fertig synthetisierten | 1
Strange
4°C 00 Kuhlen des PCR-Ansatzes
PCR-Programm |11 (HBV)
94°C 30sec | Denaturierung der DNA O
55°C 30sec | Annealing der Primer 0 35x
72°C 1min Strangsynthese (Elongation), ausgehend vom 3-OH-Ende, | O
durch Tag-Polymerase O
4°C 00 Kuhlen des PCR-Ansatzes
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PCR-Programm IV (Humanes [3-Actin)

94°C 3 min Denaturierung der DNA 1

94°C 30sec | Denaturierung der DNA O

55°C 30sec | Annealing der Primer O 30x

72°C 2min Strangsynthese (Elongation), ausgehend vom 3'-OH-Ende, | O
durch Tag-Polymerase 0

72°C 8 min Vervollstdndigung der bis dahin nicht fertig synthetisierten | 1
Strange

4°C ) Kihlen des PCR-Ansatzes

Zur Uberprifung der PCR-Reaktion wurden jeweils 10 pl pro Ansatz auf ein Agarosegel
(Kap.l1, B.5.1) aufgetragen. Zur Abtrennung von Primeroligomeren und zur Aufreinigung des
PCR-Produkts wurde eine préparative Agarosegel-Elektrophorese (Kap.ll, B.5.2) durchge-
fuhrt und diese anschlief3end im Agarosegel Uberprift.

8. Transformation von E. coli

8.1 Transformation in CaCl,-kompetente E.coli-Zellen
(Sambrook et al., 1989)

Zur Tranformation von E. coli wurden die Zellen zuerst in eine transformationskompetente
Form gebracht. Kompetente E.coli-Zellen wurden nach einer Variation der Methode von
Cohen et al. (1972) hergestellt, die ca. 5 x 10° bis 2 x 10" Transformanden pro g eingesetzte
Plasmid-DNA lieferte.

Nach einer dreilfigminitigen Inkubation der kompetenten Zellen auf Eis in Gegenwart von
Plasmid-DNA erfolgte ein Hitzeschock mit 42°C fir 90 s. Anschlief3end wurden die trans-
formierten Zellen (200 ul) zur phanotypischen Expression fur 45 min bei 37°C im Schittler
(225 U/min) in 800 pl SOC- bzw. LB-Medium inkubiert. Auf LB-Agarplatten mit dem
entsprechendem Antibiotikum wurden dann je 1/10 und 9/10 des Transformationsansatzes
ausplattiert und UN bei 37°C inkubiert.

8.2 Transformation in , One Shot Cells* (INVaF" oder TOP10F")

Die Transformation in ,,One Shot[J] Cells* wurde anhand des Protokolls “TA Cloning Kit”
durchgefuhrt.

9. Sequenzierung von Nukleinsauren

Die Sequenzierung erfolgte nach der Didesoxynukleotid-Methode nach Sanger. Die Durch-
fuhrung erfolgte anhand des Protokoll “ABI PRISM Dye Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit with AmpliTag"DNA Polymerase, FS’ (Perkin Elmer, 1995).

In einem Gesamtvolumen von 20 pl wurden bei zu sequenzierenden DNA-Fragmenten
<400 bp 4 pl, bet DNA-Fragmenten > 400 bp 8 pl , Terminator Ready Reaction Mix“ und
5-10 pmol des jeweiligen Primers eingesetzt. Die entsprechende Menge an Template-DNA
wurde zugesetzt und die Sequenzierungsreaktion im Cycler “GeneAmp PCR System 2400”
durchgefihrt (Tab.l1.6).
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Tab.ll.6 Protokoll (modifiziert) zur Sequenzierung von DNA-Fragmenten.

Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen

96°C 15sec 0O
55°C 10sec 0O 25x
60°C 4 min O

4°C 00

Die Reinigung des Sequenzierungsproduktes erfolgte gemal? dem Protokoll “Ethanol-Falung
1",

Anschlief3end wurden die Proben nach entsprechender Préparation und Beladen eines Sequen-
zierungsgelsin einem ,ABI PRISM 377 DNA Sequencer” aufgetrennt und analysiert.

Proteinchemische Methoden

10. Proteinexpression in E.coli mit Hilfe des pBAD/His-Expr essionsystems

10.1 Optimierung der Expressionsbedinqgungen (Pilotexpr ession)

Zur Optimierung der Bedingungen (Induktionszeit und Induktionskonzentration an
Arabinose) fur die Proteinexpression wurde eine Pilotexpression fur die jeweiligen Klone
anhand des Protokolls “Pilot Expression” (Invitrogen, 1998b) durchgefiihrt. Die Fraktionen
wurden gemald dem Protokoll , Preparation of Samples for Soluble/Insoluble Protein® bzw.
“Preparation of Samples’ vorbereitet und durch SDS-PAGE (15 ul Probenauftrag) (Kap.ll,
B.15) und anschlief?ende Coomassie- oder Silberfarbung (Kap.Il, B.16) bzw. Durchfihrung
eines Western Blotes mit Anti-Xpress-Ak und Anti-mouse-1gG-POD als Konjugat (Kap.ll,
B.18) analysiert.

10.2 Proteinexpression (, Scale-Up* Expression)

Mit den aus der Pilotexpression (vgl. Kap.ll, B.10.1) ermittelten Bedingungen zur optimalen
Expression der jeweiligen Klone wurde dann eine Proteinexpression in grof3em Mal3stab (aus
50 ml-Kultur bzw. 250 ml-Kultur) nach dem Protokoll “Scale-up of Expression for
Purification” (Invitrogen, 1998b) durchgefiihrt.

10.3 Herstellung des Zell-L ysates und Bindung an Saule

Das E.coli-Z€ellysat wurde nach Protokoll 1.3.1 A ,, Preparation of Native E.coli Cell Lysate*
bzw. Protokoll 1.3.1 B , Preparation of Denatured E.coli Cell Lysate, pH 7.8” (Invitrogen,
1998d) hergestellt und auf die Saule aufgetragen. Spéter wurde zusétzlich eine abgewandelte
Form des Protokolls 1.3.1 B angewandt, um das eventuell durch Einschluf3korperbildung
aggregierte und unlésliche Fremdprotein wieder in Lésung zu bringen und somit der
herkdmmlichen Reingungsmethode zuganglich zu machen.

Hierzu wurde das nach Proteinexpression (250 ml-Kultur) gewonnene Zellpellet in 10 ml
PBS/ 0.2 % Tween 20 (s. Kap.ll, A.7.2) aufgenommen und anschlief3end durch Sonifikation
auf Eis mit einem 10-Sekunden-Impuls vollstandig resuspendiert. Um die haufig an
EinschlufZkoérperchen (, Inclusion Bodies®, I1B) anhaftenden Proteasen, die nach Losung und
Renaturierung das gewtnschte Protein vollstandig zerstren wirden, effektiv zu entfernen,
wurden die IBs bereits vor Loésung durch intensives Waschen gereinigt. Da jedoch die in
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Bakterienlysaten oft in hohen Mengen vorhandenen Nukleinsauren die Trenneffizienz von
IBs und Waschpuffer betrachtlich beeinflussen, wurden diese durch Zugabe von Benzonase
(10 U/Zellysat), einer unspezifschen Nuklease, in einer 45minttigen Inkubation bei 37°C und
unter leichtem Schitteln zuerst abgebaut. Desweiteren wurde Lysozym (2 mg/Zellysat) zum
Abbau der Zellwand zugeben. Nach Zentrifugation bei 10 000 x g fur 10 min bei 4°C wurde
das Pellet in 10 ml PBS/0.2 % Tween 20 resuspendiert und mit einem 10-Sekunden-Impuls
sonifiziert und abermals zentrifugiert. Dieser Waschschritt zur Extraktion der Proteasen
wurde insgesamt dreimal wiederholt. Anschlief3end wurde das Pellet in 10 ml 6 M Guanidin-
Lysepuffer (Kap.ll, A.7.2) resuspendiert, 45 min bel Rt geschittelt, dreimal mit je einem
10-Sekunden-Impuls auf Eis sonifiziert und anschlief3end bei 4°C und 3000 x g fur 15 min
zentrifugiert. Das a's Uberstand gewonnene Zellysat wurde in ein neues Rohrchen tberfihrt
und ebenso wie das Zellrest-Pellet bis zum Gebrauch bei -20°C aufbewahrt.

10.4 Saulenpr apar ation und Proteinrenigung

Die Préparation der Saulen erfolgte gemald dem Protokoll 1.2 “ Preparation of ProBond[
Columns’ (Invitrogen, 1998d). Das Waschen der Saulen und die Elution des gewlinschten
Proteins wurde entweder anhand des Protokolls 1.4 , Column Washing and Elution under
Native Conditions’ oder anhand des Protokolls 1.5 “Column Washing and Elution under
Denaturing Conditions’ (Invitrogen, 1998d) durchgeftihrt, gefolgt von einer Dialyse der
Eluate (UN bei 4°C) gegen Dialysepuffer (s. Kap.ll, A.7.2). Die Analyse der einzelnen
Reinigungsschritte sowie des jeweiligen Eluates erfolgte nach SDS-PAGE (je 15 pl Probe
aufgetragen) mittels Silber- bzw. Coomassiefarbung (Kap.1l, B.16) bzw. eines Western Blotes
(Kap.ll, B.18) unter Verwendung des Anti-XpresssAk und Anti-mouse-IgG-POD as
Konjugat.

11. Bestimmung von Proteinkonzentr ationen

Zur Bestimmung von Proteinkonzentrationen wurde der, auf einer von Bradford entwickelten
farbstoffbindenden Methode (Bradford, 1976) basierende ,, BioRad Protein Assay” verwendet.
Die Durchfiihrung erfolgte nach dem Protokoll ,,Microassay Procedure (fur Proteinkonzen-
trationen < 25 pug/ml bzw. Gesamtproteinmengen von 1-20 pg) des zugehorigen Handbuchs.
Eine Eichkurve, basierend auf Messungen der ODsgs fir BSA mit Konzentrationen von
0.2 mg/ml (ODsgs = 0.089) bis 1.6 mg/ml (ODsgs = 0.740), zeigte, dal3 eine ODsgs von 0.47
einer Proteinkonzentration von 1 mg/ml entspricht. Somit konnte die Konzentration der
Proteine, deren ODsgs zwischen 0.089 und 0.74 |ag, bestimmt werden.

Anmerkung: ODsgs-Messungen wurden im Spektrophotometer “UV visible” durchgefihrt.

12. Analyse von Proteinen/Peptiden

Mol ekular gewicht, Aminosiurezusammensetzung, Instabilitatsindex

Die Berechnung des Molekulargewichtes sowie die Bestimmung der Aminosiure-
zusammensetzung und des Instabilitdtsindex von Peptiden erfolgte mit Hilfe des Modelling-
Programmes ,, Swiss Prot“ unter dem Link ,, EXPASy-ProtParam Tool* (ExPASy-Homepage:
http://www.expasy.ch/cgi-bin/protparam). Die Bestimmung des Instabilitétsindex beruht auf
einer Methode von Guruprasad et al., 1990. Dabel wird ein Protein mit einem
Instabilitadtsindex < 40 als stabil und > 40 als instabil betrachtet.

49



Material und Methoden

13. Her stellung monoklonaler Antikor per

Die Herstellung monoklonaler Antikorper (aus Ratte) mittels der von George Kohler und
César Milstein (1975, 1976) erstmals beschriebenen Methode der ,, Zell-Fusions-Technik"
wurde freundlicherweise von Frau Elisabeth Kremmer am Institut for Molekulare
Immunol ogie des GSF Forschungszentrums in M tinchen durchgefuhrt. Zur Aufbewahrung der
Antikorper-L6sung wurde Natriumazid in einer Konzentration von 0.02 % zugegeben.

14. Proteinrestriktion mit Hilfe spezifischer Endopr oteinasen

Spezifische Bindungen in Proteinen kdnnen mit Hilfe proteolytischer Enzyme, sogenannten
Proteasen, gespalten werden. Esist zwischen zwei prinizipiellen Mechanismen der Proteolyse
Zu unterscheiden, der quantitativen und der partiellen Spaltung. Bei der quantitativen
Proteol yse spaltet ein Enzym entsprechend seiner Spezifitét ale Bindungen und erzeugt damit
einen aguimolaren Satz an Peptiden, dessen Zusammensetzung sich auch durch die Zugabe
von weiterem Enzym gleicher Spezifitét nicht mehr andert. Im Gegensatz hierzu entstehen bel
der partiellen Proteolyse unterschiedliche Spaltmuster mit dem gleichen Enzym. Diese Form
der Proteolyse kann durch unterschiedliche Ausgangskonzentrationen und Reaktionszeiten
des Enzyms gesteuert werden.

Im Verlaufe dieser Arbeit fand sowohl die quantitative als auch die partielle Proteolyse
Verwendung. Eine Spaltung in Ldsung, die mit dem geringsten Proteinverlust verbunden ist,
wurde durchgefuhrt. Pro Proteaseansatz wurden je 2 ml des zu spatenden Proteins
(vorliegend in Elutionspuffer mit 8 M Harnstoff, pH 4.0) UN bei 4°C gegen 1 L fur die
jewells eingesetzte Protease kompatiblen Verdauungspuffer dialysiert. Zusétzlich konnte
dadurch die zu hohe Konzentration an denaturierendem Detergenz auf einen fur die Protease
akzeptablen Bereich verdinnt werden. Zur Spaltung wurden hochspezifische Endoproteasen
eingesetzt. Diese wurden gemal der beiliegenden Anleitung (Boehringer Mannheim) in
bidestilliertem Wasser gel6st. Die empfohlene Enzymmenge lag zwischen 1/200 bis 1/20 der
Gewichstmenge an Protein, die empfohlene Inkubationszeit je nach Enzymmenge und Enzym
zwischen 2 und 18 Stunden bei 37°C bzw. 25°C. Als Negativkontrolle der Proteolyse wurde
die gleiche Menge an diaysiertem bzw. nicht diaysiertem Protein unter entsprechenden
Bedingungen (Temperatur, Zeit) inkubiert. Dadurch konnte eine eventuell durch den
jeweiligen Proteasepuffer hervorgerufenen unspezifische Spaltung analysiert werden. Zum
Beenden der Restriktion wurden die Proben im Verhdtnis 4:1 mit 4x SDS-PAGE-
Probenpuffer verdinnt, 5 min. bel 95°C inkubiert und anschlief3end bei -20°C aufbewahrt.
Zur Kontrolle der entstandenen Fragmente wurde SDS-PAGE (Kap.ll, B.15) unter Einsatz
von Tris-Tricin-Gelen durchgefuhrt. Dadurch war eine bessere Auftrennung von kleinen
Fragmenten moglich.

Der Nachweis der Proteinfragmente erfolgte entweder nach der Methode von Fairbanks et al.
(1971) mit Coomassie-Blau (Kap.ll, B.16.1) oder mit Hilfe eines Western Blots (Kap.ll,
B.18) unter Verwendung des monoklonalen Anti-E2-Antikdrpers und Anti-rat-1gG-POD-Fab-
Fragments als Konjugat.

15. SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophor ese
(Laemmli et al., 1970)

SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE) wurde im Verlaufe dieser Arbeit aus
drei Grinden eingesetzt:
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a. Uberprifung der Expression eines gewiinschten Proteins unter bestimmten
Bedingungen (Tris-Glycin-SDS-PAGE)

b. Uberpriifung des Reinheitsgrades eines Proteins (Tris-Glycin-SDS-PAGE)

c. Uberpriifung von Proteinrestriktionen mittels spezifischer Proteasen (Tris-Tricin-SDS-
PAGE).

Die zu untersuchenden Proteinproben wurden hierzu mit SDS-PAGE-Auftragspuffer (Kap.1l,
A.7.2) versetzt, 5 min bel 98°C inkubiert und kurz zentrifugiert. Bel einer Verwendung von
Tris-Glycin-SDS-Polyacrylamid-Gelen wurden die Proben in SDS-PAGE-Laufpuffer, pH 8.5
(Kap.Il, A.7.2) fur ca. 4 h bel 250 V Uber ein 12.5 %iges Polyacrylamid-Gel (Kap.ll, A.7.5.3)
aufgetrennt. Als Standard wurde der Protein-Standard, low range (Kap.1l, A.5.1) eingesetzt.

Im Fale von TrisTricin-SDS-PAGE wurden die Proben unter Verwendung eines
Puffersystems, welches sich aus einem Kathoden- und Anodenpuffer (Kap.ll, A.7.2)
zusammensetzt, UN bei 10 V aufgetrennt. Als Standard diente der Polypeptid-SDS-PAGE-
Standard (Kap.ll, A.5.1). Die Proteinbanden wurden nach Gelelektrophorese durch
Coomassie-Farbung (Kap.11, B.16.1) bzw. Silberféarbung (Kap.I1, B.16.2) sichtbar gemacht.

16. Farbung von SDS-Polyacrylamid-Gelen

16.1 Coomassie-Far bung
(Fairbanks et al., 1971)

Die verwendeten Losungen wurden, wie in Kap.ll, A.7.5.2 beschrieben, hergestellt. Zur
Farbung wurden die Proteingele fur = 2 h in Farbeldsung unter leichtem Schitteln bei Rt
inkubiert. Die Entfarbung erfolgte wiederum unter leichtem Schitteln bei Rt durch Inkubation
fir > 4 h in Entférberldsung. Nach ausreichender Entfarbung des Gels wurde dieses in
Aufbewahrungsldsung inkubiert. Die Geldokumentation erfolgte durch Photographie (Klein-
bildkamera).

16.2 Silberférbung
(Heukeshoven et al., 1988)

Die verwendeten Losungen wurden, wie in Kap.ll, A.7.5.1 beschrieben, hergestellt. Zur
Silberféarbung wurden die Proteingele unter leichtem Schitteln in folgenden Ldsungen
nacheinander inkubiert: 30 min Inkubation in Fix 1-L6sung, gefolgt von einer Inkubation in
Fix 2-Losung fur =1 h. Anschlief3end folgte ein dreimaliger Waschschritt fur je 20 min in
H>O. Zum Farben wurden die Gele fir 45 min in Farbelésung inkubiert und anschlieffend
durch Inkubation in Entwickler-Losung (ca. 2-5 min) die Proteinbanden sichtbar gemacht.
Mittels Stoplésung konnte die Entwicklung abgebrochen werden. Bis zur Dokumentation
wurden die Gele in Stopl6sung aufbewahrt.

17. Farbung von Nitrocdlulose-Transfer membranen

Nitrocellulose-Membranen (NC) wurden nach dem Blotten zur Markierung der Marker-
banden und anderer Proteinbanden mit Ponceaus S angeféarbt. Das Ponceaus S-10x Konzentrat
wurde mit destilliertem H,O im Verhdtnis 1:10 verdinnt (Ponceau S-Arbeitsldsung). Zur
Farbung wurde die NC unter leichtem Schitteln (10 min bei Rt) in Ponceau S-Arbeitsldsung
inkubiert und anschliefRend mit destilliertem H,O unter Schitteln (bei Rt) entfarbt. Wahrend
des Entférbens wurden die einzelnen Proteinbanden identifiziert und mit einem wasserfestem
Stift markiert.
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Immunologische Methoden

18. Western Blot (lmmunoblot)

Zur Durchfuihrung eines Western Blotes wurden die zu untersuchenden Proben durch SDS-
PAGE (Kap.ll, B.15) aufgetrennt und die Proteine in Blotpuffer, pH 8.3 (Kap.ll, A.7.2) fur
ca 152 h bei 175 mA (0.65mA/cm?) elektrophoretisch (mittels Blotapparatur) auf eine
Nitrocellulose-Transfermembran Ubertragen. Durch Farbung mit Ponceau S (Kap.ll, B.17)
wurden die Proteinbanden identifiziert und markiert.

Anschliefiend wurde ein immunologisch spezifischer Nachweis einzelner Proteine
durchgeftihrt. Durch Inkubation in ,, Blocking”-Puffer (Kap.ll, A.7.2) fir = 1 h bel Rt unter
leichtem Schitteln sollte zuerst der unspezifische Hintergrund vermindert werden. Nach
viermaligem Waschen (je 5 min unter Schitteln) in TBST (Kap.ll, A.7.2) wurde die NC zur
Bindung des spezifischen Antikorpers unter leichtem Schitteln in Verdinnungspuffer
(Antikorper-Losungen, s. Kap.ll, A.7.2) inkubiert (bel Rt > 6 h, besser UN). Anschlief3end
wurde die Membran gewaschen (s.0.), zur Bindung des Konjugates unter leichtem Schitteln
in Verdunnungspuffer (Konjugatlésungen, s. Kap.ll, A.7.2) inkubiert (1 h bei Rt) und
abermals gewaschen. Der Nachweis der Proteinbanden erfolgte durch eine ca. siebenminttige
Inkubation (leichtes Schitteln, Rt) in Detektionsldsung (Kap.ll, A.7.2), der durch Waschen
mit destilliertem H,O abgestoppt wurde.

Herstellung von Western Blot-Streifen

Nach Blocken und Waschen der NC wurden per Hand oder mit Hilfe eines Schneidegerétes
Streifen prépariert, an Luft getrocknet und anschlief3end luftdicht bel 4°C aufbewahrt. Im
Western Blot wurden die Streifen mit je 2 ml der entsprechenden Ldsung inkubiert.

19. ELISA

19.1 Durchfihrung des kauflichen ELI1SA “puPLATE Anti-HGenv”

Im Rahmen epidemiologischer Untersuchungen von Seren verschiedener Bevolkerungs-
gruppen wurde zum spezifischen Nachweis von IgG Antikorpern gegen das GBV-C-E2-
Antigen im Serum der ELISA “UPLATE Anti-HGenv” eingesetzt. Die Herstellung der
einzelnen Losungen und die Durchfihrung des Mikrotiterplattentestes erfolgte nach den
Herstellerangaben. Extinktionsmessungen (405 nm) wurden am ,Dynatech MR7000
Microplate Reader” ausgefuhrt.

19.2 Durchfihrung des etablierten ELISAsS

Der ELISA wurde in einer ,,Greiner F*-Mikrotiterplatte durchgefihrt. Das Testprinzip beruht
auf der Methode eines ,, EL1SA-Sandwich-Assay".

Zur Bindung des spezifischen monoklonalen Antikérpers gegen das E2-Antigen von GBV-C
wurde eine 1:20-Verdinnung in PBS, pH 7.4 hergestellt, in jede Vertiefung der
Mikrotiterplatte 120 pl pipettiert und fur 3 h bei 37°C inkubiert. Unter Verwendung des
ELISA-Waschgerdtes , Labsystems Multiwash* wurde anschliefiend viermal a 400 pl/
Vertiefung mit Waschpuffer ohne Tween 20 (s. Kap.ll, A.7.2) gewaschen. In der ersten
Immunreaktion erfolgte die Bindung des GBV-C-E2-Antigens an den spezifischen Anti-E2-
Antikorper. Hierzu wurde eine 1:5- bzw. 1:2-Verdinnung des Antigens in PBS, pH 7.4
hergestellt, 120 ul/Vertiefung pipettiert und Uber Nacht (bel Rt) inkubiert. Am nachsten Tag
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wurde, wie zuvor, jede Vertiefung gewaschen. Um unspezifische Bindungsreaktion zu
vermeiden, wurde fur 1.5 h bei 37°C mit 120 pl ,Blocking“-Lésung (Kap.ll, A.7.2) je
Vertiefung inkubiert. Darauf folgten vier weitere Waschschritte. Die zweite Immunreaktion
bestand darin, eventuell in humanen Serumproben existierende Anti-E2-Antikdrper an das
E2-Antigen zu binden. Hierzu wurden die Proben mit Verdinnungspuffer 1:60 vorverdinnt.
Zur Bindungsreaktion wurden 100 pl/Vertiefung pipettiert und 1 h bel 37°C inkubiert. Die
folgenden vier Waschschritte (400 ul/Vertiefung) wurden mit tweenhaltigem Waschpuffer (s.
Kap.Il, A.7.2) durchgefthrt. In einer dritten Immunreaktion wurde dann mit Peroxidase
konjugiertes Anti-Human-IgG an die Anti-E2-Antikorper gebunden. Hierzu wurde eine
1:2000 Verdunnung in dem entsprechenden Verdinnungspuffer (Kap.ll, A.7.2) hergestellt,
100 pl/Vertiefung pipettiert und bei 37°C fur 55 min inkubiert. Zur Reduktion des
unspezifischen Hintergrundes wurde anschliefiend sechsmal mit 400 pl/Vertiefung und
tweenhaltigem Waschpuffer gewaschen. Die Indikatorreaktion erfolgte unter Schitteln im
Dunkeln mit je 100 pl ABTS-Fertiglosung/Vertiefung fur = 10 min. bei Rt. Zum Abstoppen
wurden je 50 pl 1 N H,SO4/Vertiefung zupipettiert und anschlief3end die Extinktion bei einer
Wellenlange von 405 nm im ,, Dynatech MR7000 Microplate Reader” ermittelt.

Zellbiologische Methoden

20. I solierung von peripheren mononuklearen Blutzellen (PBM C) aus Blut
(Boyum, 1968)

Der Isolierung von Lymphozyten lag eine von Boyum (1968) entwickelte Ein-Schritt-Technik
unter Verwendung einer Mischung aus Natriummetrizoat/Ficoll und einer Zentrifuge
zugrunde. Die Lymphozytenpréparation erfolgte aus 20 ml Frischblut, das mit dem
Antikoagulanz EDTA behandelt wurde. Die Dichtegradienten-Zentrifugation wurde mittels
der sterilen Fertiglosung ,, Lymphoflot® (Kap.ll, A.1) nach einem abgewandelten Protokoll
des Herstellers durchgefiihrt. Das Blut wurde mit PBS im Verhdtnis 1:2 verdinnt. Ein mit
10 ml Lymphoflot gefllltes Zentrifugenréhrchen wurde mit 40 ml des vorverdinnten Blutes
vorsichtig Uberschichtet. Anschlief?end wurde bel Rt und 1000 x g 20 min ohne Bremse
zentrifugiert. Der hierdurch entstandene Lymphozyten-Ring wurde mit einer Pasteurpipette
abgenommen und in en sauberes Zentrifugenréhrchen (15 ml) Oberfuhrt. Das
Zentrifugenréhrchen wurde mit PBS aufgeftillt und bel Rt und 230 x g 10 min mit Bremse
zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurden die Zellen in PBS resuspendiert und
danach bei Rt und 110 x g 10 min mit Bremse zentrifugiert. Die im Zellpellet enthaltenen
Lymphozyten konnten dadurch von den im Uberstand enthaltenen Thrombozyten abgetrennt
werden. Anschlief3end wurde die Zellzahl (Kap.1l, B.21) mit Medium eingestelt.

21. Bestimmung der Zedllzahl

Die Bestimmung der Gesamtzellzahl erfolgte mit Hilfe einer Neubauer-Z&hlkammer. Es
wurde davon ausgegangen, daR 100 ausgezahlte Zellen 1 x 10° Zellen / ml entsprechen
(Auszéhlung von mindestens 100 Zellen in 16 Quadraten).

Zur Unterscheidung |ebender von toten Zellen wurden die Zellen nach Trypanblau-Farbung
(im Verhdltnis 10:1) im Lichtmikroskop analysiert. Die Lebensfahigkeit (,cell viability*)
errechnete sich nach folgender Formel:

Cell viahility (%) = 100 x Zahl der lebenden Zellen / Gesamtzellzahl (Iebend + tot)
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Bei alen weiterfihrenden Versuchen wurde von der berechneten Zahl |ebender Zellen ausge-
gangen.

22. Zelltrennung mit MACS (M agnetic Cdl Sorting)
(Miltenyi Biotec, 1999)

Mit Hilfe der MACS-Technik sollten bestimmte humane Lymphozytenfraktionen (T- und B-
Lymphozyten) gewonnen werden. Hierzu wurden die Lymphozyten isoliert (vgl. Kap.ll,
B.20). Die Markierung und Trennung der Lymphozyten erfolgte gemald den
Herstellerangaben.

T-Lymphozyten wurden mit paramagnetischen Mikroperlen, konjugiert mit monoklonalem
Maus Anti-Human CD3 Antikorper, markiert, B-Lymphozyten mit paramagnetischen
Mikroperlen, konjugiert mit monoklonalem Maus Anti-Human CD19 Antikorper. Die
Zdltrennung erfolgte Uber MS'-Saulen nach dem Prinzip der positiven Selektion, d.h. die
Zielzellen wurden markiert und somit al's magnetisch positive Fraktion von der Saule eluiert
(,Eluat-Fraktion). Die maximale Kapazitit der MS'-Siulen lag beziiglich der
zuriickgehaltenen Zellen bei 107 und der Gesamtzellzahl bei 2 x 108 Zellen. Die a's Durchlauf
des Probenauftrages und die in den einzelnen Waschschritten eluierten, nicht magnetischen
Zellen wurden als sogenannte ,, Depleted Fraktion“ gesammelt. Um die Reinheit der Eluat-
Fraktion noch zu verbessern, wurden die Zellen anschlief3end ein zweites Mal Uber eine neue,
frisch préparierte MS'-Saule aufgetrennt.

Zur Kontrolle der MACS-Trennung wurden die getrennten Zellen bezlglich der
Gesamtzellausbeute und Lebensfahigkeit (Kap.ll, B.21) analysiert. Die Gesamtzellausbeute
wurde in diesem Fall nach folgender Formel berechnet:

Zellausbeute = 100 x (Zellzahl in Eluatfraktion + Zellzahl in Depleted Fraktion)
Zellzahl in Ausgangsprobe

23. Zellkultur von peripheren mononukleiren Blutzellen (PBM C's)

Humane periphere mononukledre Blutzellen (PBMC) wurden aus EDTA-behandeltem
Frischblut GBV-C-infizierter bzw. nicht infizierter Spender gemald der in Kap.ll, B.20
beschriebenen Methode isoliert und die Gesamtzellausbeute und Zellebensfahigkeit Uberpriift
(s. Kap.ll, B.21). Anschlief3end wurden die Zellen mit RPMI1 1640-Medium, supplementiert
mit 10 % hitze-inaktiviertem FKS, 2 mM Glutamin und Penicillin (1 U/ml)/Streptomycin
(1 pg/ml), auf eine, dem Experiment entsprechend, optimale Zellzahl eingestellt und in
6-Well- bzw. 24-Well-Platten bei 37°C in einer feuchten Atmosphéare mit 5 % CO, in Kultur
genommen.

Das Kulturmedium wurde in Zeitabsténden von 4-5 Tagen gewechselt. Hierzu wurden die
Zellen gesammelt und bei Rt und 200 x g fir 10 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Zellpellet in der gleichen Menge an frischem RPMI 1640-Medium
aufgenommen.

24. Berechnung ,, 1 Genomaquivalent/x Zellen”

Bel der Berechnung der Zellzahl, unter der ein Genomaquivalent von GBV-C anzutreffen ist,
wurde davon ausgegangen, daf lediglich /-5 ml in der nested PCR eingesetzt wird. Weitere
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Parameter waren u.a. die in einem Milliliter enthaltene Zellzahl sowie die Verdinnungsstufe,
bei der 50 % aller PCR-Ansdtze positiv sind (50 % Titer).

Beispiel: Eine Verdiinnungsstufe bzw. ein 50 % Titer von 10° ergabe bei Einsatz eines /.5 ml
in die PCR 2500 Genomaquivalente pro ml bzw. pro Anzahl der Zellen in einem ml. Hieraus
a3t sich mit Hilfe eines Dreisatzes die Anzahl der Zellen berechnen, die ein virales
Genomaéaquivalent enthalten.

25. In vitro-Infektion von humanen peripheren mononukledren Blutzellen
mit GB-Virus-C

Humane periphere mononukledre Blutzellen (PBMC) wurden aus EDTA-behandeltem
Frischblut gesunder, nicht GBV-C infizierter Spender isoliert (vgl. Kap.ll, B.20). Nach
Bestimmung der Gesamtzellausbeute und Uberprifung der Zellebensfahigkeit wurden die
Zellen mit RPMI 1640-Medium, supplementiert mit 10 % hitzeinaktiviertem FKS
2 mM Glutamin und Penicillin (1 U/ml) / Streptomycin (1 pg/ml), auf eine Zellzahl von
10° Zellen/ml eingestellt. Anschlieend wurden zwei Formen der in vitro-Infektion von
PBMC's mit einem geeigneten GBV-C-Inokulum (s.u.) ausgetestet, d.h. einerseits eine
in vitro-Infektion ohne, andererseits eine in vitro-Infektion mit Phytohdmagglutinin (PHA)/
Lipopolysaccharid (LPS)-Stimulierung.
Fur die in vitro-Infektion ohne Stimulierung wurden in einer 6 Well-Zellkultur-Platte
2 x 10° Zellen/Well UN bei 37°C in einer feuchten Atmosphare mit 5 % CO, inkubiert. Am
nachsten Tag wurden die Zellen in Medium (s.0.) resuspendiert und fir die Infektion in
24-Well-ZelIkultur-Platten mit einer Zelldichte von 10° Zellen/ml (pro Well) aliquotiert und
anschliefend 4 Stunden bei 37°C in einer feuchten Atmosphéare und 5 % CO, mit dem
GBV-C RNA-positiven Serum (250 pl bzw. 500 pl bzw. 1ml/10° Zellen) inkubiert. Nach der
Inkubation wurden die Zellen gesammelt, finfmal mit PBS gewaschen (d.h. Resuspension in
PBS, Zentrifugation bel Rt und 200 x g fur 10 min und anschlieffend abermalige
Resuspension des Zellpellets in PBS) und mit einer Zelldichte von 10° Zellen/ml Medium in
Kultur gehaten. Das Kulturmedium wurde in bestimmten Zeitabstanden ca. 4-6 Wochen
gewechselt und jeweils Aliquots der entsprechenden Uberstande gesammelt. Bis zur
Untersuchung auf GBV-C-RNA durch RT-PCR wurden diese bel -20°C aufbewahrt. Als
Negativkontrolle wurde ein Pool derselben frischen PBMC's jedes Spenders, unter den
gleichen Bedingungen, jedoch ohne GBV-C Positivserum inkubiert. Aliquots der entsprech-
enden Uberstande wurden je Mediumwechsel gesammelt und bis zur RT-PCR-Untersuchung
bei -20°C aufbewahrt.
Fur diein vitro-Infektion mit Stimulierung wurden Phytohdmagglutinin (PHA) und Lipopoly-
saccharid (LPS) in einer Konzentration von 5 pg/10° Zellen zugegeben und anschlieRend die
Zellen in 6 Well-ZelIkultur-Platten mit einer Dichte von 2 x 10° Zellen/Well 65 Stunden bei
37°C in einer feuchten Atmosphére mit 5 % CO, inkubiert. Nach Stimulation wurden die
Zellen in Medium resuspendiert, die Zellzahl Uberprift und zentrifugiert (10 min, 200 x g,
20°C). Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen mit einer Dichte von 10° Zellen/ml in
RPMI 1640-Medium, supplementiert mit 20 U IL-2/ml resuspendiert. Anschlief3end wurden
die Zellen firr die Infektion in 24 Well-Zellkultur-Platten mit einer Zelldichte von 10° Zellen/
ml RPMI 1640-Medium mit IL-2 aliquotiert (pro Well) und fir 4 Stunden bel 37°C in einer
feuchten Atmosphére und 5 % CO, mit dem GBV-C RNA-positiven Serum (650 pl bzw.
1 ml/10° Zellen) inkubiert. Nach Inkubation wurden die Zellen gesammelt, fiinfmal mit PBS
gewaschen und mit einer Zelldichte von 10° Zellen/ml RPMI 1640-Medium mit IL-2 in
Kultur gehaten. Das Kulturmedium wurde Uber einen Zeitraum von 4-6 Wochen in
bestimmten Zeitabstdnden gewechselt. Zu jedem Zeitpunkt des Mediumwechsels wurden
Aliquots der Zellen und der entsprechenden Uberstéande gesammelt und bis zur RT-PCR-
55




Material und Methoden

Untersuchung auf GBV-C bei -20°C aufbewahrt. Als Negativkontrolle wurde ein Pool der
selben frischen PBMC's jedes Spenders, unter den gleichen Bedingungen, jedoch ohne
GBV-C Positivserum inkubiert. Zell- und Uberstandaliquots wurden je Mediumwechsel
gesammelt und bis zur Untersuchung bei -20°C aufbewahrt.

GBV-C-Inokulum

Bel den zur in vitro-Infektion von PBMCs eingesetzten GBV-C Inokula handelte es sich um
Seren zweier GBV-C infizierter Patienten (Patient A und Patient B). Beide Patienten waren
zum Zeitpunkt der Serumgewinnung chronisch GBV-C infiziert und wiesen einen PCR-Titer
von 10° Genoméaquival enten/ml auf.

Untersuchung der Zell- und Uberstandaliquots

Nach Extraktion der Nukleinsiuren (Kap.ll, B.3.1) aus je 200 pl Uberstand- bzw. Zellaiquot
sowie der spezifischen Umschreibung unter Verwendung des Primers YK877 (Kap.ll,
A.3.2.2) wurde eine nested PCR (Kap.ll, B.7) mit den Primern YK874, YK877, YK875 und
YK876 (Kap.ll, A.3.2.2) zum Nachweis von GBV-C durchgefiihrt. Beilm Nachweis von
GBV-C fand z.T. noch eine semiquantitative PCR Verwendung, um eventuelle Titeranstiege
bzw. -abfélle nachweisen zu kénnen.

Methode der in situ-Hybridisierung

Die Technik der in situ-Hybridisierung ermdglicht den Nachweis spezifischer Nukleinséure-
sequenzen in entsprechend konservierten Chromosomen, Zellen und Gewebeschnitten.
Urspruinglich wurde diese Technik unabhéngig von Pardue et al. (1969) und John et al. (1969)
entwickelt. Zu dieser Zeit stellte die radioaktive Markierungstechnik die einzige Moglichkeit
dar, Nukleinsduren zu markieren. Der anschlief3ende Nachwels der hybridisierten Sequenzen
erfolgte mittels Autoradiographie. Im Verlaufe dieser Arbeit fand die neuere Form der
nichtradioaktiven in situ-Hybridisierung Verwendung (personliche Mitteilung, Helene
Breitschopf, 1997; Breitschopf et al., 1992; Breitschopf et al., 1996).

26. Sondenpr aparation

26.1 Herstellung der Template-DNA fur die RNA-Transkription

Als Template fur die RNA-Transkription wurde ein DNA-Stlick mit einem Promotor (T7
bzw. Sp6), gefolgt von der gewlnschten Sequenz, bendtigt. Als Ausgangsmateria hierfur
wurde ein entsprechendes Plasmid auf folgende Weise konstruiert:

Zur Gewinnung eines definierten DNA-Fragmentes wurde zunéchst eine PCR durchgefihrt.
Nach Isolierung und Aufreinigung des DNA-Fragmentes (s. Kap.ll, B.6) wurde dieses in den
Vektor pCROII bzw. pCROII-TOPO (vgl. Kap.ll, A.3.1) nach Herstellerangaben (TA
Cloningd Kit, Dua Promotor bzw. TOPO TA Cloningl]l Kit, Dua Promotor; Invitrogen)
Kloniert und anschliefRend in E.coli INVaF (Kap.ll, A.2.1) transformiert (Kap.Il, B.8.2). Die
Anayse der Transformanden auf Gegenwart und Orientrierung des Inserts erfolgte durch
Mini-Préparation (Kap.ll, B.2.1), Restriktionsanalyse der Plasmid-DNA (Kap.ll, B.4.1) und
Sequenzierung des Inserts und der Insertionsstellen (Kap.ll, B.9). Nach Gewinnung eines
entsprechenden Klones wurde von diesem eine Midi-Prdparation (Kap.l1, B.2.2) durchgefthrt
und anschlief3end die DNA-Konzentration bestimmt (Kap.11, B.3.4).
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Zur Herstellung der Template-DNA fir die Sense-Sonde (Sp6-Promotor) wurde das Plasmid
hinter, fir die Antisense-Sonde (T7-Promotor) vor der gewinschten Sequenz einmal
geschnitten und somit linearisiert. Hierzu wurden 20 pg Plasmid-DNA in einem
Gesamtvolumen von 150pl mit 50U Restriktionsendonuklease (10 U/ul) unter dem vom
Hersteller vorgegebenen Pufferbedingungen, sowie 5 %iger BSA-Stammldsung (im
Verhdtnis 1:10), fur 3 h bei 37°C verdaut. Zur Uberpriifung der Restriktionsprodukte und
-effizienz wurde nach 2 h ein Fiinfzehntel des enzymatischen Verdaus entnommen und neben
einem ungeschnittenen Plasmid durch elektrophoretische Auftrennung in einem Agarosegel
analysiert (Kap.ll, B.5.1). Der restliche Restriktionsansatz wurde weiter inkubiert. Nach 3 h
Gesamtinkubationszeit wurde das linearisierte Plasmid mittels préparativer Agarosegel-
Elektrophorese (Kap.ll, B.5.2) aufgetrennt und isoliert (Kap.ll, B.6). Zur weiteren
Aufreinigung des Templates und zur Entfernung von RNAsen wurde eine Phenol-
Chloroform-Extraktion durchgefuhrt (Kap.Il, B.3.2), wobel hier nach Zugabe von Phenol-
Chloroform-Isoamylalkohol bei 12000 x g fir 10 min bei 4°C und nach Zugabe von
Chloroform-l1soamylalkohol bei 12000 x g fur 5 min bei 4°C zentrifugiert wurde. Nach
Falung der Template-DNA (Kap.ll, B.3.3) und Trocknen des Pellets im Vakuumexsikkator
wurde dieses in 50ul H,O-DEPC aufgenommen. Zur Bestimmung der DNA-Konzentration
wurden 2 pl Template-DNA neben einer definierten Menge an linearisierter Plasmid-DNA
aus der Midi-Praparation auf ein Agarosegel aufgetragen (Kap.Il, B.5.1) und die Konzentra-
tion des Templates durch Vergleich mit der Referenzbande abgeschéatzt.

26.2 DIG-RNA-L abeling

Die Herstellung von Digoxigenin (DIG)-markierten RNA-Sense- bzw. RNA-Antisense-
Sonden erfolgte durch in vitro-Transkription der Template-DNA (vgl. Kap.Il, B.26.1) fur die
Sense- bzw. Antisense-Sonde mit dem ,, DIG RNA Labeling Mix* (Kap.ll, A.5.2).

Hierzu wurde zur Herstellung der Sense-RNA-Sonde bzw. der Antisense-RNA-Sonde 1 ug
des gereinigten, linearisierten Plasmids (Template-DNA) in einem Gesamtvolumen von 20 pl
mit 40 U SP6-RNA-Polymerase (20 U/ul) bzw. 40 U T7-RNA-Polymerase (20 U/ul) unter
den vom Hersteller vorgegebenen Pufferbedingungen in Gegenwart von 10 mM DDT, 20 U
RNAse-Inhibitor (40 U/ul) und 1x ,, DIG-RNA-Labeling-Mix* fur 2h bel 37°C transkribiert.
Nach 2 h Inkubation wurde die RNA-Transkription durch Zugabe von 2 ul 200 mM EDTA,
pH 8.0 abgestoppt. Eine Konzentrierung und Aufreinigung der DIG-markierten RNA erfolgte
durch Zugabe von 2.4 pul 4 M LiCl plus 75 pl absolutem Ethanol sowie Féllung fir
mindestens 2 h bel -20°C. Nach Zentrifugation bei 12000 x g fur 15 min (4°C) wurde das
Pellet mit 70 %igem Ethanol gewaschen, ca. 20 min luftgetrocknet und in 100 pl H,O-DEPC
unter Zugabe von 20 U RNAse-Inhibitor (40 U/ul) durch 30mindtige Inkubation bei 37°C und
wiederholtes Mischen gelost. Eine weitere Aufreinigung der DIG-markierten RNA wurde
durch Auftragen auf eine Microspin S-400 HR-Saule erreicht (vgl. Kap.l1, B.26.3).

26.3 Saulenr einigung von DI G-markierten RNA-Sonden

Zur weiteren Aufreinigung DIG-markierter RNA wurden Microspin S-400 HR-Saulen
(Kap.ll, A.10) verwendet. Vor Gebrauch der Saulen wurde die Sdulenmatrix durch Mischen
in Losung gebracht und &guilibriert. Nach einminttiger Zentrifugation bei 2000 x g und 4°C
wurde die Probe durch langsames Pipettieren auf die Saule aufgetragen. Anschlief3end wurde
die Saule in ein RNAse-freies Reaktionsgefal3 gestellt und durch zweiminitige Zentrifugation
(s.0.) eluiert.
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26.4 Bestimmung der Konzentration an DI G-markierter RNA

Die Konzentration an Digoxigenin in den DIG-markierter RNA-Sonden wurde mit Hilfe eines
Dot-Blotes bestimmt. Dabel wurde entweder eine Verdinnungsreihe der zu untersuchenden
RNA-Sonde auf eine Nylonmembran aufgetragen und die einzusetzende Menge abgeschétzt
bzw. zur exakteren Mengenbestimmung eine kaufliche DIG-markierte Kontroll-RNA (Kap.11,
A.5.2) parale dazu aufgetragen und die Ausbeute an DIG-markierter RNA durch direkten
Vergleich mit dieser Kontrolle bestimmt. Die Mengenbestimmung an Digoxigenin-markierter
RNA war Voraussetzung fur optimale und reproduzierbare Ergebnisse. Zu hohe Proben-
konzentrationen im Hybridisierungsmix verursachen u.a. eine zu grof3e Hintergrundfarbung,
wahrend zu niedrige Konzentrationen zu schwache Signale zur Folge haben.

Dot Blot ohne DIG-markierte Kontroll-RNA

Verschiedene Verdinnungsstufen (1:5/ 1:20 / 1:80 / 1:320 / 1:1280 / 1. 5120) der DIG-RNA
wurden mit H,O-DEPC (s. Kap.ll, A.7.4) hergestellt, je 1 pl der Verdinnungen auf eine
Nylonmembran (Kap.Il, A.10) aufgetragen und mit dem ,,UV crosslinker UV C 500 (Kap.ll,
A.11) 2 min fixiert. Dann wurde der Dot-Blot in 1 %igem Blockingreagenz (Kap.ll, A.7.4)
fur =1 h im Hybridiserungsofen ,Persona Hyb“ (Kap.ll, A.11) bei Rt geblockt.
Anschlief3end folgte eine 30mindtige Inkubation (Hybridisierungsofen, Rt) mit Anti-DIG-AP-
Fab-Fragment-Antikorperlosung (Kap.Il, A.7.4). Es handelt sich hierbel um, mit alkalischer
Phosphatase konjugierte, digoxigeninspezifische Antikorper. Danach wurde der Dot-Blot
dreimal je 10 min mit Waschpuffer (Kap.Il, A.7.4) im Hybridisierungsofen bei Rt gewaschen.
Nach kurzer Aquilibration in NBT/BCIP-Puffer (Kap.ll, A.7.4), wurde der Dot-Blot durch
20mindtige Inkubation in NBT/BCIP-Farbelsung (Kap.ll, A.7.4) entwickelt (Hybridisie-
rungsofen, Rt). Hierbei bildete sich ein braunes Prézipitét als Nachweis der Enzymaktivitét.
Aus dem Vergleich der Farbintensitdt der einzelnen Verdunnungsstufen konnte dann die
optimale DIG-K onzentration bestimmt werden.

Dot-Blot unter paralleler Verwendung einer DIG-markierten Kontroll-RNA

Eine exaktere Mengenbestimmung war durch den direkten Intensitétsvergleich der Probe und
einer DIG-markierten Kontroll-RNA (Ausgangskonzentration 100 ng/pl) im Dot-Blot
maoglich. Hierzu wurde von der Kontroll-RNA eine Vorverdinnung mit einer Endkonzen-
tration von 20 ng/ul hergestellt (vgl. Kap.4, 1X: Boehringer Mannheim GmbH, 1996) und
gemdl3 dem ,Verdinnungsschema C* eine Verdinnungsreihe mit Endkonzentrationen von
1 ng/pl, 100 pg/pl, 10 pg/ul, 1 pg/ul, 0.1 pg/pl und 0.01 pg/pl vorbereitet. Ausgehend von der
Kenntnis, dal3 in einer Standard-Markierungsreaktion von RNA aus 1ug Template-DNA ca.
10 pg DIG-RNA transkribiert werden konnen, wurde von der experimentell hergestellten
RNA-Sonde ebenso eine Vorverdinnung mit einer Konzentration von 20 ng/ul sowie eine der
Kontroll-RNA entsprechende Verdinnungsreihe hergestellt. Anschlief3end wurde je 1 pl der
Verdinnungen auf eine Nylonmembran aufgetragen und mit dem ,,UV crosslinker UV C 500*
2 min fixiert. Die weitere Fortfuhrung des Dot-Blots erfolgte gemald dem oben aufgefihrten
Protokoll.

27. Gewebeprapar ation

Die Gewebeproben fir die Untersuchung des Replikationsortes von GBV-A bzw. GBV-B
stammten aus Krallenaffen der Spezies Sanguinus fuscicollis (Kap.ll, A.8.2). Nach
Inokulation der Affen (s. Kap.ll, B.29) wurde diesen Blut abgenommen und anschlief3end
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Serum gewonnen (Kap.Il, B.30), welches in der PCR hinsichtlich GBV-A bzw. GBV-B
untersucht wurde (Kap.Il, B.7). GBV-A wurde dabei mit 5’NTR-Primern (Kap.ll, A.3.2.2)
und GBV-B mit 5’NTR- bzw. NS3-Primern (Kap.ll, A.3.2.2) amplifiziert.

Die zur Bestimmung des Replikationsortes von GBV-C eingesetzten Gewebeproben
stammten aus GBV-C infizierten und nicht infizierten, z.T. verstorbenen Patienten (Kap.ll,
A.8.2). Die Identifikation GBV-C positiver bzw. negativer Patienten erfolgte mittels PCR
(Kap.Il, B.7) und den Primern YK 874, YK877, YK875 und YK876 (Kap.Il, A.3.2.2).

Alle Gewebe wurden direkt nach der Entnahme in 4 % gepuffertem Paraformaldehyd (Kap.ll,
A.74) UN be Rt fixiert. AnschlieRend wurden die Gewebeproben mit PBS-Puffer
gewaschen, in Paraplast unter Vakuum automatisch mit dem ,Hypercenter XP* (Kap.ll,
A.11) eingebettet und in Paraplast-Blocken ausgegossen. Fur die in situ-Hybridisierung
wurden unter Verwendung von Mikrotom-Einmalklingen Typ S-35 (Kap.ll, A.9) 4 um dicke
Schnitte angefertigt und auf bereits mit Polylysin préparierte Objekttrager (Kap.ll, A.9)
aufgezogen. Eine Fixierung der Gewebeschnitte auf den Objekttréger erfolgte durch
Inkubation bei 43°C (15 min) und anschlieffende Inkubation UN bei 55°C. Die Schnitte
wurden bei Rt in einem entsprechenden Behdter bis zum Gebrauch aufbewahrt.

28. In situ-Hybridisierung

Die Methode der in situ-Hybridisierung wurde in dieser Arbeit zum Nachweis von Virus-
RNA in Gewebeproben mit spezifischen, zur gesuchten Sequenz komplementéren,
Digoxigenin-markierten RNA-Sonden eingesetzt.

28.1 Vorbehandlung der Gewebeschnitte

Nach Herstellung der entsprechenden RNA-Positivstrang- und RNA-Negativstrang-Sonden
und Pr8paration des Gewebes wurden die zu untersuchenden Gewebeschnitte als erstes unter
RNAse freien Bedingungen vorbehandelt. Zum Entwachsen der Schnitte wurden diese UN
(bei Rt) in Xylol gestellt, gefolgt von einer 20mindtigen Xylol-Inkubation am né&chsten
Morgen. Eine anschlief3end absteigende Ethanolreihe (3x 96 %, je 1x 75 % / 50 % / 30 %
EtOH und 1x H,0) diente zur Wasserung des Gewebes. Zur Nachfixierung der RNA im
Gewebe wurden die Schnitte fir 20 min bei 4°C in 4 % Paraformaldehyd (4°C) inkubiert.
Nach dreimaligem Waschen mit TBS-Puffer wurden die Schnitte mit 0.2 M HCI (10 min, Rt)
behandelt, um vorhandene Proteine zu denaturieren und eine partielle Hydrolyse der
Zielsequenzen zu bewirken. Dies tragt zu einem verbesserten Hybridisierungssignal bel.
Anschlieffend wurde dreimal mit TBS-Puffer gewaschen. Zur Reduktion des
nichtspezifischen Hintergrunds wurden die Schnitte in 0.5 %iger Essigsdureanhydrid-Ldsung
far 10 min bel Rt unter Rihren inkubiert und mit TBS-Puffer (3x) gewaschen. Ein
30minttiger (bei 37°C) ProteinaseK-V erdau (20 pg Proteinase K/ml TBS, 2 mM CaCl,) sollte
die Zuganglichkeit der Zielsequenzen fir die Sonden durch den Verdau von Proteinen
zusétzlich verbessern. Zum Abstoppen der Proteinase K-Aktivitét wurden die Schnitte mit
TBS-Puffer (3x) gewaschen und einmal in eiskaltem TBS-Puffer fir 5 min bei 4°C inkubiert.
Anschlief3end wurden die Schnitte durch eine aufsteigende Ethanolreihe (30% / 50% / 75% /
3x 96%) dehydriert und einmal kurz mit Chloroform gewaschen. Abschlief3end wurden die
Schnitte in einer feuchten Kammer unter RNAse freien Bedingungen bel 55°C fir = 30 minin
einem sogenannten Vorhybridisierungsmix, der alle Komponenten des Hybridisierungsmixes,
auller die Probe und Dextransulfat, enthdt, zur Vermeidung einer Hintergrundfarbung
inkubiert.
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28.2 Hybridisierung

Auch fur die nun folgenden Hybridisierungsschritte galt es, unter RNAse freien Bedingungen
zu arbeiten. Wahrend der Inkubation der Gewebeschnitte (s.0.) wurde der Hybridisie-
rungspuffer (Kap.ll, A.7.4) hergestellt. Dieser sollte immer gut gemischt sein, um einer
ungleichen Vertellung des Dextransulfats, dessen Konzentration sehr kritisch ist, vorzu-
beugen. Bei ungeniigender Menge an Dextransulfat verliert die Methode an Sensitivitét, bel
Zu grofRRen Mengen bewirkt es eine zu hohe Viskositét des Hybridisierungspuffers. Die RNA-
Sonde mit der im Dot-Blot ermittelten optimalen Sondenverdiinnung wurde als letztes (im
Verhdltnis 1 : 4, d.h. Sonde : Hybridisierungspuffer) zum Hybridisierungspuffer zugegeben.
In die Negativkontrolle fur die in situ-Hybridisierung wurde anstelle der RNA-Sonde H,O-
DEPC zupipettiert. Die verdinnte RNA-Sonde wurde dann auf die Schnitte aufgetragen (ca.
100 pl/cm?), mit einem Deckglas bedeckt und die Objekttrager fir 4 min auf einer Heizplatte
bei 95°C inkubiert. Der Hitzeschritt bewirkt die Auflésung von RNA-Sekundérstrukturen und
somit ein verstdrktes Signal der RNA/RNA-Hybride. Zur Hybridisierung wurden die
Gewebeschnitte in der feuchten Kammer fir 6 h bei 55°C inkubiert.

28.3 Stringentes Waschen und Nachweisder RNA

Durch stringentes Waschen konnte der UberschuR an Hybridisierungssonde entfernt und
somit eine Reduktion der diffusen Hintergrundférbung erreicht werden. Hierzu wurden die
Schnitte nach Hybridisierung UN bei Rt in 2x SSC eingestellt, was u.a. ein Abschwimmen
der Deckglaser ermoglichte. Anschlief3end wurden die Schnitte in entsprechender Reihenfolge
gewaschen: dreimal 20 min bel 55°C mit 50 % deionisiertem Formamid in 1x SSC, gefolgt
von zweimal 15 min bel Rt mit 1x SSC und dreimal Waschen mit TBS-Puffer (L6sungen vgl.
Kap.ll, A.7.4). Zum Nachweis der RNA wurden die Gewebeschnitte zuerst durch
Aufpipettieren von Blocking Mix (ca. 200 ul/cm?) fiir 15 min in der feuchten Kammer bei Rt
geblockt. Zur Bindung des Anti-DIG-Antikorpers, konjugiert mit alkalischer Phosphatase,
wurden die Schnitte fur 1h in der feuchten Kammer bel Rt in Antikorper-Losung (Kap.ll,
A.7.4) inkubiert. Anschlief3end wurden die Schnitte 5x mit TBS-Puffer gewaschen und in
NBT/BCIP-Farbelésung (Kap.ll, A.7.4) bei 4°C UN entwickelt. Durch mehrmaliges Waschen
mit H,O-DEPC wurde die Farbreaktion gestoppt. Zur besseren mikroskopischen Betrachtung
wurden die Schnitte mit Mayers Hamalaunlosung (Kap.1l, A.1) gegengefarbt und mit Kaysers
Glyceringelatine (Kap.1l, A.1) eingedeckt.

Experimente mit Krallenaffen

29. I nokulation, Blutabnahme und Gewebeentnahme

Die intravendse Inokulation der Krallenaffen mit 70-100 pl eines 1:1 bzw. 1:100 mit
Kochsalzldsung verdinnten Inokulums wurde freundlicherweise von Herrn Dr. Norbert
Deuerling am Max von Pettenkofer-Institut der Ludwig-Maximilians-Universitdt Minchen
durchgefhrt.

Die Blutabnahme wurde freundlicherweise von Herr Dr. Norbert Deuerling bzw. Herr Prof.
Dr. Gert Frosner am Max von Pettenkofer-Institut der Ludwig-Maximilians-Universitét
MUnchen durchgefihrt. Hierzu wurden nach Inokulation meist wochentlich 1-2 ml Blut aus
der Oberschenkelvene des Affen abgenommen und anschlief3end 0.5-1 ml Serum gewonnen.
Beim Tod des Affen wurde dieser entblutet, d.h. es konnten 5-25 ml Blut gewonnen werden.
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Die Gewebeentnahme nach Tod der Affen wurde freundlicherweise von Herr Dr. Norbert
Deuerling am Max von Pettenkofer-Institut der Ludwig-Maximilians-Universitdt Minchen
durchgefuhrt. Die Gewebe wurden anschlief3end wie in Kap.Il, B.27 beschrieben prapariert.

30. ALT-Wert-Bestimmung

Zur Bestimmung des ALT-Wertes wurde ein ké&uflicher Test der Firma Boehringer
Mannheim/Roche Diagnostics verwendet. Die Untersuchungen wurden im Labor der
Medizinischen Poliklinik der Ludwig-Maximilians-Universitét M nchen durchgefhrt.
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|11. ERGEBNISSE

A. Das GB-Virus-A und GB-Virus-B

1. Reinisolierung des GB-Virus-A und GB-Virus-B

Das originae “GB”-Inokulum enthélt eine Mischung von GB-Virus-A und GB-Virus-B. Erst
nach Herstellung von Reinisolaten dieser beiden Viren ist es mdglich, Kreuzinfektions-
experimente zur Untersuchung einer maoglicherweise vorhandenen Kreuzimmunitét sowie
Untersuchungen zum Replikationsort der Viren durchzufthren.

Das Prinzip der Reinisolierung bestand darin, ein jeweils in der PCR nur fir ein Virus
positives Material von Affen in weitere Affen durch intraventse Inokulation zu passagieren.
Fur die Reinisolierung von GBV-A diente verdinntes Gehirnhomogenat GB-infizierter Affen,
da in diesem Organ hohere Konzentrationen von GBV-A im Vergleich zu GBV-B gefunden
wurden. Fur die Reinisolierung von GBV-B diente das Serum eines GB-infizierten Affen
einige Zeit nach der Inokulation, well die Replikation von GBV-B in der Regel langer as die
Vermehrung von GBV-A nachweisbar war. Die Reinheit der gewonnenen Isolate wurde
durch weitere Passagen, in denen jewells nur die Replikation des reinisolierten Virus

nachgewiesen wurde, bestétigt.

1.1 Reinisolierung des GB-Virus-A und Studien zur Kreuzimmunitat

Das im GB-Inokulum nur gemeinsam mit GBV-B auftretende Virus GBV-A wurde anhand
des oben erwdhnten Prinzips aus Gehirnmaterial im Affen von GBV-B getrennt, d.h.
reinisoliert. Anschlief3end wurden sogenannte Challenge-Experimente mit GBV-A bzw.
GBV-B, d.h. zusétzliche Infektion eines bereits mit GBV-A infizierten Affen mit GBV-A
oder GBV-B zur Untersuchung der homologen Immunitd& und der Kreuzimmunitét
durchgefihrt.

Gewinnung des GBV-A-Inokulums “ 93-C-2m”

Aufgrund friherer PCR-Untersuchungen verschiedener Gewebeproben hinsichtlich GBV-A-
bzw. GBV-B-RNA wurde festgestellt (A. Kekulé, personliche Mitteilung), dal3, im Gegensatz
zum fehlenden Nachweis von GBV-B, GBV-A in sehr hohem Titer in Gehirnmaterial
gefunden wurde (vgl. Affe 92-A-6m, Tab.Il1.1). Daher wurde angenommen, dal3 GBV-A

alleinig durch die Inokulation eines naiven Affen mit verdinntem homogenisierten Gehirn-
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material (nur GBV-A positiv) von GBV-B zu trennen wéare. Im April 1996 wurde der Affe
93-C-2m zweimal im Abstand von einem Tag mit je 500 pl des 1:200 in isotonischer
Kochsalzlosung vorverdinnten homogenisierten Grofhirns des Affen 92-A-6m inokuliert.
Durch PCR-Untersuchung wdchentlich abgenommener Blutproben (Gesamtdauer ca. 7
Monate) auf GBV-A bzw. GBV-B konnte tiber Wochen hinweg gezeigt werden, dald die PCR
von Blut alein fir GBV-A positiv waren. Damit war ein wichtiger Schritt in Richtung Rein-
isolierung von GBV-A getan. Bei dem in den folgenden Versuchen eingesetzten GBV-A-
Inokulum “93-C-2m” handelte es sich um das Serum des gleichnamigen Affen vom
22.04.1996.

Tab.l11.1  Der Affe 92-A-6m war nach Inokulation mit GBV-A und GBV-B bis zu seinem Tod am Tag 21
p.l. fir beide Viren hochtitrig positiv. Gleichzeitig konnten sehr hohe ALT-Werte (458 U/I)
festgestellt werden. Mit RT-PCR untersuchtes Gehirnmaterial zeigte im Gegensatz zum fehlenden
RNA-Nachweis von GBV-B eine positiven Nachweis von GBV-A.

02-A-6m Datum Tag Gewebe | GBV-A PCR | GBV-B PCR | ALT-Wert

[run

Préserum vom: 12.07.1995 negativ negativ 36

Inokulation mit Serum des 12.07.1995 0

Affen 90-A-4m (GBV-A und

GBV-B positiv) am:

Blutabnahme am: 18.07.1995 6 positiv (10°) | positiv (10%) 29

24.07.1995 | 12 positiv (10°) | positiv (10%) 33
31.07.1995 @ 19 positiv (10°) | positiv (10°) 159
Tod: 02.08.1995 21 positiv (10°) | positiv (10°) 458
Gewebeprobenentnahme: 02.08.1995 Leber positiv positiv s
Herz positiv positiv s
Niere positiv positiv s
Parotis positiv negativ =
Grosshirn positiv negativ =
Gale negativ positiv s
Sonstige Materialien: 02.08.1995 Harn positiv negativ -

Uberprifung des GBV-A-Inokulum “93-C-2m” sowie Studien zur Kreuzimmunitat

Die Uberprifung des GBV-A-Inokulums “93-C-2m” auf eine 100 %ige Reinisolierung
erfolgte durch Passagierung in zwel weitere bis dahin nicht infizierte Affen mit der
Bezeichnung 93-A-7w (Tab.ll1.2) und 94-A-2m (Tab.l11.3). Wurde nach Inokulation nur
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RNA von GBV-A und nicht von GBV-B im Serum mittels RT-PCR nachgewiesen, konnte
die Reinisolierung als erfolgreich betrachtet werden. Beide Affen wurden mit je 140 pl 1:100-
verdinntem “93-C-2m”-Inokulum intravends infiziert. Bis zum plétzlichen Tod am Tag 29
n.l. konnte beim Affen 93-A-7w bereits ab dem sechsten Tag GBV-A-RNA im Serum
nachgewiesen werden. Zu keinem Zeitpunkt war dabei ein Nachwels von GBV-B-RNA
maoglich. Die ALT-(Alanin-Aminotransferase) Werte blieben Uber den gesamten Zeitraum im
Normalbereich und gaben somit keinen Hinweis auf eine Lebererkrankung und damit auf eine
GBV-B-Infektion.

Tab.ll1.2  GBV-A-Inokulation des Affen 93-A-7w zur Uberpriifung der Reinheit des GBV-A-Inokulums

“93-C-2m”.
93-A-7w Datum Tag #HGBV-APCR | GBV-BPCR @ ALT-Wert
[run

Préserum vom: 17.07.1996 - negativ negativ

Inokulation mit 140 pl 1:100-verd. 07.01.1997 0 -

GBV-A Inokulum “93-C-2m”

Blutabnahme am: 13.01.1997 6 positiv negativ 22
20.01.1997 13 positiv negativ 60
27.01.1997 20 positiv negativ 21

Tod am: 05.02.1997 29  positiv (10 negativ

Fur den Affen 94-A-2m (Tab.ll1l.3) war ein ahnlicher Verlauf nach Inokulation mit
“93-C-2m” zu beobachten. Mittels RT-PCR konnte in wochentlich gewonnenen Seren Uber
einen Zeitraum von ca. 33 Wochen jewells RNA von GBV-A, nicht jedoch von GBV-B
nachgewiesen werden. Der ALT-Spiegel lag im Durchschnitt bei einem Wert von 22 U/l. Die
Daten beider “93-C-2m”-Inokul ationsexperimente wiesen auf eine erfolgreiche Trennung des
GB-Virus-A von GBV-B hin. GBV-B konnte in keinem der beiden Affen nach Inokulation
mittels RT-PCR mehr nachgewiesen werden.

Zur Untersuchung, ob eine bestehende GBV-A-Infektion vor einer Infektion mit GBV-B
schitzt, wurde der GBV-A positive Affen 94-A-2m mit 100 pl 1:100-verdinntem “GBP 1+2-
Pool”, einem reinen GBV-B-Inokulum (vgl. Tab.111.7), inokuliert. In den woéchentlich mittels
RT-PCR untersuchten Seren (Tag 7-30 nach GBV-B-Inokulation) konnte jetzt neben GBV-A
(mit Titern bis zu 10* auch GBV-B (mit Titern bis zu 10°) nachgewiesen werden (s.
Tab.111.3).
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Dies wies auf einen fehlenden Schutz vor ener Infektion mit GBV-B bea noch bestehender

GBV-A-Infektion hin.

Tab.l11.3  GBV-A-Inokulation des Affen 94-A-2m und anschlieflendes Challenge mit GBV-B bei noch
bestehender GBV-A-Infektion.
94-A-2m Datum Tag #HGBV-APCR | GBV-BPCR  ALT-Wert
[runm

Préserum vom: 17.07.1996 - negativ negativ -

1. Inokulation mit 140 pl 1:100-verd. | 07.01.1997 0 - - -

GBV-A-Inokulum “93-C-2m”

Blutabnahme am: 13.01.1997 6 positiv negativ 20
20.01.1997 13 positiv negativ 27
27.01.1997 20 positiv negativ 27
05.02.1997 29 positiv negativ 22
12.02.1997 36 positiv negativ 16
20.02.1997 44 positiv negativ 15
03.03.1997 55 positiv negativ 20
10.03.1997 62 positiv negativ 27

vom von
17.03.1997 69 positiv negativ 29
bis bis

28.08.1997 234 | positiv (10% negativ 28

2. Inokulation mit 100 pl 1:100-verd.  02.09.1997 239/0 - s =

“GBP 1+2-Pool”

Blutabnahme am: 09.09.1997 | 246/7 | positiv (10%) | positiv (10%) 27
16.09.1997 | 253/14 | positiv (10% | positiv (10°) 27
23.09.1997 | 260/21 positiv positiv 26
29.09.1997 | 266/27 positiv positiv 83

Tod am: 02.10.1997 | 269/30 positiv positiv 162

Zur Klérung der Frage, ob moglicherweise eine bereits abgelaufene GBV-A-Infektion Schutz
vor einer Infektion mit GBV-B bietet, wurde der Affe 92-A-3m (Tab.111.4) mit 80 ul 1:100-
verdunnter GBV-A positiver Serumprobe des Affen 93-A-7w vom 20.01.1997 (s. Tab.111.2)
inokuliert. RT-PCR-Untersuchungen zufolge war dieser n.l., mit Ausnahme zweier Proben
(Tag 98 und 119), fur die folgenden 19 Wochen GBV-A positiv. Ab Tag 147 konnte
einschliefdich der folgenden zwel Wochen keine GBV-A-RNA mehr nachgewiesen werden.
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Zu keinem Zeitpunkt war ein RNA-Nachweis von GBV-B mdglich, was als weiterer Beweis
einer vollstandigen Reinisolierung von GBV-A gewertet wurde.

Durch eine nachfolgende Inokulation des Affen 92-A-3m (vgl. Tab.I11.4) mit 100 pl 1:100-
verdinntem “GBP 1+2-Pool” (s. Tab.111.7) konnte folgendes gezei gt werden:

Auch eine bereits abgelaufene GBV-A-Infektion bietet keinen Schutz vor einer Infektion mit
GBV-B. Alle nach der zweiten Inokulation auf GBV-A und GBV-B in der RT-PCR
untersuchten Serumproben zeigten ein positives Ergebnis fir GBV-B und ein fortbestehend
negatives Ergebnis fur GBV-A.

Tab.ll1.4  GBV-A-Inokulation des Affen 92-A-3m und anschlie3endes Challenge mit GBV-B bei bereits
abgelaufener GBV-A-Infektion.

92-A-3m Datum Tag | GBV-APCR | GBV-BPCR | ALT-Wert
[run

Préserum vom: 01.08.1996 - negativ negativ 15

1. Inokulation mit 80 pl 1:100-verd. 19.03.1997 0 = = -

Serum des Affen 93-A-7w vom

20.01.1997

Blutabnahme am: 26.03.1997 7 positiv negativ 32
03.04.1997 15 positiv negativ 33
09.04.1997 21 positiv negativ 46
16.04.1997 28 positiv negativ 45
23.04.1997 35 positiv negativ 101
30.04.1997 42 positiv negativ 53
07.05.1997 49 positiv negativ 46
21.05.1997 63 positiv negativ 74
29.05.1997 71 positiv negativ 82
05.06.1997 78 positiv negativ 48
11.06.1997 84 positiv negativ 39
18.06.1997 91 positiv negativ 46
25.06.1997 98 negativ negativ 21
02.07.1997 105 positiv negativ 46
10.07.1997 113 positiv negativ 46
16.07.1997 119 negativ negativ 89
23.07.1997 126 positiv negativ 55
30.07.1997 133 positiv negativ 47
13.08.1997 147 negativ negativ 45
20.08.1997 154 negativ negativ 33
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28.08.1997 162 negativ negativ 38

2. Inokulation mit 100 pl 1:100- 02.09.1997 167/0 =

verdinntem GBV-B-Inokulum

“GBP 1+2-Pool”

Blutabnahme am: 09.09.1997 174/7 negativ positiv 56
16.09.1997 | 181/14 negativ positiv 76
23.09.1997 | 188/21 negativ positiv 73
29.09.1997 | 194/27 negativ positiv 76

Tod am: 02.10.1997 | 197/30 negativ positiv 132

Der Affe 90-A-4m (Tab.I11.5) sollte, nach einer bereits abgelaufenen GBV-A- und GBV-B-
Infektion, fur ein Challenge-Experiment mit GBV-A zur Untersuchung der Immunitdt nach
GBV-A-Reinfektion eingesetzt werden.

Von Tag 6 bis Tag 33 nach der ersten Inokulation konnte GBV-A und GBV-B im Serum
mittels RT-PCR nachgewiesen werden. Ab Tag 61 bis Tag 83 war nur noch RNA von GBV-B
nachweisbar. Parallel konnten kontinuierlich ansteigende ALT-Werte (Maximum: 165 1U/I
am Tag 47 n.l.) beobachtet werden. Serumproben ab Tag 111 n.l. waren einschliefdlich Tag
773 n.l. fur GBV-A und GBV-B negativ. Ein “Challenge” mit GBV-A (1:100 verdinntes
Serum des Affen 93-A-7w vom 20.01.1997; vgl. Tab.l11l.2) am Tag 778 nach der ersten
Inokulation konnte keine Reinfektion mit GBV-A bewirken. Alle RT-PCR-Untersuchungen
fir GBV-A blieben in den folgenden 6 Wochen blieben negativ.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dal3 eine bereits abgelaufene GBV -A-Infektion vor
einer Reinfektion mit GBV-A schiitzt. Die Infektiositdt des Inokulums fir GBV-A wurde in
einem zuvor durchgefiihrten Challenge-Experiment mit einem GBV-A und GBV-B negativen
Affen mit der Bezeichnung 92-A-3m unter Beweis gestellt (s. Tab.111.4).

Tab.lll.5 GBV-A- und GBV-B-Inokulation des Affen 90-A-4m und anschlief3endes Challenge mit GBV-A
nach bereits abgelaufener GBV-A- und GBV-B-Infektion.

90-A-4m Datum Tag | GBV-A PCR | GBV-BPCR | ALT-Wert
[rum

Préserum vom: 01.07.1995 - negativ negativ 12

1. Inokulation mit 4 x 50 pl 12.07.1995 0 =

gepooltem Serum (GBV-A und
GBV-B positiv) + 100 pl NaCl
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Blutabnahme am: 18.07.1995 6 positiv positiv 27
25.07.1995 13 positiv positiv 60
31.07.1995 19 positiv positiv 68
02.08.1995 21 positiv positiv 81
07.08.1995 26 positiv positiv 92
vom
14.08.1995 33 positiv positiv 114
bis
11.09.1995 61 negativ positiv 163
02.10.1995 83 negativ positiv 32
30.10.1995 111 negativ negativ 24
vom
20.11.1995 132 negativ negativ 27
bis
28.08.1997 773 negativ negativ 44
2. Inokulation mit 100 pl 1:100- 02.09.1997 778/0 = s -
verdunntem Serum des Affen
93-A-7w vom 20.01.1997
Blutabnahme am: 10.09.1997 786/8 negativ negativ 49
16.09.1997 | 792/14 negativ negativ 40
22.09.1997 | 798/20 negativ negativ 36
29.09.1997 | 805/27 negativ negativ 78
06.10.1997 | 812/34 negativ negativ 99
13.10.1997 | 819/41 negativ negativ 64
20.10.1997 | 826/48 negativ negativ 67
30.10.1997 | 836/58 negativ negativ 76

1.2 Reinisolierung des GB-Virus-B und Studien zur Kreuzimmunitat

Wie erwdhnt, waren die GB-Viren GBV-A und GBV-B bei Beginn dieser Arbeit nur
gemeinsam passagierbar. Nach gelungener Reinisolierung von GBV-A sollte auch ein reines

GBV-B-Inokulum durch mehrmalige Passage in Tamarinen gewonnen werden. Desweiteren

sollten Challenge-Experimente mit GBV-A bzw. GBV-B enes bereits GBV-B infizierten

Affen weitere Erkenntnisse hinsichtlich der Kreuzimmunitéat von GBV-A und GBV-B liefern.

Gewinnung der GBV-B-Inokula “378w” und “ GBP 1+2-Pool” (vgl. Tab. 111.6)

Der Affe 378w wurde am 10.2.1987 mit dem “GB-Agens’ inokuliert (vgl. Tab.I11.7). Am
23.01., 20.02., 03.03., 06.03. und 19.03.1987 wurden je 1.5-2.0 ml Blut abgenommen und die
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zugehorigen Seren mittels RT-PCR hinsichtlich einer Infektion mit GBV-A bzw. GBV-B
untersucht. Alle Serumproben waren negativ fur GBV-A und, mit Ausnahme der Serumprobe
vom 23.01.1987, positiv fur GBV-B. Das hieraus gewonnene GBV-B-Inokulum *378w”
setzte sich aus den nur fir GBV-B positiven Seren vom 06.03. und 19.03.1987 (im Verhdltnis
1:1) zusammen. Unter der Annahme, mit dem Inokulum “378w” ein reines GBV-B-Inokulum
gewonnen zu haben, wurde dieses in den Affen 86-B-5m (vgl. Tab.l11.6 und Tab.Il1.7)
passagiert. Ab Tag 20 n.I. konnte jedoch bis zum Tod des Affen mittels RT-PCR GBV-A-
RNA nachgewiesen werden, was zeigte, dal3 mit dem Inokulum ,,378w*“ doch noch keine

vollkommene Trennung beider Viren erreicht wurde.

Tab.ll1.6 Inokulation des Affen 86-B-5m mit “378w”.

86-B-5m Datum Tag | GBV-A PCR | GBV-B PCR | GPT-Wert
[un

Préserum vom; 18.07.1996 negativ negativ 39

Inokulation mit Affenserum “378w” am: | 08.08.1996 0

Blutabnahme am: 13.08.1996 5 negativ positiv 74
19.08.1996 11 negativ positiv 46
26.08.1996 18 negativ positiv 86
28.08.1996 20 positiv positiv 118
Tod am: 30.08.1996 22 positiv positiv

Um letztendlich doch noch ein reines GBV-B-Inokulum zu gewinnen, wurde das Inokulum
“86-B-5m” (Serum des Affen 86-B-5m vom Tag 11 n.l.; nur GBV-B positiv) am 25.11.1996
in die Affen 94-B-5m und 88-B-8m (vgl. Tab.I11.7) passagiert. Die nach Inokulation durchge-
fuhrten RT-PCR-Untersuchungen der Seren vom 13.12.1996 und 20.12.1996 zeigten, dal3
sowohl der Affe 94-B-5m as auch der Affe 88-B-8m negativ fur GBV-A und positiv fir
GBV-B waren. Somit wurde ein reines GBV -B-Inokulum namens “ GBP1+2-Pool” aus Seren
der Affen 94-B-5m und 88-B-8m vom 13.12.1996 (im Verhdtnis 1:1) gewonnen.
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Tab.l11.7  Zeitlicher Ablauf der Reinisolierung des GB-Virus-B und Gewinnung einzelner GBV-B Inokula.
Inokulierter | Datum der Inokulum | GBV-A-PCR | GBV-B PCR Name des gewonnenen
Affe Inokulation des Inokulums | des Inokulums Inokulums
378w 10.02.1987 “GB- positiv positiv “378w”
Agens’ (Pool der Seren vom 19.03. und
06.09.1987)
86-B-5m 08.08.1996 “378w” negativ positiv “86-B-5m”
(Serum vom 19.08.1996)
94-B-5m 25.11.1996 “86-B-5m” negativ positiv “GBP 1+2 Pool”
(Serumpool der Affen 94-B-5m
88-B-8m 25.11.1996 “86-B-5m” negativ positiv und 88-B-8m vom 13.12.1996 im
Verhdtnis1:1)

Uberpriifung der Reinisolierung von GBV-B sowie Studien zur Kreuzimmunitét

Zur Gewadhrleistung einer 100 %igen Reinisolierung von GBV-B und zur Durchfiihrung von
Challenge-Experimenten mit GBV-A bzw. GBV-B wurden die Affen 83-B-3w, 87-A-4m und
91-A-1m mit je 70 yl unverdiinntem bzw. 80 ul 1:1-verdinntem “GBP 1+2-Pool” inokuliert.
Der Affe 83-B-3w (Tab.I11.8) wurde, nachdem bis zum Tag 20 n.l. der Nachweis von GBV-B
in der RT-PCR negativ ausfiel, am Tag 29 nochmals mit 70 pl “GBP 1+2-Pool” inokuliert.
Am Tag 14 nach der 2. Inokulation (= Tag 43 nach 1. Inokulation) konnte erstmals GBV-B-
RNA nachgewiesen werden. Zur Gewinnung eines GBV-B-Infektiositétspools wurde dieser

Affe am Tag 29 nach der zweiten Inokulation getotet.

Tab.l11.8  GBV-B-Inokulation des Affen 83-B-3w und anschlielfende Gewinnung eines GBV-B-
Infektiositatpools.
83-B-3w Datum Tag A GBV-APCR  GBV-BPCR  ALT-Wert
(o

Préserum vom: 23.07.1996 - negativ negativ 21

1. Inokulation mit 70 pl unverd. 07.01.1997 = - -

“GBP 1+2-Pool”

Blutabnahme am: 13.01.1997 negativ negativ 32
20.01.1997 13 negativ negativ 22
27.01.1997 20 negativ negativ 20

2. Inokulation mit 70 pl unverd. 05.02.1997 29/0 = = =

“GBP 1+2-Pool”
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Blutabnahme am: 12.02.1997 36/7 negativ negativ 18
19.02.1997 43/14 negativ positiv 21
24.02.1997 48/19 negativ positiv 22
03.03.1997 56/27 negativ positiv 24
Tod und Ausblutung am: 05.03.1997 58/29 negativ positiv 44

Der Affe mit der Bezeichnung 87-A-4m (Tab.111.9) wurde mit 80 pl 1:1-verdinntem “GBP
1+2-Pool” (s. Tab.111.7) inokuliert. Dieser Affe war anschlief3end Uber einen Zeitraum von
insgesamt 9 Wochen in der RT-PCR nur fur GBV-B positiv (Tag 7 bis Tag 71 n.l.). In den
folgenden 12 Wochen (Tag 78 bis Tag 162) war GBV-B nicht mehr nachwei sbar.

Zur Untersuchung der Kreuzimmunitdt von GBV-B gegeniber GBV-A nach einer bereits
abgelaufenen GBV-B-Infektion wurde am Tag 167 ein Challenge mit GBV-A durchgefiihrt.
Hierzu wurden 100 pl 1:100-verdinntes Serum des Affen 93-A-7w vom 20.01.1997 (s.
Tab.111.2) dem Affen 87-A-4m inokuliert (vgl. Tab.111.9). RT-PCR-Untersuchungen wachent-
lich abgenommener Blutproben ergaben ab Tag 34 nach der 2. Inokulation einen
kontinuierlichen Nachweis von GBV-A. GBV-B-RNA war wie schon vor der Inokulation mit
GBV-A nicht mehr nachweisbar.

Hieraus wurde gefolgert, dal3 eine bereits abgelaufene GBV-B-Infektion keinen Schutz vor
einer Infektion mit GBV-A bietet. Eine Kreuzimmunitét zwischen GBV-A und GBV-B

konnte somit ausgeschl ossen werden.

Tab.ll1.9  GBV-B-Inokulation des Affen 87-A-4m und anschlief?endes Challenge mit GBV-A nach einer
bereits abgel aufenen GBV-B-Infektion.

87-A-4m Datum Tag GBV-APCR GBV-BPCR ALT-Wert
[run

Préaserum vom; 08.07.1996 - negativ negativ 16

1. Inokulation mit 80 pl 1:1-verd. 19.03.1997 0 =

“GBP 1+2-Pool”

Blutabnahme am: 26.03.1997 7 negativ positiv 141
03.04.1997 15 negativ positiv 72
09.04.1997 21 negativ positiv 82
16.04.1997 28 negativ positiv 72
23.04.1997 35 negativ positiv 183
30.04.1997 42 negativ positiv 161
07.05.1997 49 negativ positiv 129
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21.05.1997 63 negativ positiv 175
29.05.1997 71 negativ positiv 124
05.06.1997 78 negativ negativ 114
11.06.1997 84 negativ negativ 152
18.06.1997 91 negativ negativ 45
vom von
24.06.1997 97 negativ negativ 24
bis bis
28.08.1997 162 negativ negativ 27

2. Inokulation mit 100 pul 1:100-verd. 02.09.1997 167/0 -
Serum des Affen 93-A-7w vom

20.01.1997

Blutabnahme am: 10.09.1997 175/8 negativ negativ 27
16.09.1997 | 181/14 positiv negativ 23
22.09.1997 | 187/20 negativ negativ 43
29.09.1997 | 194/27 negativ negativ 20
06.10.1997 | 201/34 positiv negativ 34
13.10.1997 | 208/41 positiv negativ 25

Tod am: 20.10.1997 | 215/48 positiv negativ 24

Der Affe 91-A-1m (Tab.111.10) sollte, nach einer bereits abgelaufenen GBV-B-Infektion, fur
ein Challenge-Experiment mit GBV-B zur Untersuchung des Schutzes in Hinsicht auf eine
Reinfektion mit GBV-B eingesetzt werden. Von Tag 6 bis Tag 62 nach der ersten Inokulation
konnte GBV-B-RNA im Serum mittels RT-PCR nachgewiesen werden. Gleichzeitig stiegen
die ALT-Werte kontinuierlich bis auf Werte von 167 U/l an. Serumproben ab Tag 69 n.l.
waren einschliefdlich Tag 232 fur GBV-B negativ. Zu keinem Zeitpunkt konnte GBV-A im
Serum nachgewiesen werden, d.h. die Reinisolierung von GBV-B war gelungen. Durch
Challenge mit GBV-B am Tag 237 (mit “GBP 1+2 Pool”) konnte keine Reinfektion mit
GBV-B bewirkt werden, was sich in negativen Ergebnissen der GBV-B-PCR in den
folgenden drei Wochen widerspiegelte. Die Infektiositét des Inokulums fir GBV-B wurde in
dem gleichzeitig durchgefuhrten Challenge-Experiment mit einem GBV-A infizierten Affen
unter Bewels gestellt (s. Tab.111.4).

Insgesamt betrachtet konnte gezeigt werden, dal3 eine bereits abgelaufene GBV-B-Infektion
vor einer Reinfektion mit GBV-B schiitzt.
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Tab.l11.10 GBV-B-Inokulation des Affen 91-A-1m und anschlief3endes Challenge mit GBV-B nach einer
bereits abgel aufenen GBV-B-Infektion.

91-A-1m Datum Tag | GBV-A PCR | GBV-BPCR | ALT-Wert
[runm

Préserum vom: 23.07.1996 - negativ negativ 14

1. Inokulation mit 70 pl unverd. 07.01.1997 0 s = -

“GBP 1+2-Pool”

Blutabnahme am: 13.01.1997 6 negativ positiv 48
20.01.1997 13 negativ positiv 22
27.01.1997 20 negativ positiv 18
05.02.1997 29 negativ positiv 60
12.02.1997 36 negativ positiv 63
20.02.1997 44 negativ positiv 70
03.03.1997 55 negativ positiv 108
10.03.1997 62 negativ positiv 143
17.03.1997 69 negativ negativ 167

vom von
24.03.1997 76 nega[iv negativ 27
bis bis

28.08.1997 232 negativ negativ 35

2. Inokulation mit 70 pl 1:100-verd. 02.09.1997 | 237/0 = = -

“GBP 1+2-Pool”

Blutabnahme am: 09.09.1997 | 244/7 negativ negativ 30
16.09.1997 | 251/14 negativ negativ 21
23.09.1997 | 258/21 negativ negativ 18
29.09.1997 | 264/27 negativ negativ 35

Tod am: 02.10.1997 | 267/30 negativ negativ 29
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Zusammenfassung “ Reinisolierung und Kreuzimmunitét von GBV-A und GBV-B”

Nach gelungener Reinisolierung der bis dahin nur gemeinsam passagierten GB-Viren GBV-A
und GBV-B ergaben Challenge-Experimente folgende Ergebnisse:

Weder eine bestehende noch bereits abgelaufene GBV-A- bzw. GBV-B-Infektion bietet
Schutz vor einer Infektion mit dem anderen Affenvirus, d.h. es besteht keine Kreuzimmuntitét
zwischen beiden Viren. Eine bereits abgelaufenen GBV-A- bzw. GBV-B-Infektion schiitzt
jedoch vor einer Reinfektion mit dem gleichen Erreger, wodurch auf eine Immunitét
gegentiber dem gleichen Erreger geschlossen werden kann. Eine Erhdhung der Transaminasen
mit GPT-Werten > 100 IU/L wurde alein durch eine Infektion mit dem GB-Virus-B
ausgel6st. Nur GBV-B, aber nicht GBV-A, scheint deshalb im Krallenaffen eine Hepatitis

ausl6sen zu kénnen.

2. Bestimmunq des Replikationsortes des GB-Virus-A und GB-Virus-B

2.1 Bestimmung des Replikationsortes des GB-Virus-A

Wie erwahnt, konnte fir GBV-A kein Hepatotropismus nachgewiesen werden, genausowenig
wie eine Assoziation mit anderweitigen Krankheitsbildern. Durch die Bestimmung des
Replikationsortes von GBV-A erhoffte man sich Hinweise hinsichtlich einer Klarung der
Pathologie einer GBV-A-Infektion. Anféngliche Versuche, den Replikationsort von GBV-A
bzw. GBV-B mittels RT-PCR durch die Bestimmung des Plusstrang- und Minusstrang-RNA -
Titers in den einzelnen Geweben zu ermitteln (vgl. Tab.l11.11), schlugen aufgrund der
Blutkontamination der Organe fehl. So wurden zwar prinzipiell Unterschiede bis zu zwel
Zehnerpotenzen in bestimmten Organen festgestellt, jedoch war damit keine eindeutige
Aussage moglich, da alle in die Untersuchung einbezogenen Organe betroffen waren.

Tab.l11.11 RT-PCR-Nachweisvon GBV-B-Plusstrang- und Minusstrang-RNA in einzel nen Gewebeproben.

GBV-B PCR
86-B-5m EENEDE GBV-B + Strang GBV-B - Strang
Leber positiv (10°) positiv (10°)
Niere positiv (10%) positiv (10°%)
Milz positiv (10%) positiv (10
Herz positiv (10%) positiv (10%
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In dieser Arbeit wurde die Methode der in situ-Hybridisierung gewahlt. Mit Hilfe spezifischer
nichtradioaktiv-markierter RNA-Sonden sollte ein Nachwels des RNA-Sense- (Genom-Form)
und RNA-Antisense-Stranges (replikative Form) und somit des Replikationsortes von GBV-A

moglich sein.

2.1.1 Herstellung einer Digoxigenin-markierten RNA-Sense- und RNA-Antisense-Sonde

Gewinnung eines spezifischen GBV-A DNA-Fragments. Extraktion, Reverse Transkription
und PCR

RNA des GB-Virus-A wurde aus Serum und Lebergewebe (vom 02.08.1995) des GBV-A und
GBV-B infizierten Krallenaffen 92-A-6m (s. Tab.Il1.1) isoliert (Kap.ll, B.3.1) und spezifisch
mit MMLV reverser Transkriptase und einem 2.5 molaren Uberschu? (50 pmol je Ansatz
anstatt 20 pmol) des Primers GBA-3a (Kap.Il, A.3.2.2) in cDNA umgeschrieben (vgl. Kap.11,
B.3.5). Anhand der veroffentlichten Sequenz von GBV-A (Genbankzutritt U2203) wurden die
Primer GBA-1ls, GBA-2s, GBA-3a und GBA-4a designiert (Kap.ll, A.3.2.2). Diese
ermdglichten die selektive Amplifikation des E2-Strukturgens von GBV-A. Die nested PCR
(val. Kap.Il, B.7.1/B.7.3) wurde sowohl mit cDNA aus Serum as auch mit cDNA aus dem
Leberextrakt durchgefiihrt und ergab nach Analyse durch Agarosegel-Elektrophorese (Kap.Il,
B.5.1) je eine einzelne Bande mit der erwarteten Grof3e von 1160 bp (s. Abb.l11.1). Fir die
Uberpriifung der DNA-Sequenz und die anschlielfende Ligation muRten die DNA-Fragmente
nach elektrophoretischer Auftrennung (Kap.ll, B.5.2) aus dem Gel isoliert werden (Kap.ll,
B.6). Dabei ergab sich eine DNA-Konzentration von ca. 50 ng/ul (vgl. Abb.I11.1).

12 3 45

Abb.l11.1

1160 bp DNA-Fragment nach selektiver Amplifikation (Primer
GBA-1s und GBA-3a/GBA-2s und GBA-4a) des E2-Struktur-
gensvon GBV-A und anschliefender Gelextraktion.

3530 bp Spur 1 und 5: DNA-MG-Marker I11; Spur 2 und 3: PCR-Produkt
nach Extraktion der Nukleinsdure aus Serum; Spur 4. PCR-

1375 bp Produkt nach Extraktion der Nukleinséure aus Leber.

831 bp

546 bp
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Sequenzierung

Nach Sequenzierung (s. Kap.ll, B.9) der DNA-Fragmente unter Verwendung des Sense-
(GBA-2s) bzw. Antisense-Primers (GBA-4a) stellte sich heraus, dal3 die gefundenen
Sequenzen nicht 100 %ig mit der verdffentlichten Sequenz Ubereinstimmten. So traten
insbesondere bei den nach Serumextraktion gewonnenen DNA-Fragmenten im Vergleich zu
dem aus Lebergewebe gewonnenen DNA-Fragment vermehrt Punktmutationen auf, die
jedoch ale stumm waren und somit keinen Einfluld auf das Leseraster und die Aminosaure-
sequenz hatten. Die weitere Sondenpréparation (s.u.) erfolgte dennoch nur mit dem weniger
mutierten DNA-Fragment aus dem Leberextrakt (vgl. Abb.111.1; Spur 4).

Klonierung des Strukturgens E2: Ligation, Transformation und Restriktionsanalyse

Durch Ligation (Kap.ll, B.4.3) des E2-DNA-Fragments mit dem 3.9 kb Vektor “ pCROII",
der sowohl einen Promotor fur die Sp6- as auch die T7-Polymerase enthalt (vgl. Anhang),
wurde die parallele Herstellung von Sense- und Antisense-RNA-Sonde ermdglicht. Nach der
Transformation in kompetente INVoF " E.coli-Zellen (Kap.ll, B.8.2) wurden Restriktions-
analysen und Sequenzierungen zur Uberprifung der Insertion und der Orientierung des
Inserts durchgefuihrt. Hierzu wurde nach UN-Kultur der entsprechenden Bakterien die
Plasmid-DNA in Mini-Prép-Format isoliert (s. Kap.ll, B.2.1). EcoRI-Restriktionsanalysen
ergaben eine Ausbeute von 50 % an Insert enthaltenden Plasmiden. Eine Bestimmung der
Insert-Orientierung mittels EcoRI-Analyse war jedoch nicht mdglich, da sowohl bel Sense-
as auch Antisense-Orientierung Fragmente gleicher Grof3e entstanden wéren. Durch
Restriktion mit den Endonukleasen Smal und Hindlll und Sequenzierung mit dem “T7
Promotor Primer” bzw. “M13 Reverse Primer” (Kap.ll, A.3.2.1) konnten zwei Klone mit
richtiger Orientierung des Inserts bestimmt werden (vgl. Abb.l11.2). Die anschlief3ende
Plasmidisolierung beider Klone auf Midi-Prép-Format (Kap.Il, B.2.2) ergab nach Messung
(Kap.l1, B.3.4) Plasmidkonzentrationen von 0.473 pg/pl (Klon 1) und 0.284 pg/pl (Klon 2).
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123 45 678 910 11 12 Abb.111.2

Smal/Hindll1-Restriktionsanalyse einzel-
ner Klone.

Finf der 10 untersuchten Klonen zeigten
eine Insertion des 1160 bp-DNA-
Fragmentes; davon enthielten wiederum

4269/3530 bp

1584/1375 bp

831/947 bp nur zwel das Insert in  Sense
Orientierung (Spur 5 und 10).
o406 p 8 P . Spur 1: DNA-MG-Marker IIl; Spur 2-11:
P Restriktion einzelner Klone mit Smal/
267 bp Hindlll; Spur 12: DNA-MG-Marker V.
192/184 bp

Herstellung der Template-DNA und Digoxigenin-Markierung durch in vitro-Transkription

Nach Linearisierung des Plasmids mit der Endonuklease EcoRV (Herstellung der Template-
DNA fir die Sense-Sonde) bzw. Kpnl (Herstellung der Template-DNA fir die Antisense-
Sonde), sowie praparativer Agarosegel-Elektrophorese, Phenol-Chloroform-Extraktion und
Falung der Template-DNA (Kap.ll, B.26.1), konnte fur die EcCoRV- und Kpnl-linearisierte
DNA eine Konzentration von ca. 0.125 pg/pl bestimmt werden (vgl. Abb.111.3).

Abb.111.3

Konzentrationsbestimmung der Template-DNA nach Linearisierung der
Plasmid-DNA mit EcoRV bzw. Kpnl.

1375 bp Spur 1: Kpnl-linearisierte Template-DNA; Spur 2: EcoRV-linearisierte
Template-DNA; Spur 3: DNA-MG-Marker I11.

4268/3530 bp

947/831 bp
546 bp

Die Markierung der linearisierten Template-DNA mit Digoxigenin (DIG) erfolgte durch in
vitro-Transkription mit Sp6- bzw. T7-RNA-Polymerase (Kap.Il, B.26.2). Nach Abstoppen der
Transkriptionsreaktion wurde die DIG-markierte RNA gefdlt (Kap.ll, B.26.2) und aufge-
reinigt (s. Kap.ll, B.26.3).

Konzentration der Digoxigenin-markierten RNA-Sonden

Dot-Blot Untersuchungen der Sense- und Antisense-RNA-Sonde fir GBV-A ohne direkten
Vergleich zu einer DIG-markierten Kontroll-RNA (vgl. Kap.ll, B.26.4) zeigten eine erfolg-
reiche DIG-Markierung beider RNA-Sonden (vgl. Abb.111.4).
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1.5 1:20 1:80 1:320 1:1280 1:5120

@ @ o o RNA-Antisense-Sonde

L (] o @ RNA-Sense-Sonde

Abb.I11.4 Dot Blot der RNA-Sense- und RNA-Antisense-Sonde des GB-Virus-A (Sondenverdinnung wie
angegeben).

Desweiteren konnte der Konzentrationsbereich bestimmt werden, der ein optimales und
reproduzierbares in situ-Hybridisierungssignal ergab (s. Tab.l11.12).

Eine exaktere Konzentrationsbestimmung war durch den direkten Intensitétsvergleich der
Probe mit einer DIG-markierten Kontroll-RNA (Ausgangskonzentration 100 ng/ul) in einem
zweiten Dot-Blot mdglich (Dot Blot nicht gezeigt). Die Sondenverdiinnung von 1:80 wurde
dabel einer Endkonzentration von ca. 25 pg/pl und die von 1:320 einer Endkonzentration von

ca. 100 pg/ul zugeordnet (vgl. Tab.111.12).

Tab.l11.12 Optimale Endverdiinnung der RNA-Sense- und RNA-Antisense-Sonde von GBV-A gemal3 Dot-

Blot.
GBV-A RNA-Sense-Sonde  RNA-Antisense-Sonde
Abgeschétzte optimale Endverdiinnung gemaf3 Dot Blot ohne 1:80- 1:320 1:80- 1:320
Kontroll-RNA
Konzentration der DIG-markierten-RNA aus direktem 25 pg/pl - 100 pg/ul 25 po/pl - 100 po/ul

Vergleich mit einer Kontroll-RNA

2.1.2 Gewinnung der Gewebepr oben

Die Gewebeproben (s. Kap.Il, A.8.2) fur die Untersuchung des Replikationsortes von GBV-A
stammten aus den Krallenaffen (Sanguinus fuscicollis) 82-E-1m (s. Tab.111.13) und 87-A-4m
(vgl. Tab.I11.9). Beide Affen waren zum Zeitpunkt ihres Todes gemal3 RT-PCR-Untersuchung
(Primer und Durchfohrung der PCR s. Kap.ll, A.8.2) des Serums fir GBV-B negativ und
GBV-A positiv. Jedoch zeigte der Affe 82-E-1m aufgrund der andersweitigen Inokulation
einen vom Infektionsverlauf des Affen 87-A-4m abweichenden Verlauf.

Der Affe 82-E-1m war anfangs, nach Inokulation mit GBV-A/GBV-B-positivem Serum des
Affen 90-A-4m (vgl. Tab.Il1.5), fir beide Viren in der RT-PCR positiv. Am Tag 46 n. I.
wurde aufgrund der akuten GBV-B-Infektion ein ALT-Maximum von 126 U/l verzeichnet.
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Ab Tag 88 n.l. wurde dann ein kontinuierlicher Abfall der ALT-Werte festgestellt und eine
am Tag 200 n.I. durchgefiihrte RT-PCR zeigte, dal3 der Affe fur GBV-B, nicht jedoch fur
GBV-A negativ geworden war. Bis zu seinem Tod und damit dem Zeitpunkt der
Gewebeentnahme am Tag 279 n.1. blieb der Affe chronisch GBV-A infiziert.

Tab.l11.13 Infektionsverlauf des Krallenaffen 82-E-1m nach Inokulation mit GBV-A/GBV-B positivem
Serum des Affen 90-A-4m.
82-E-1m Datum Tag GBV-APCR GBV-BPCR ALT-Wert
[rum

Préserum vom: 23.07.1996 negativ negativ 26

Inokulation mit Serum des Affen 08.08.1996 0

90-A-4m vom 11.09.1995 am:

Blutabnahme am: 13.08.1996 5 negativ negativ 15
19.08.1996 @ 11 positiv positiv 32
26.08.1996 18 negativ positiv 30
02.09.1996 25 positiv positiv 18
11.09.1996 34 nicht getestet | nicht getestet 41
17.09.1996 40 nicht getestet | nicht getestet 90
23.09.1996 46 nicht getestet | nicht getestet 126
30.09.1996 53 nicht getestet | nicht getestet 99
07.10.1996 60 nicht getestet | nicht getestet 72
14.10.1996 67 nicht getestet | nicht getestet 69
21.10.1996 74 nicht getestet | nicht getestet 70
28.10.1996 81 nicht getestet | nicht getestet 102
04.11.1996 88 nicht getestet | nicht getestet 61
13.11.1996 97 nicht getestet | nicht getestet 35
30.12.1996 144 | nicht getestet | nicht getestet -
27.01.1997 172 | nicht getestet | nicht getestet 20
24.02.1997 200 positiv negativ 16

Tod und Gewebeprobeentnahme am: 14.05.1997 279 positiv negativ 17

Im Gegensatz zur einmaligen und gleichzeitigen Inokulation beider GB-Viren beim Affen
82-E-1m wurde der Affe 87-A-4m (vgl. Tab.ll1.9) zuerst nur mit “GPB 1+2-Pool” (s.
Tab.111.7) inokuliert und zeigte, wie schon der Affe 82-E-1m, den fur eine GBV-B-Infektion
typischen Anstieg des ALT-Spiegels (Maxima zwischen Tag 35 und 63 n.l.). Ab Tag 78
einschliefdlich Tag 162 n.l. konnte in der RT-PCR RNA von GBV-B nicht mehr nachge-
wiesen werden. Ca. 13 Wochen nach erstmals negativer RT-PCR fur GBV-B wurde der Affe
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87-A-4m in einer zweiten Inokulation mit Serum des Affen 93-A-7w (vgl. Tab.111.2) infiziert.
Bereits am Tag 14 nach der 2. Inokulation konnte GBV-A in der RT-PCR nachgewiesen
werden. Zum Zeitpunkt der Gewebeprobenentnahme ca. 7 Wochen nach der zweiten

Inokulation konnte nach wie vor nur RNA von GBV-A nachgewiesen werden.

Die as Negativkontrolle fur die in situ-Hybridisierung eingesetzten Gewebe stammten aus
dem Affen 90-D-2m (s. Tab.I11.14). Dieser Affe wurde zu keinem Zeitpunkt mit GB-Virus
infiziert. Bel seinem Tod konnte, wie auch schon vorherige RT-PCR-Untersuchungen zeigten,
keine RNA von GBV-A oder GBV-B nachgewiesen werden.

Tab.l11.14 Negativkontroll-Affe 90-D-2m der in situ-Hybridisierung.

90-D-2m (Negativaffe) Datum GBV-A PCR | GBV-B PCR | ALT-Wert
[rum
Keine Inokulation mit GB-Virus
Blutabnahme am: 17.03.1997 negativ negativ 42
26.03.1997 negativ negativ 55
Tod und Gewebeprobenentnahme am: 14.05.1997 negativ negativ 58

Alle Gewebeproben wurden, wie unter Kap.ll, B.27 beschrieben, fur die in stu-

Hybridisierung prépariert.

2.1.3 Der Replikationsort von GBV-A

Nach Herstellung der RNA-Sense- und RNA-Antisense-Sonde von GBV-A und der
Vorbereitung des zu untersuchenden Gewebes (s.0.) mufte als erstes sowohl die in
Abhangigkeit von der Sondenlange optimale Temperatur als auch die, schon zuvor im Dot-
Blot auf einen bestimmten Bereich eingegrenzte (vgl. Tab.l11.12) optimale Sondenver-
dinnung und damit Sondenkonzentration fur die in situ-Hybridisierung definiert werden.
Dabei wurden, unter Verwendung von RNA-Antisense-Sonde und Gehirnschnitten'® aus dem
Bereich 1-4 (vgl. Abb.III.5) des Affen 82-E-1m (Tab.I11.13) und 90-D-2m (Tab.I11.14),
Verdunnungsstufen von 1:100, 1:250, 1:300 und 1:400, sowie Temperaturen von 48°C, 55°C,
65°C und 75°C fir die in Kap.11.B.28 beschriebene in situ-Hybridisierung ausgetestet.

@) Gewebeschnitte aus dem Gehirn wurden aus folgendem Grund gewahit: aufgrund schon friher erfolgter
PCR-Untersuchungen verschiedener Gewebeproben beziiglich RNA von GBV-A (Kekulé, personliche
Mitteilung) wurde festgestellt, dal3 GBV-A v.a. im Gehirn mit sehr hohen Titern nachgewiesen werden kann.
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Als Ergebnis wurden zweierlei Dinge verzeichnet: erstens der Nachwels eines Hybridi-
sierungssignals im Gehirn des Affen 82-E-1m, genauer im Gehirnschnitt aus dem zweitem
Bereich (vgl. Abb.Ill.5), sowie prinzipiell die Erzeugung eines optimaen Hybridi-
sierungssignals bel einer Sondenverdinnung von 1:300 und einer Temperatur von 55°C.
Samtliche Gehirnschnitte des Affen 90-D-2m zeigten kein Hybridisierungssignal, d.h. die als
Negativkontrolle eingesetzten Gewebe waren negativ.

Nach Festlegen dieser Parameter wurden weitere Gewebeschnitte aus den Gehirnbereichen
1-4, sowie Schnitte von Milz, Leber, Niere, Lymphknoten, Nebenniere, Muskel und Herz des
Affen 82-E-1m und 90-D-2m unter Verwendung von Sense- und Antisense-RNA-Sonde
mittels in situ-Hybridisierung (Kap.11.B.28) untersucht. Weitere Gehirnschnitte (aus dem
zweiten Bereich) des Affen 82-E-1m dienten dabei als Positivkontrolle der in situ-
Hybridisierung. Als Negativkontrollen wurden neben entsprechenden Gewebeschnitten des
Negativaffen 90-D-2m zusétzlich Schnitte des Positivaffen 82-E-1m eingesetzt. Der
Unterschied bestand darin, dal3 der fur die Schnitte des Affen 82-E-1m verwendete
Hybridisierungsmix anstelle der Ublichen Sense- bzw. Antisense-Sonde nun Wasser enthielt.
Diese Proben wurden als “MoS’ (Hybridisierungsmix ohne Sonde)-Kontrollen bezeichnet.

Mit dieser in situ-Hybridisierung wurden folgende Resultate erzielt:

a. Die Bestdtigung des in der ersten in situ-Hybridisierung nachgewiesenen positiven Signals
im “Gehirnbereich-2” des Affen 82-E-1m (s. Abb.I11.5) mit der Antisense- und jetzt
zusétzlich eingesetzten Sense-Sonde von GBV-A.

b. Kein Nachweis eines Signals im “Gehirnbereich-2" des Affen 82-E-1m be fehlender
Sense- bzw. Antisense-Sonde im Hybridisierungsmix jedoch unter sonstigen gleichen
Bedingungen (sogenannte MoS-Kontrolle), d.h. das zuvor detektierte Signal konnte somit
als spezifisch betrachtet werden.

c. In samtlichen anderen Gewebeschnitten, wie Milz, Niere, Lymphknoten, Nebenniere,
Muskel, Herz, Gehirnbereich-1, -3 sowie -4 und auch Leber des Affen 82-E-1m konnte
weder mit der Sense- noch der Antisense-Sonde von GBV-A ein Hybridisierungssignal
nachgewiesen werden.

d. Zusétzlich waren ale Gewebeschnitte des Affen 90-D-2m (Tab.l11.14) sowohl fur den
Sense- a's auch den Antisense-RNA-Strang in der in situ-Hybridisierung negativ.

Nach dem Ergebnis, da3 GBV-A hochstwahrscheinlich im Gehirn repliziert, wurden die
Organe, insbesondere das Gehirn, eines weiteren GBV-A positiven Affen namens 87-A-4m

(vgl. Tab.I11.9) mittels in situ-Hybridisierung untersucht. Dabei fanden wiederum Schnitte aus
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dem zweiten Gehirnbereich des Affen 82-E-1m als Positivkontrolle Verwendung. Als
Negativkontrollen wurden, wie schon zuvor, entsprechende Gewebeschnitte des Affen
90-D-2m, sowie sogenannte MoS-Kontrollen des Affen 87-A-4m mitgefuhrt. Durch den
Nachweis eines Hybridisierungssignals mit der Sense- und Antisense-Sonde im zweiten
Gehirnbereich des bis dahin noch nicht in die Untersuchungen einbezogenen Affen 87-A-4m
konnte das Gehirn mit grofdter Sicherheit als Replikationsort von GBV-A bestimmt werden.
Alle anderen Organe des Affen 87-A-4m zeigten, wie schon zuvor beim Affen 82-E-1m,
keine Hybridisierung mit der Sense- bzw. Antisense-RNA-Sonde. Sdmtliche mitgefihrten
Negativ- und Positivkontrollen zeigten das korrekte Ergebnis.
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Bereich 1 Bereich 2 | Bereich 3 | Bereich 4

Abb.II1.5  Das Gehirn als Replikationsort des GB-Virus-A.

A Unterteilung des Gehirns in die Bereiche 1-4. | Dorsal, 11 Linke Seite, |11 Ventral. B und C
Nachweis der GBV-A-RNA in Paraffin-eingebettetem Gehirngewebe des Krallenaffen 82-E-1m
mit Hilfe der Digoxygenin-markierten RNA-Sense- und RNA-Antisense-Sonde (Signal: braune
Farbung; Schnitt: Gegenfarbung mit Hamalaun).

Zusammenfassung “ Replikationsort des GB-Virus-A”

GBV-A repliziert im Gehirn. Das Hybridisierungssignal konnte dabei bei beiden untersuchten
Affen auf einen bestimmten Bereich im Gehirn eingegrenzt werden, der vermutlich der Plexus
chorioideusist.
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2.2 Bestimmungq des Replikationsortes des GB-Virus-B

Im Gegensatz zu GBV-A konnte GBV-B in verschiedenen Studien (Schlauder et al., 1995;
Simons et al., 1995) als kausales Agens der GB-Hepatitis der Tamarine nachgewiesen
werden. So entwickelten Krallenaffen aufgrund einer Infektion mit GBV-B eine klinisch,
laborchemisch und histologisch dokumentierte Hepatitis, was sich u.a in erhdhten
Leberenzymwerten (ALT-Wert) und einer Bilirubinerhéhung widerspiegelte. Wie erwéhnt,
waren anfangliche Versuche, den Replikationsort mittels RT-PCR zu ermitteln, wenig
aussagekraftig (vgl. Kap.ll1.A, 2.1).

In dieser Arbeit sollte die Leber mittelsin situ-Hybridisierung as Replikationsort von GBV-B
und damit der Hepatotropismus von GBV-B bestétigt werden. Hierzu wurden, wie schon
zuvor fur GBV-A, spezifische nichtradioaktiv-markierter RNA-Sonden von ca. 0.5-1.0 kb
Groe zum Nachwels des RNA-Sense- (Genom-Form) und RNA-Antisense-Stranges
(replikative Form) von GBV-B hergestelit.

2.2.1 Herstellung einer Digoxigenin-markierten RNA-Sense- und RNA-Antisense-Sonde

Gewinnung eines spezifischen GBV-B DNA-Fragments. Extraktion, Reverse Transkription
und PCR

Nach GBV-B-RNA-Extraktionen aus Serum, Herz-, Nieren- und Lebergewebe GBV-B
positiver Affen (Kap.ll, B.3.1), sowie spezifischer und unspezifischer Umschreibung mit
“Superscript 1l RT” bzw. “MMLYV reverser Transkriptase” (Kap.ll, B.3.5), gelang es, trotz
verschiedener PCR-Ansatzkombinationen (z.B. Durchfihrung einer nested bzw. semi-nested
PCR unter Einsatz verschiedener Primerpaare und Verwendung unterschiedlicher Tag-
Polymerasen) nicht, wie zuvor fir GBV-A ein ca. 1 kb grofles PCR-Fragment aus dem E2-
Bereich von GBV-B zu gewinnen. Daraufhin wurde ein kleineres PCR-Fragment aus dem
NS3-Bereich von GBV-B amplifiziert.

Hierzu wurde RNA von GBV-B aus Serum vom 28.08.1996 und 30.08.1996 des GBV-B und
voribergehend auch GBV-A infizierten Krallenaffen 86-B-5m (vgl. Tab.I11.6) isoliert (Kap.ll,
B.3.1) und anschlieffend unspezifisch mit “Superscript 11 RT” in cDNA umgeschrieben (s.
Kap.ll, B.3.5). Die anhand der verdffentlichten Sequenz von GBV-B (Genbankzutritt
U22304) entworfenen Primer GBV-BS1 und GBV-BA2 (Kap.ll, A.3.2.2) ermdglichten die
selektive Amplifikation des Nichtstrukturgens NS3 fur die hochkonservierte Helikase von
GBV-B mit einer Grof3e von 452 bp. Die PCR (Kap.ll, B.7.1/B.7.3) ergab nach Anayse
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durch Agarosegel-Elektrophorese (Kap.Il, B.5.1) die erwartete Einzelbande von 452 bp (vgl.
Abb.I11.6).

Zur Isolierung der DNA-Fragmente wurde jewells der restliche PCR-Ansatz el ektrophoretisch
Uber ein 1.5 %iges Agarosegel aufgetrennt und die PCR-Fragmente aus dem Gel extrahiert
(Kap.ll, B.6). Die Kontrolle der Gelextraktion im Agarosegel ergab nach Abschétzung eine
DNA-Konzentration von ca. 15 ng/ul (s. Abb.I11.6).

12 3 4 Abb.I11.6

552 bp DNA-Fragment nach selektiver Amplifikation (Primer GBV-
587 bp BS1 und GBV-BA2) des Nichtstrukturgens NS3 von GBV-B und
anschlief3ender Gelextraktion.

434 bp

Spur 1 und 2: PCR-Produkt nach Nukleinséureextraktion aus Serum
267 bp des Affen 86-B-5m; Spur 3: PCR-Produkt nach Nukleinsdureextrak-
184 bp tion aus Serum des Affen 88-B-7w; Spur 4: DNA-MG-Marker V.

Die anschlieffende Sequenzierung (s. Kap.ll, B.9) beider DNA-Fragmente unter Verwen-
dung des Primers GBV-BS1 (sense) bzw. GBV-BA2 (antisense) ergab, dal3 es sich bel den
gefundenen Sequenzen um die NS3-Sequenz von GBV-B handelte.

Klonierung des Nichtstrukturgens NS3: Ligation, Transformation und Restriktionsanalyse
Das NS3-Fragment von GBV-B wurde, entsprechend zum GBV-A-Fragment, mit dem V ektor
“pCROINI" (vgl. Anhang) ligiert (Kap.ll, B.4.3) und in kompetente INVaF E.coli-Zellen (s.
Kap.ll, B.8.2) transformiert. UN-Kulturen (Kap.!I, B.1) der entsprechenden Bakterien wurden
angelegt und die Plasmid-DNA in Mini-Prép-Format (Kap.l1, B.2.1) isoliert. Die anschlief3en-
de EcoRI-Restriktionsanalyse der Plasmid-DNA ergab eine erfolgreiche Ligation in 16 %
aller Bakterien (vgl. Abb.I11.7).

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Abb.I11.7
3530 b
: EcoRI-Restriktionsanalyse einzelner Klone.
1375 bp Zwei der 13 untersuchten Klone zeigten eine
947 bp

Insertion des 452 bp-DNA-Fragmentes.

587bp  gSpur 1: DNA-MG-Marker 111; Spur 2-13:
434bp EcoRI-Restriktion einzelner Klone; Spur 14:
267bp DNA-MG-Marker V.
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Durch beidseitige Ansequenzierung (Kap.ll, B.9) der “Positivklone” mit dem “T7-Promotor
Primer” bzw. “M13 reverse Primer” (Kap.ll, A.3.2.1) konnte ein Klon mit richtiger, d.h.
Sense-Orientierung bestimmt werden. Zur Gewinnung grof3erer Mengen dieser Plasmid-DNA
wurde eine Plasmidisolierung in Midi-Prép-Format (Kap.ll, B.2.2) durchgefihrt, die nach
Konzentrationsmessung (s. Kap.l1, B.3.4) eine Plasmidausbeute von ca. 0.29 ug/ul ergab.

Herstellung der Template-DNA und Digoxigenin-Markierung durch in vitro-Transkription
Die Herstellung der Template-DNA fur die RNA-Transkription erfolgte, wie schon zuvor fur
GBV-A, nach der in Kap.ll, B.26.1 vorgestellten Methode. Das Plasmid wurde mit der
Endonuklease EcORV (Herstellung der Template-DNA fir die Sense-Sonde) bzw. Hindlll
(Herstellung der Template-DNA fiir die Antisense-Sonde) linearisiert und elektrophoretisch
im Agarosegel aufgetrennt. Nach Phenol-Chloroform-Extraktion und Falung wurde eine
Konzentration der EcoRV-linearisierten DNA von ca 0.125 pg/pl und der Hindlll-
linearisierten DNA von ca. 0.25 pg/ul bestimmt (vgl. Abb.I11.8).

12 3 45
Abb.111.8
Konzentrationsbestimmung der Template-DNA nach Linearisierung
4268/3530 bp der Plasmid-DNA mit EcoRV bzw. Hindl!.
2027/1904 bp S
1584/1375 bp Spur 1 und 5: DNA-MG-Marker IlI; Spur 2: nicht-linearisierte

Plasmid-DNA Spur 3: Hindlll-linearisierte Template-DNA; Spur 4:

947/831 bp EcoRV-linearisierte Template-DNA.

546 bp

Bei einer in vitro-Transkription der ECORV-linearisierten DNA mit Sp6-RNA-Polymerase
bzw. Hindlll-linearisierten DNA mit T7-RNA-Polymerase (vgl. Kap.ll, B.26.2) wurde die
DIG-Markierung durchgeftihrt. Zum weiteren Konzentrieren wurde die DIG-markierte RNA
nach Abstoppen der Transkriptionsreaktion geféllt (Kap.ll, B.26.2) und anschlief3end aufge-
reinigt (vgl. Kap.ll, B.26.3).

Konzentration der Digoxigenin-markierten RNA-Sonden

Dot-Blot Untersuchungen der RNA-Sense- und RNA-Antisense-Sonde fur GBV-B ohne
direkten Vergleich zu einer DIG-markierten Kontroll-RNA (s. Kap.ll, B.26.4) zeigten eine
erfolgreiche Markierung mit Digoxigenin (vgl. Abb.I11.9).
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1:5 1:20 1:80 1:320 1:1280 1:5120

] ] & RNA-Antisense-Sonde

RNA-Sense-Sonde

™
'

Abb.I11.9 Dot Blot der RNA-Sense- und RNA-Antisense-Sonde des GB-Virus-B (Sondenverdiinnung wie
angegeben).

Der Konzentrationsbereich, der ein optimales und reproduzierbares in situ-Hybridisierungs-
signal fur GBV-B ermdglichte, entsprach dem Bereich, der schon fir die GBV-A-Sonden
festgel egt wurde (Endverdiinnung von 1:80 - 1:320; vgl. Tab.111.12).

Ebenso wurde in einem zweiten Dot Blot (nicht gezeigt) aus dem direkten Intensitdtsvergleich
der Probe mit einer DIG-markierten Kontroll-RNA (Ausgangskonzentration 100 ng/ul) die
Sondenverdinnung von 1:80, wie zuvor fur GBV-A, einer Endkonzentration von ca. 25 pg/pl

und die von 1:320 einer Endkonzentration von ca. 100 pg/pl zugeordnet (vgl. Tab.l11.12).

2.2.2 Gewinnung der Gewebeproben

Die Gewebeproben (Kap.ll, A.8.2) zur Untersuchung des Replikationsortes von GBV-B
stammiten aus den Krallenaffen 91-A-8m (Tab.111.15) und 93-A-1m (Tab.l11.16). Beide Affen
wurden mit dem GBV-B-Inokulum ,GBP 1+2-Pool* inokuliert (vgl. Tab.I11.7). Nach ca
einer Woche konnte sowohl beim Affen 91-A-8m als auch beim Affen 93-A-1m mittels RT-
PCR (s. Kap.ll, A.8.2) GBV-B-RNA nachgewiesen werden. Bel ihrem Tod, ca. 1 Monat n.l.,
bestand weiterhin eine Infektion mit GBV-B.

Tab.l111.15 Infektionsverlauf des Krallenaffen 91-A-8m nach |nokulation mit “ GBP-Pool 1+2”.

91-A-8m Datum Tag | GBV-APCR | GBV-BPCR | ALT-Wert
[run

Préserum vom: 28.08.1997 negativ negativ 25

Inokulation mit “GBP-Pool 1+2" am: 02.09.1997 0

Blutabtnahme am: 09.09.1997 7 negativ positiv 37
16.09.1997 14 negativ positiv 26
23.09.1997 21 negativ positiv 22

Tod und Gewebeprobenentnahme am: 30.09.1997 28 negativ positiv 55

87




Ergebnisse

Tab.111.16 Infektionsverlauf des Krallenaffen 93-A-1m nach Inokulation mit “GBP-Pool 1+2”.
93-A-1m Datum Tag | GBV-A PCR | GBV-BPCR | ALT-Wert
[run

Préserum vom: 30.04.1997 negativ negativ 14

Inokulation mit “GBP-Pool 1+2" am: 12.05.1997 0

Blutabnahme am: 21.05.1997 9 negativ positiv 26
29.05.1997 17 negativ positiv 21
05.06.1997 24 negativ positiv 18

Tod und Gewebeprobenentnahme am: 11.06.1997 30 negativ positiv 22

Entsprechend zu GBV-A wurde wiederum Gewebe des Affen 90-D-2m (vgl. Tab.111.14) als
Negativkontrolle fir die in situ-Hybridisierung eingesetzt. Alle zur in situ-Hybridisierung
eingesetzten Gewebeproben wurden wie unter Kap.Il, B.27 beschrieben prapariert.

2.2.3 Der Replikationsort von GBV-B

Wie zuvor fur GBV-A mufdten auch speziell fur die Hybridisierungssonden von GBV-B vor
der eigentlichen Untersuchung verschiedener Organe weitere Hybridisierungsvariablen, wie
z.B. die Probenkonzentration und Temperatur, optimiert werden. Aufgrund des schon im Dot-
Blot eingegrenzten Bereichs fur die Sondenverdinnung/-konzentration (vgl. Kap.lll., A.2.2.1)
wurden Verdinnungen von 1:80, 1:200, 1:300 und 1:400, sowie, ausgehend von der
geringeren Gréle der GBV-B-Sonden, Hybridisierungstemperaturen von 47°C, 55°C und
65°C an Leberschnitten® des Affen 93-A-1m (Tab.I11.16) und 90-D-2m (Tab.!11.14) unter
Verwendung der RNA-Antisense-Sonde nach der in Kap.ll., B.28 beschriebenen Methode
ausgetestet. Leberschnitten des Affen 93-A-1m wurden al's sogenannte “MoS’-Kontrollen (s.
Kap.Ill, A.2.1) mitgefuhrt. Gehirnschnitte des Affen 82-E-1m (Tab.111.13) wurden unter den
spezifisch fir GBV-A optimierten Bedingungen als Positivkontrolle in situ hybridisiert.

Nach Detektion eines Hybridisierungssignals im Leberschnitt des Affen 93-A-1m mit der
Antisense-Sonde bei einer Temperatur von 55°C und einer Endverdiinnung der Sonde von

@ Ausgehend von der Vermutung, dal3 es sich bei GBV-B um ein hepatotropes Virus, genauer das kausae
Agens der GB-Hepatitis bei Tamarinen handelt, wurden positive Hybridisierungssignale v.a. mit
Organschnitten der Leber erwartet.
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1:300, sowie korrekten Positiv- und Negativkontrollen, war es moglich, die fur die GBV-B-
Hybridisierung notwendigen Parameter zu definieren.

In den folgenden in situ-Hybridisierungen wurden dann Organe wie z.B. Herz, Lymphknoten,
Nebenniere, Niere, Muskel, Gehirn, sowie speziell der Leberrand als auch das Leberzentrum
des Affen 93-A-1m und des Affen 91-A-8m mittels Sense- und Antisense-Sonde und in Form
von “MoS’-Kontrollen untersucht. Als weitere Negativkontrolle wurden entsprechende
Organe des Affen 90-D-2m und Leberschnitte des GBV-A infizierten Affen 82-E-1m unter
Verwendung der GBV-B spezifischen Sonden in situ hybridisiert, als Positivkontrolle
Gehirnschnitte des Affen 82-E-1m unter Einsatz GBV-A spezifischer Sonden.

Nach Uberpriifung aller mitgefilhrten Negativ- und Positivkontrollen konnten mit Hilfe der
in situ-Hybridisierung folgende Ergebnisse (s.u.) gewonnen und somit die Replikation von
GBV-B in der Leber bestétigt werden:

a. Der Nachweis eines Hybridisierungssignals in der Leber des Affen 93-A-1m und zwar
sowohl mit der Sense- als auch der Antisense-Sonde von GBV-B (vgl.Abb.111.10) konnte
bestdtigt werden. Desweiteren gelang der Nachweis von GBV-B in der Leber des Affen
91-A-8m.

b. Untersuchungen von Leberrand und Leberzentrum wiesen keine Unterschiede auf. Das
Hybridisierungssignal war Uber die gesamte Leber verteilt, konnte jedoch Gberwiegend im
Zytoplasmain Zellkernnahe gefunden werden. Bei den GBV-B infizierten Zellen handelte
es sich um Hepatozyten.

c. In alen anderen Organen, wie Herz, Lymphknoten, Nebenniere, Niere, Muskel und Gehirn
der Affen 93-A-1m und 91-A-8m wurde weder mit der Sense- noch der Antisense-Sonde
von GBV-B ein in situ-Hybridisierungssignal nachgewiesen.

d. In der mitgefthrten Positivkontrolle fir GBV-A (Gehirn des Affen 82-E-1m) wurde ein
spezifisches Signal nachgewiesen. In den Negativkontrollen (Organe des Affen 90-D-2m,
“MoS’-Kontrollen und Leberschnitt des Affen 82-E-1m) wurde kein Signal nachgewiesen.
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A

Sinusoide
(Vasa sinusoidea)
Zentralvene (V. Centralis)

- Gallengang
(Ductus interlobularis)

Zwischenlappchenvene
(V. Interlobularis)

Zwischenlappchenschlagader
(A. Interlobularis)

Leberzelle
(Hepatozyt)

Abb.I11.10 Die Leber als Replikationsort des GB-Virus-B.

A Schematischer Leberquerschnitt. B Nachweis der GBV-B-RNA in Paraffin-eingebettetem
L ebergewebe (Hepatozyten) des Krallenaffen 93-A-1m mittels der Digoxygenin-markierten RNA-
Sense- und RNA-Antisense-Sonde (Signal: braune Farbung; Schnitt: Gegenfarbung mit Hama-
laun).

Zusammenfassung “ Replikationsort des GB-Virus-B”

GBV-B, das kausale Agens der GB-Hepatitis in Krallenaffen, repliziert sich, wie erwartet, in
der Leber. Bel den GBV-B infizierten Zellen handelte es sich um Hepatozyten.

90




Ergebnisse

B. Das humane GB-Virus-C

1. Bestimmung des Replikationsortes des GB-Virus-C

Wie erwahnt, war insbesondere die Kl&rung der klinischen Relevanz einer GBV-C-Infektion
bedeutend. Handelte es sich namlich bei GBV-C tatsichlich um einen neuen viralen
Hepatitiserreger, mifte eine GBV-C-Testung sofort in die Blutspender-Untersuchung
eingefuhrt werden. Zu Beginn dieser Untersuchungen war ein kausaler Zusammenhang
zwischen einer GBV-C-Infektion und den sogenannten Non-A-E Hepatitiden intensiv
diskutiert worden. GBV-C wurde jedoch als kausales Agens einer Lebererkrankung aufgrund
epidemiologischer Daten zunehmend in Frage gestellt. Eine endglltige Beantwortung dieser
Frage und damit der Ausschlul® einer moglichen Assoziation von GBV-C mit Hepatitiden
wéare am beweiskraftigsten durch die Bestimmung des Replikationsortes von GBV-C
maoglich.

1.1 Nachweis des Replikationsortes mittelsin situ-Hybridisierung

1.1.1 Herstellung einer Digoxigenin-markierten RNA-Sense- und RNA-Antisense-Sonde

Gewinnung eines spezifischen GBV-C DNA-Fragmentes. Extraktion, Reverse Transkription
und PCR

RNA von GBV-C wurde aus Serum eines GBV-C infizierten Patienten isoliert (Kap.Il, B.3.1)
und unter Verwendung von Hexanukleotiden unspezifisch mit Superscriptt] 11 RT in cDNA
umgeschrieben (Kap.ll, B.3.5). Anhand der verdffentlichten Sequenz von GBV-C
(Genbankzutritt U36380) wurden die Primer HG-E1s, HG-E2s, HG-E7a und HG-E8a (Kap.ll,
A.3.2.2) zur selektiven Amplifikation des E2-Strukturgens von GBV-C designiert. Versuche,
mit diesen Primern in einer nested PCR das E2-DNA-Fragment mit einer Grof3e von 1131 bp
zu amplifizieren, gelangen trotz mehrfach unterschiedlicher Versuchsansétze nicht. Daraufhin
wurden zwei kleinere, Uberlappende DNA-Fragmente des E2-Strukturgens von GBV-C
amplifiziert und miteinander ligiert. Die hierzu notwendigen Primer HG-E3s, HG-E4s,
HG-E5a und HG-E6a (Kap.ll, A.3.2.2) wurden anhand der obigen Sequenz entworfen. Die
PCR (s. Kap. Il, B.7.2) mit den Primern HG-E1s und HG-E6a, sowie den nested Primern
HG-E2s und HG-E5a, ergab ein einzelnes DNA-Fragment mit der erwarteten Grof3e von
819 bp aus dem N-terminalen Bereich des E2-Strukturgens von GBV-C (vgl. Abb.I11.11). Mit
den Primern HG-E3s und HG-E8a, sowie den nested Primern HG-E4s + HG-E7a wurde in
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der PCR ein einzelnes DNA-Fragment mit einer Groéf3e von 509 bp aus dem C-Terminus des
E2-Strukturgens gewonnen (vgl. Abb.111.11).

Die Isolierung der DNA-Fragmente erfolgte durch elektrophoretische Auftrennung der
restlichen PCR-Ansétze lber ein Agarosegel und anschlief3ende Gelextraktion (Kap.Il, B.6).
Nach Agarosegel-Elektrophorese wurde sowohl fir das 819 bp- a's auch das 509 bp-Fragment
eine DNA-Konzentration von ca. 10 ng/pl bestimmt (Abb.I11.11).

Abb.I11.11
819 bp (HG-Els und HG-E6a/HG-E2s und 5a) bzw.
1375 bp 509 bp (HG-E3s und HG-E8a/HG-E4s und HG-E73)
¥ " 947 bp/831bp  DNA-Fragment nach selektiver Amplifikation des
587 bp i G ol 546 bp Strukturgens E2 von GBV-C und anschliefiender Gel-
458 bp/434 bp extraktion.
267 bp

Spur 1: DNA-MG-Marker V; Spur 2: 819 bp-PCR-
Produkt nach Nukleinsdureextraktion aus Serum eines
Patienten Spur 3: 509 bp-PCR-Produkt nach Nuklein-
sdureextraktion aus Serum eines Patienten; Spur 4
DNA-MG-Marker II1.

192 bp/184 bp

Sequenzierung

Durch Sequenzierung (Kap.1l, B.9) beider DNA-Fragmente unter Verwendung der jeweiligen
Sense- (HG-E2s bzw. HG-E4s) und Antisense-Primer (HG-E5a bzw. HG-E7a) wurde besté-
tigt, dai3 es sich, trotz einzeln auftretender, jedoch konservativer Punktmutationen, bel den

gefundenen Sequenzen um Sequenzen des E2- Strukturgens handelte.

Klonierung des N-terminalen und C-terminalen Fragments des Strukturgens E2: Ligation,

Transformation und Restriktionsanalyse

Um die beiden Uberlappenden E2-Fragmente religieren zu kdnnen, wurden diese in den 3.9 kb
Vektor “pCRO2.1" (s. Anhang) kloniert (Kap.ll, B.4.3) und in kompetente INVaF " E.coli-
Zellen transformiert (Kap.ll, B.8.2). Nach UN-Kultivierung (Kap.ll, B.1) einzelner Klone
wurde die Plasmid-DNA in Mini-Prép-Format isoliert (Kap.Il, B.2.1). Die EcoRI-Restrik-
tionsanalyse ergab hierbel fur das 819 bp-Fragment eine Ausbeute von ca. 66 % und fur das
509 bp-Fragment eine Ausbeute von ca. 75 % an Insert tragenden Plasmiden. Durch
asymmetrischen Verdau der inserthaltigen Plasmide mit der Restriktionsendonuklease Apal
bzw. Sphl wurde die Orientierung des 819 bp- sowie des 509 bp-Inserts bestimmt.
Desweiteren bestand das Prinzip der Religation (vgl. Abb. [11.12) darin, je einen Klon
(“819 bp-Fragment”- und “509 bp-Fragment”-Klon) mit richtiger Orientierung des Inserts mit

Apal zu verdauen und anschlief3end das “Vektor”-Fragment mit dem N-terminalen Ende des
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E2-Strukturgens und das “Insert”-Fragment mit dem C-terminalen Ende des E2-Strukturgens
zu religieren. Dadurch wirde ein Plasmid mit dem vollstandigen E2-Strukturgen as Insert
entstehen.

Nach Apal- bzw. Sphl-Restriktion wurde jedoch folgendes Ergebnis erhalten:

a. Bei samtlichen untersuchten “819 bp-Fragment”-Klone konnte durch Apal-Restriktion
zwar eine Linearisierung, jedoch weder ein 248 bp-Fragment (Sense-Orientierung) noch
ein 691 bp-Fragment (Antisense-Orientierung) im Agarosegel analysiert werden.
Entsprechendes ergab die Sphl-Restriktionsanalyse der “509 bp-Fragment”-Klone: eine
Linearisierung, jedoch weder ein 375 bp- (Sense-Orientierung) noch ein 228 bp-Fragment
(Antisense-Orientierung). Die Vermutung, dal3 eventuell eine Mutation der im Insert
enthaltenen Apal- bzw. Sphil-Erkennungssequenz Ursache fir die nur teilweise erfolgte
Restriktion sein konnte, wurde durch Sequenzierung der Inserts mit dem T7 Promotor
Primer (Kap.ll, A.3.2.1) bestétigt. Anstait der erwarteten Apal-Erkennungssequenz
“GGGCCC” wurde die Sequenz “AGGCCC” gefunden und anstatt der Sphl-
Erkennungssequenz “GCATGC” die Sequenz “GCATAC". Diese Punktmutationen waren
mit hoher Wahrscheinlichkeit entweder auf das fehlende “proof-reading” der Tag-
Polymerase oder auf ein mutiertes Template zurtickzufiihren, da alle “819 bp-Fragment” -
Klone bzw. “509 bp-Fragment”-Klone betroffen waren.

b. Restriktionsanalysen der “819 bp-Fragment”-Klone mit Sphl (Entfallen eines 61 bp-
Fragments bel Sense-Orientierung) und der “509 bp-Fragment”-Klone mit Apal (560 bp-
Fragment) ergaben jedoch Klone mit richtiger Insertorientierung. In diesem Fall waren die
Erkennungssequenzen der Restriktionsenzyme weitestgehend von Mutationen ausge-
schlossen, da der Primer HG-E5a die Sphi-Schnittstelle und der Primer HG-E4s die Apal-
Schnittstelle beinhaltete. Durch Sequenzierung mit dem M 13 Reverse Primer bzw. dem T7
Promotor Primer (Kap.ll, A.3.2.1) konnte die Orientierung bestatigt werden.

Aufgrund der nicht bestehenden Voraussetzung, beide Fragmente entweder mit Apal oder
Sphl verdauen zu kénnen, war die Religation des 819 bp- und des 509 bp-E2-Fragments nicht
mehr moglich.

Durch Konstruktion des nested Primers HG-E4a (Kap.ll, A.3.2.2), der seinerseits die Apal-
Erkennungssequenz beinhaltete, wurde ein weiteres N-terminales und mit dem 509 bp-
Fragment Uberlappendes DNA-Fragmente des E2-Strukturgens von GBV-C hergestellt (s.
Abb.111.12).
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1. PCR

Apal Sphl

NS 2
L

E1 I E2 l

E3s E4s

»» > -
E1s E2s

<~

645 bp-Fragment Eda
C |

E5a E6a E7a E8a

2. Klonierung und Apal-Restriktion
Apal

Apal

Vektor-Fragment

3.Ligation von Vektor- und
Insert-Fragment ‘Z

509 bp-Fragment

Apal

Insert-Fragment

Abb.I11.12: Schemazum Prinzip der Religation zweier Uberlappender E2-Fragmente von GBV-C.

Nach Durchfuhrung einer PCR (-, Sense-Primer;

Religation der zwei E2-Fragmente erreicht.

~, Antisense-Primer) und Erhalt der
entsprechenden E2-Fragmente (rot bzw. blau) wurden diese in den Vektor pCR 2.1 kloniert. Durch
Restriktion mit Apal konnte ein “Vektor”- und eine “Insert”-Fragment (blaue Bogen) isoliert
werden. Durch Ligation des “Vektor’-Fragments mit dem “Insert”-Fragment wurde eine

Die unter Verwendung der Primer HG-E1s, HG-E6a, HG-E2s und HG-E4a durchgefiihrte
PCR (s. Kap.ll, B.7) ergab ein einzelnes DNA-Fragment mit einer Grofe von 645 bp (vgl.
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Abb.111.13). Die Isolierung des DNA-Fragments erfolgte durch elektrophoretische Auf-
trennung im Agarosegel und Gelextraktion (Kap.Il, B.6). Die DNA-Konzentration lag nach
Abschétzung bei ca. 10 ng/pl (Abb.111.13).

Abb.111.13

645 bp (HG-E1s und HG-E6a/HG-E2s und HG-E4a) DNA-Fragment
nach selektiver Amplifikation des Strukturgens E2 von GBV-C und
458 bp/d34 bp anschlieRender Gelextraktion.

Spur 1. DNA-MG-Marker Il11; Spur 2: 645 bp PCR-Produkt nach
Nukleinsdureextraktion aus Serum eines Patienten; Spur 3: DNA-
192 bp/184 bp MG-Marker V.

124 bp/123 bp

587 bp

267 bp

Durch Sequenzierung des DNA-Fragments mit dem Primer HG-E2s bzw. HG-E4a konnte die
Ubereinstimmung mit der E2-Sequenz von GBV-C bestétigt werden. Nach Ligation des
645 bp-DNA-Fragments mit dem Vektor “pCR2.1" (s. Anhang), Transformation in
kompetente INVaF E.coli-Zellen (Kap.ll, B.8.2), UN-Kultivierung einzelner Klone, sowie
Plasmid-Isolierung auf Mini-Prép-Ebene (Kap.Il, B.2.1), ergab die EcoRI-Restriktionsanalyse
eine Ausbeute von ca. 63 % inserthaltigen Plasmiden. Durch anschlief3ende Restriktion mit
der Endonuklease Apal konnten Plasmide mit richtiger Orientierung des Inserts bestimmt

werden.

Religation des N- und C-terminalen DNA-Fragmentes

Die Herstellung des vollstandigen E2-Strukturgens erfolgte gemald dem in Abb.I11.12 darge-
stellten Religationsprinzip. Nach Apal-Restriktion des “645 bp-Fragment”-Klons konnte ein
“4462 bp-Vektor” mit dem N-terminalen Bereich des E2-Gens und nach Apal-Restriktion des
“509 bp-Fragment”-Klons ein “560 bp-Insert” mit dem C-terminalen Bereich des E2-Gensim
Agarosegel analysiert und anschlief3end aus dem Gel isoliert werden (s. Abb.111.14).

12 3 45

Abb.111.14

Restriktion des “645 bp-Fragment”-Klons und “509 bp-
Fragment”-Klons mit der Endonuklease Apal (DNA-Fragmente
nach Gelextraktion).

Spur 1: DNA-MG-Marker I11; Spur 2 und 3: “4462 bp-Vektor”
mit dem N-terminalen Bereich des E2-Strukturgens. Spur 4 und 5:
“560 bp-Insert” mit dem C-terminalen Bereich des E2-Struktur-
gens.

4268 bp/3530 bp
2027 bp/1904 bp

1584 bp/1375 bp
947 bp/831 bp
546 bp
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Die Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration (Kap.Il, B.3.4) ergab fir den 4462 bp-V ektor
eine Konzentration von 90 ng/pl und fr das 560 bp-Insert eine Konzentration von 180 ng/ul.
Nach Ligation beider Fragmente, Transformation in kompetente INVaF " E.coli-Zellen und
UN-Anzucht einzelner Klone, wurde die Plasmid-DNA auf Mini-Prép-Ebene isoliert.

Durch Restriktionsanalyse mit EcoRI konnte sowohl die Insertion als auch die Orientierung
des 560 bp-Inserts, bestimmt werden (vgl. Abb.111.15). Nur einer von 10 Klonen enthielt das
Insert in richtiger Orientierung (vgl. Abb.111.15; Spur 10).

12345678 91011 12

2027 bp/1904 bp [t el dat o
1584 bp/1375 bp
947 bp/831 bp

546 bp

587 bp
ol 458 bp/434 bp
267 bp

Abb.I11.15 EcoRI-Restriktionsanalyse verschiedener Klone.

Bei zwei der 10 untersuchten Klone konnte eine Insertion des 560 bp-Fragmentes nachgewiesen
werden (Spur 10 und 11). Spur 10 zeigt die Sense-Orientierung (1154 bp-Fragment), Spur 11 die
Antisense-Orientierung des Inserts (700 bp-Fragment). Spur 1: DNA-MG-Marker 111; Spur 2-11:
EcoRI-Restriktion einzelner Klone; Spur 12: DNA-MG-Marker V.

Durch Sequenzierung des Religationsklons unter Verwendung des T7 Promotor Primers bzw.
M13 Reverse Primers wurde die Insertion bestétigt und die Sequenzierung mit dem Primer
HG-E5a ergab eine korrekte Apal-Schnittstelle (Verkntpfungsstelle von Insert und Vektor).

Umklonierung des religierten E2-Srukturgens

Da der Vektor “pCRIO2.1" nur den T7-Promotor enthielt und folglich nur die Antisense-
RNA-Sonde hergestellt werden kénnte, wurde das religierte E2-Gen in den Vektor “pCROII”
(vgl. Anhang) umkloniert. Nach Midi-Praparation (Kap.Il, B.2.2) der Plasmid-DNA des E2-
Religationsklones (DNA-Konzentration: 0.68 pg/ul) und enzymatischem Verdau (vgl. Kap.Il,
B.4.1) von 20 pg mit den Restriktionsendonukleasen Hindlll und EcoRV konnte im
Agarosegel eine Bande mit einer Grof3e von ca. 1200 bp analysiert und isoliert werden. Im
Vergleich zur Marker-Konzentration lag die DNA-Konzentration bei ca. 40 ng/pl.

Parallel wurden 100 ng des Vektors “pCROIN” mit Hindlll und EcoRV verdaut. Nach
Isolierung der geschnittenen Vektor-DNA im Agarosegel ergab sich eine DNA-Konzentration
von ca. 2 ng/ul. Die anschlief3ende Ligation (Kap.ll, B.4.3) des Vektors “pCROII” mit dem

E2-Religationsfragment wurde durch EcoRI-Restriktion und Sequenzierung mit dem T7
96



Ergebnisse

Promotor Primer bzw. M13 Reverse Primer bestétigt. Die Midi-Préparation (Kap.ll, B.2.2)
der Plasmid-DNA ergab eine DNA-Konzentration von 0.37 pg/pl.

Herstellung der Template-DNA und Digoxigenin-Markierung durch in vitro-Transkription

Nach Linearisierung des Plasmids mit der Endonuklease ECORV (Template-DNA fir Sense-
Sonde) bzw. Kpnl (Template-DNA fur Antisense-Sonde) sowie préparativer Agarosegel-
Elektrophorese, Phenol-Chloroform-Extraktion und Falung der Template-DNA (s. Kap.ll,
B.26.1), wurde fur die EcoRV- und Kpnl-linearisierte DNA eine Konzentration von ca.
0.125 pg/ul bestimmt (s. Abb.111.16).

12 3 45

Abb.111.16

Konzentrationsbestimmung der Template-DNA nach Linearisie-
rung der Plasmid-DNA mit EcoRV bzw. Kpnl.

Spur 1: DNA-MG-Marker 111; Spur 2 und 4: Plasmid-DNA (nicht
linearisiert); Spur 3: ECORV-linearisierte Template-DNA; Spur 5:
Kpnl-linearisierte -DNA.

5148 bp/4973 bp
4268 bp/3530 bp

2027 bp/1904 bp
1584 bp/1375 bp

947 bp/831 bp

Die DIG-Markierung der linearisierten Template-DNA erfolgte durch in vitro-Transkription
mit Sp6- bzw. T7-RNA-Polymerase (vgl. Kap.ll, B.26.2). Nach Abstoppen der Transkrip-
tionsreaktion wurde die DIG-markierte RNA konzentriert und aufgereinigt (s. Kap.ll,
B.26.2/26.3).

Konzentration der Digoxigenin-markierten RNA-Sonden

Dot-Blot Untersuchungen der Sense- und Antisense-RNA-Sonde fur GBV-C ohne direkten
Vergleich zu einer DIG-markierten Kontroll-RNA (s. Kap.ll, B.26.4) zeigten eine erfolg-
reiche Markierung mit Digoxigenin (vgl. Abb.I11.17).

1:5 1:20 1:80 1:320 11280  1:5120

HE:

T . : *J e & | RNA-Antisense-Sonde

o @ - . gx & RNA-Sense-Sonde

Abb.I11.17 Dot Blot der RNA-Sense- und RNA-Antisense-Sonde des GB-Virus-C (Sondenverdiinnung wie
angegeben).
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Sowohl die Endverdinnung der GBV-C-Sonden, als auch die in einem zweiten Dot Blot
(nicht gezeigt) aus dem direkten Intensitétsvergleich der Probe mit einer DIG-markierten
Kontroll-RNA (Ausgangskonzentration: 100 ng/pl) ermittelten Endkonzentrationen entspra-
chen den zuvor fir die Sonden von GBV-A und GBV-B ermittelten Werten (vgl. Tab.111.12).

1.1.2 Herstellung HBV -spezifischer Sonden als Positivkontrolle der Hybridisier ung

Im Verlaufe dieser Arbeit wurde die HBV-spezifische in situ-Hybridisierung aus folgendem
Grund eingesetzt: bel HBV handelt es sich um ein hepatotropes, in der Leber replizierendes
Virus. Die erfolgreiche in situ-Hybridisierung HBV-spezifischer DIG-markierter RNA-Sense
und RNA-Antisense-Sonden in humanen HBV-positiven Leberbiopsien konnte somit als
Positivkontrolle der GBV-C-spezifischen Hybridisierung eingesetzt werden. Die entsprechen-
den HBV-Sonden wurden hergestellt.

Gewinnung eines spezifischen HBV DNA-Fragments. Extraktion, Reverse Transkription und
PCR

Die HBV-Nukleinsdure wurde aus der humanen Hepatomzellinie (“Alexanderzellen”, PLC-
PRF5-Zéellen), die ein Oberflachenantigen des HBV produziert, extrahiert (s. Kap.ll, B.3.1).
Nach Durchfiihrung der HBV-PCR (Kap.ll, B.7.2) unter Verwendung verschiedener HBV-
Primerkombination konnten drei DNA-Fragmente gewonnen werden (vgl. Abb.I11.18). Die
Isolierung der DNA-Fragmente erfol gte durch elektrophoretische Auftrennung im Agarosegel
und Gelextration (Kap.ll, B.6) und ergab fir das 493 bp-Fragment eine DNA-Konzentration
von 40 ng/ul, fur das 554 bp-Fragment eine Konzentration von 25 ng/pl und das 1000 bp-

Fragment eine Konzentration von 20 ng/pl.

Abb.I11.18

DNA-Fragmente nach HBV-spezifischer PCR mit
verschiedenen Primerkombinationen und Gelextraktion.

Spur 1. DNA-MG-Marker Ill; Spur 2: 493 bp PCR-
Produkt (Primer HBV-#1/HBV-SI3); Spur 3: 554 bp PCR-
Produkt (Primer HBV-#4/HBV-#5); Spur 4: 1000 bp PCR-
Produkt (Primer HBV-#1/HBV-#5).

2027 bp/1904 bp
1584 bp/1375 bp

947 bp/831 bp

546 bp

Die Sequenzierung (Kap.ll, B.9) der DNA-Fragmente unter Verwendung der jeweiligen
Sense- und Antisense-Primer ergab, dal3 es sich bei den gefundenen Sequenzen um die von
Hepatitis B-Virus handelte.
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Klonierung der HBV-Fragmente: Ligation, Transformation und Restriktionsanalyse

Die DNA-Fragment wurden mit dem Vektor “ pCROII” (vgl. Anhang) ligiert (Kap.Il, B.4.3)
und in kompetente INVaF~ E.coli-Zellen transformiert (Kap.ll, B.8.2). UN-Kulturen (Kap.!l,
B.1) wurden angelegt und die Plasmid-DNA in Mini-Prap-Format (Kap.ll, B.2.1) isoliert.
EcoRI-Restriktionsanal ysen zufolge wurde v.a. das 493 bp- und 554 bp-Fragment von HBV
erfolgreich ligiert, wobei beim 554 bp-Fragment eine weitere EcoRI-Schnittstelle durch
Mutation im Insert entstanden war. Durch Sequenzierung mit dem T7 Promotor Primer bzw.
M13 Reverse Primer wurden fur beide HBV-Fragmente Klone mit Sense-Orientierung des
Inserts gefunden. Das 1000 bp-Fragment konnte hingegen nicht erfolgreich kloniert werden.
Die Midi-Praparation der Plasmid-DNA (Kap.Il; B.2.2) ergab fur den “493 bp-Fragment”-
Klon und den “554 bp-Fragment”-Klon eine DNA-Konzentration von 0.53 pg/pl.

Herstellung der Template-DNA und DIG-Markierung durch in vitro-Transkription

Beide Plasmide wurden mit der Endonuklease EcoRV (Template-DNA fir Sense-Sonde)
bzw. Hindlll (Template-DNA fir Antisense-Sonde) linearisiert. Nach elektrophoretischer
Auftrennung der EcoRV- bzw. Hindlll-linearisierten TemplateeDNA im Agarosegel,
Gelextraktion, Phenol-Chloroform-Extraktion und Féllung (Kap.ll, B.26.1) wurde fur die
Template-DNA des “493 bp-Fragment”-Klons eine Konzentration von 0.25 pg/ul und fir die
Template-DNA des “554 bp-Fragment”-Klons eine Konzentration von 0.125 ug/pl erhalten
(vgl. Abb.111.19).

12 34 5617 Abb.I11.19

Konzentrationsbestimmung der Template-DNA  nach
Linearisierung der Plasmid-DNA mit EcoRV bzw. HindlllI.

Spur 1: DNA-MG-Marker I11; Spur 2 und 5: Plasmid-DNA
(nicht linearisiert); Spur 3: Hindlll-linearisierte Template-
DNA (“493 bp’-Klon); Spur 4: EcoRV-linearisierte
Template-DNA  (“493 bp’-Klon); Spur 6: Hindlll-
linearisierte  Template-DNA (“554 bp”-Klon); Spur 7:
EcoRV-linearisierte Template-DNA (“554 bp”-Klon).

4268 bp/3530 bp

2027 bp/1904 bp
1584 bp/1375 bp

947 bp/831 bp

546 bp

Durch in vitro-Transkription der EcoRV-linearisierten Template-DNA mit Sp6-RNA-
Polymerase bzw. der Hindlll-linearisierten Template-DNA mit T7-RNA-Polymerase wurde
die DIG-Markierung durchgefuhrt (Kap.ll, B.26.2). Zur weiteren Konzentrierung und Auf-
reinigung wurde die DIG-markierte RNA nach Abstoppen der Transkriptionsreaktion gefallt
(Kap.l1, B.26.2) und tber Chromatographiesdulen aufgereinigt (Kap.Il, B.26.3).
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Konzentration der Digoxigenin-markierten RNA-Sonden

Dot Blot-Untersuchungen der RNA-Sense- und RNA-Antisense-Sonde fir HBV ohne direk-
ten Vergleich zu einer DIG-markierten Kontroll-RNA (Kap.ll, B.26.4) ergaben eine erfolg-
reiche Digoxigenin-Markierung (vgl. Abb.111.20).

1:5 1220 1:80 1320 1:1280 1:5120
) o @ & o R&-Anlisense-Sonae
(493 bp-Fragmant)
- o & a . RhA-Sarse-Sondo
(453 bp-Fragment)
@ ® o i RMA-Antisense-Sonde
(554 bp-Fragrmeant)
- RMA-Sense-Sonde
& b (554 bp-Fragment)

Abb.I11.20 Dot Blot der RNA-Sense- und RNA-Antisense-Sonden des Hepatitis B-Virus (Sondenverdiinnung
wie angegeben).

Der Konzentrationsbereich, der ein optimales und reproduzierbares in situ-Hybridisierungs-
signa fur HBV ergab, entsprach dem Bereich, der schon bei den anderen Sonden gefunden
wurde (vgl. Tab.111.12).

1.1.3 Gewinnung der Gewebeproben

Zur Bestimmung des Replikationsortes von GBV-C wurden folgende Gewebe nach PCR-
Untersuchung der Patienten auf GBV-C, HBV und HCV untersucht (Kap.1l, A.8.2):

Leberbiopsien, Nieren-, Milz-, Muskel-, Lymphknoten-, Skelettmuskel-, Lungen-, Tonsillen-,
Herz-, Schilddrisen- und Speicheldrisengewebeproben GBV-C infizierter bzw. nicht
infizierter Patienten; Milz-, Leber- und Lymphknotengewebe GBV-C infizierter verstorbener
I.v.-Drogenkonsumenten, sowie Darm- und Gehirngewebe GBV-C/HIV koinfizierter
Patienten. Gewebe nicht GBV-C infizierter Patienten wurden als Negativkontrolle fir die in
situ-Hybridisierung von GBV-C eingesetzt. Zusétzlich wurden sogenannte “MoS’-Kontrollen
verwendet, d.h. Gewebe GBV-C positiver Patienten wurden allen anderen Gewebeproben
entsprechend hybridisiert, jedoch unter Verwendung eines Hybridisierungsmixes ohne Sense-
bzw. Antisense-RNA-Sonde. Desweiteren wurde die Hybridisierung von Leberbiopsien HBV
infizierter bzw. nicht-infizierter Patienten mit spezifischen HBV-RNA-Sense- und HBV-
RNA-Antisense-Sonden als Positivkontrolle bzw. Negativkontrolle eingesetzt. Die Kontrolle
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der HBV-Hybridisierung erfolgte ihrerseits durch “MoS’-Hybridisierungen. Alle Gewebe-
proben wurden, wie in Kap.Il, B.27 beschrieben, prépariert.

1.1.4 Der Replikationsort von GBV-C

Zu Beginn der eigentlichen Untersuchung zum Replikationsort von GBV-C wurden die
Probenkonzentration und Temperatur als zusétzliche Hybridisierungsvariablen festgelegt.
Aufgrund der im Dot-Blot eingegrenzten Sondenverdiinnung bzw. Sondenkonzentration (vgl.
Kap.lll., B.1.1.1) und der Ahnlichkeit der GBV-C-Sonden zu den GBV-A-Sonden
(hinsichtlich GrofRe und gewdhlitem Genombereich der Sonde) wurde mit einer
Sondenverdinnung von 1:300, sowie einer Hybridisierungstemperatur von 55°C gearbeitet.
Die Parameter fur die HBV-spezifischen Hybridisierungssonden waren wie fur GBV-C
(Sondenverdiinnung: 1:300; Temperatur: 55°C).

Es wurden folgende Ergebnisse erzielt:

a. Die zur Kontrolle der in situ-Hybridisierung mitgefihrte Hybridisierung HBV -spezifischer
Sonden an Leberbiopsien HBV infizierter Patienten ergab sowohl fur die HBV-Sense- als
auch die HBV-Antisense-Sonde ein positives Hybridisierungssignal. Dagegen wurde in
Leberbiopsien HBV-negativer Patienten, sowie in den MoS-Kontrollen, keine Hybridi-
sierung gefunden.

b. Ein in Leberbiopsien GBV-C infizierter Patienten nachgewiesenes schwaches Hybridi-
sierungssignal mit der Sense- und Antisense-Sonde von GBV-C war nach Auffinden des
gleichen Signals in Leberbiopsien nicht GBV-C infizierter Patienten sowie in den MoS-
Kontrollen unspezifisch.

c. In Nieren-, Milz-, Muskel-, Skelettmuskel-, Lungen-, Herz-, Mandel-, Schilddrisen- und
Speicheldriisengewebe GBV-C infizierter Patienten, in Milz- und Lebergewebe GBV-C
infizierter verstorbener i.v.-Drogenkonsumenten sowie in Darm- und Gehirngewebe
GBV-C/HIV koinfizierter Patienten wurde durch in situ-Hybridisierung der Sense- und
Antisense-Sonde von GBV-C kein Signal nachgewiesen.

d. Dagegen konnte nach in situ-Hybridisierung der Sense- und Antisense-Sonde von GBV-C
ein reproduzierbares Signal im Lymphknoten, speziell im Zytoplasma der Lymphozyten,
eines GBV-C-infizierten Patienten nachgewiesen werden (s. Abb.111.21). Das Hybridi-
sierungssignal wurde jewells an identischen Stellen, Uberwiegend im auReren Cortex-
bereich des Lymphknotens, lokalisiert. Nach mikroskopischer Schétzung waren etwa
5-10 % der Zellen infiziert. In der entsprechend mitgefihrten MoS-Kontrolle wurde kein

Hybridisierungssignal erhalten, d.h. das Signal war spezifisch.
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e. Weitere in situ-Hybridisierungen der Sense- bzw. Antisense-Sonde von GBV-C mit
Lymphknotengewebe GBV-C infizierter verstorbener i.v.-Drogenkonsumenten ergaben
kein Signal.

A
Lymphatischer Follikel
(vorwiegend B-Zellen) Fettzellen

Bindegewebige Kapsel
(Kollagen)
Intermediarsinus
Randsinus Marksinus
B

Abb.l111.21  Der Lymphknoten als Replikationsort des GB-Virus-C.

A Schematischer Lymphknotenschnitt. B Nachweis der GBV-C/HGV-RNA in Paraffin-eingebet-
tetem Lymphknotengewebe (Lymphozyten) eines GBV-C infizierten Patienten mit Hilfe der
Digoxygenin-markierten RNA-Sense- und RNA-Antisense-Sonde (Signal: braune Farbung;
Schnitt: Gegenfarbung mit Hamalaun).
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1.1.5 Abschliel3ende Unter suchungen zur Spezifitat der GB-Hybridisierungssonden

In den abschliel3enden in situ-Hybridisierungen wurde die Spezifitdt von Sense- und Anti-
sense-Sonde der GB-Viren GBV-A, GBV-B und GBV-C untersucht, um damit die Spezifitat
der durch die Hybridiserung gewonnenen Ergebnisse zu Uberprifen. Hierzu wurden
Gehirnschnitte des Affen 82-E-1m (Tab.I11.13) und 87-A-4m (Tab.111.9) in situ mit den DIG-
markierten RNA-Sense- bzw. RNA-Antisense-Sonden von GBV-B bzw. GBV-C, sowie von
GBV-A as Positivkontrolle hybridisiert. Es wurde keine Kreuzreaktivitét der GBV-B- bzw.
der GBV-C-spezifischen Sonden zu GBV-A gefunden.

Bel in situ-Hybridisierungen mit Lebergewebe des Affen 93-A-1m (Tab.111.16) und 91-A-8m
(Tab.111.15) und den fur GBV-A- bzw. GBV-C spezifischen Hybridisierungssonden wurde
ebenfals kein Signal nachgewiesen, d.h. weder die GBV-A- noch die GBV-C-spezifischen
Sonden zeigten eine Kreuzreaktivitét zu GBV-B. Mit der mitgefuhrten GBV-B-Sonde wurde
ein Signal erhalten. Insgesamt zeigte sich eine hohe Spezifitét der fur die GB-Viren GBV-A,
GBV-B und GBV-C verwendeten Sonden.

Zusammenfassung “ Replikationsort des GB-Virus-C” nach in situ-Hybridisierung

Fir GBV-C wurden die Lymphozyten von Lymphknoten als ein Replikationsort ermittelt. Bei
den GBV-C infizierten Zellen handelt es sich aufgrund der Lokalisation des in situ-
Hybridisierungssignals im Bereich der Lymphknotenrinde (Cortex) héchstwahrscheinlich um
B-Lymphozyten.

1.2 Nachweis des GBV-C-Genoms in peripheren mononukleédren Blutzellen

Nachdem mit Hilfe der in situ-Hybridisierung die Lymphozyten als ein Replikationsort von
GBV-C bestimmt wurden, wurde durch RT-PCR-Untersuchung einzelner Zellfraktionen
ermittelt, ob prinizipiell RNA von GBV-C in peripheren mononukleéren Blutzellen (PBMC)
nachgewiesen werden kann und wenn ja, ob es sich bei den GBV-C infizierten Zellen um
T- oder B-Lymphozyten handelt.

Hierzu wurden periphere mononukleére Blutzellen (PBMCs) aus je zweimal 25 ml EDTA-
Blut eines GBV-C-positiven Patienten (PBM C-Isolierung I/11) isoliert (Kap.l1, B.20).
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Charakterisierung des Patienten

Aufgrund des GBV-C-RNA-Nachweises im Serum Uber einen betrachteten Zeitraum von 4
Monaten wurde von einer chronischen GBV-C-Infektion dieses Patienten ausgegangen. Nach
Extraktion der Nukleinsduren (Kap.ll, B.3.1) sowie spezifischer Umschreibung unter
Verwendung des Primers YK877 (Kap.ll, B.3.5) wurde mit Hilfe einer semiquantitativen
nested PCR (Kap.Il, B.7.2) mit den Primern YK874, YK877, YK875 und YK876 ein Titer
von 1.25 x 10° Genoméquivalenten/ml bestimmt. Der Patient war somit zum Zeitpunkt der
Blutabnahme hochtitrig GBV-C viramisch.

Bestimmung der Gesamtzellzahl

Nach Isolierung der PBMCs ergab sich eine im Bereich der erwarteten Zellausbeute von
2 x 107 (bei 20 ml Blut) liegende Gesamtzellzahl von 2.3 x 10’ firr die PBMC-Isolierung | und
2.6 x 10’ fir die PBMC-Isolierung Il (Kap.ll, B.21). Die Zelllebensfahigkeit (s. Kap.ll, B.21)
lag fur die PBMC-Isolierung | bei 99.1 % und fir die PBMC-Isolierung Il bei 96 %.

Zellmarkierung und Zelltrennung

Ausgehend von den zuvor bestimmten Gesamtzellzahlen wurden, um eine mdglichst reine
T-Zellen- bzw. B-Zellenfraktion zu erhaten, in getrennten Ansdtzen die T-Zelen (mit
PBMCs aus Isolierung I) sowie die B-Zellen (mit PBMCs aus Isolierung 1) paramagnetisch
markiert (s. Kap.ll, B.22) und Uber die Methode des MACS (Magnetic Cell Sorting)-Systems
getrennt (s. Kap.ll, B.21). Die Uberpriifung der Eluat-Fraktionen und Negativ-Fraktionen
(nicht markierte Zellen) auf Lebensfahigkeit der Zellen ergab, mit Ausnahme des B-Zellen-
Eluates (Zellebensfahigkeit: 92 %) eine Rate von 98 %. Die Zellausbeute nach T-Zellen-
Markierung und Zelltrennung lag bei 6 x 10° Zellen firr die Eluat-Fraktion und 1.2 x 10’
Zellen fir die Negativ-Fraktion. Die entsprechend fur B-Zellen durchgefiihrte Markierung
und Zelltrennung ergab fir die Eluat-Fraktion 6 x 10* Zellen und die Negativ-Fraktion
1.38 x 10’ Zellen (vgl. Tab.111.17).

Tab.l11.17  Zellausbeute nach Zellmarkierung und Auftrennung Gber das MACS-System.

Zellfraktion Zellausbeute nach T-Zellen- Zellausbeute nach B-Zellen-
Markierung Markierung

Eluat-Fraktion (T- bzw. B-Zellen) 6 x 10° Zellen 6 x 10° Zellen

Negativ-Fraktion (B- bzw. T-Zellen, 1.2 x 10’ Zellen 1.38 x 10” Zellen

Monozyten, NK-Zellen)
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Zur Abtrennung der in Zellkultur adhéarenten Monozyten von den in der Negativ-Fraktion
vorhandenen, jedoch nicht adhérenten T- bzw. B-Zellen und NK-Zellen wurden von der nach
T-Zell-Markierung entstandenen Negativ-Fraktion 5.5 x 10° Zellen und von der nach B-Zéll-
Markierung entstandenen Negativ-Fraktion 6.3 x 10° Zellen in 4 ml RPMI fiir 24 h kultiviert
(s. Kap.Il, B.23). Nach Abnahme der Zellkulturiibersténde sowie Resuspension der adhéren-
ten Monozyten wurden folgende Zellzahlen (vgl. Tab.111.18) fur die einzelnen Fraktionen
bestimmt (Kap.Il, B.21):

Tab.l11.18 Zellausheute nach Zellkultur der Negativ-Fraktionen.

ZdIfraktion Zellzahl/200ul PBS, 2 mM EDTA, 0.5 % BSA
<
2 g Zellkulturiberstand (B-Zellen und NK-Zellen) 1.68 x 10° Zellen
2 T | Zugehdrige Monozyten-Fraktion 1.56 x 10° Zellen
3
<
2 ,T, Zellkulturtiberstand (T-Zellen und NK-Zellen) 3.42 x 10° Zellen
s o
% @ | Zugehdrige Monozyten-Fraktion 3x 10° Zellen
«Q

Um Untersuchungen der einzelnen Fraktionen auf Vorhandensein von GBV-C-RNA mittels
RT-PCR durchzufthren, wurde die Nukleinsdure aus den entsprechenden Zellfraktionen
isoliert (Kap.l1, B.3.1). Die eingesetzten Zellzahlen sind aus Tab.I11.19 ersichtlich.

Tab.l11.19  Zur Extraktion der Nukleinséuren eingesetzte Anzahl der Zellen/200 pl PBS, 2 mM EDTA, 0.5 %
BSA der einzelnen Zellfraktionen.

Art der Markierung Zellfraktion Zellzahl/200ul

T-Zellen-Markierung Depleted Fraktion (B-Zellen, Monozyten, NK-Zellen) 5.5x 10° Zellen
Zellkulturiberstand (B-Zellen und NK-Zellen) 1.68 x 10° Zellen
Zugehorige Monozyten-Fraktion 1.56 x 10° Zellen
Eluat-Fraktion (T-Zellen) 5x 10° Zellen

B-Zelen-Markierung Depleted Fraktion (T-Zellen, Monozyten, NK-Zellen) 6.3 x 10° Zellen
Zellkulturtiberstand (T-Zellen und NK-Zellen) 3.42 x 10° Zellen
Zugehdrige Monozyten-Fraktion 3x 10° Zellen
Eluat-Fraktion (B-Zellen) 5x 10* Zellen

Die spezifische Umschreibung (Kap.ll, B.3.5) erfolgte mit Hilfe des Primers YK877 (Kap.l,
A.3.2.2). Die unter Verwendung der Primer YK874, YK877, YK875 und YK876 (Kap.IlI,
A.3.2.2) durchgefiihrte semiquantitative nested PCR (Kap.ll, B.7.2) ergab nach Analyse
durch Agarosegel-Elektrophorese (Kap.Il, B.5.1) ein 401 bp grof3es DNA-Fragment. GBV-C-
RNA konnte in 7 der 8 untersuchten Zellfraktionen mit unterschiedlich hohen Endver-

dunnungen der eingesetzten cDNA nachgewiesen werden (vgl. Abb.111.22/111.23).
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Zellfraktion PCR
(50% Titer’)

Depleted Fraktion (B-Zellen, Monozyten, NK-Zellen)
1234 5 67 8 9101112131415

587 bp o
458 bp/434 bp positiv (10%)

267 bp

124 bp/123 bp

1
Zellkulturiberstand (B-Zellen und NK-Zellen)
123 456 78 910 111213141516 17
587 bp a2
- 458 bp/434 bp positiv (10)
N
o 267 bp
@ 124 bp/123 bp
1
< 2
% Zugehorige Monozyten-Fraktion
@ 123456 78 910112 1314151617
c
3 587 bp positiv (1:4)
458 bp/434 bp
267 bp
124 bp/123 bp
3
Eluat-Fraktion (T-Zellen)
123456 7 8 91011121314151617
587 bp -
458 bp/434 bp positiv (1:2)
267 bp

124 bp/123 bp

4

Abb.I11.22 Ubersicht zu den Ergebnissen der semiquantitativen nested PCR einzelner Zellfraktionen nach
T-Zellen-Markierung (PCR-Produkt: 401 bp).

Y50 9% Titer: Verdunnungsstufe, bei der 50 % der Ansétze ein positives PCR-Ergebnis ergaben.
(D: Spur 1-5: unverdunnt; Spur 6: DNA-MG-Marker V; Spur 7-8: 1:2-Verd.; Spur 9-10: 1:4-
Verd.; Spur 11-13: 10*-Verd.; Spur 14-15: 10>Verd.; (2), (3), (4): Spur 1-6: unverdiinnt; Spur 7:
DNA-MG-Marker V; Spur 8-9: 1:2-Verd.; Spur 10-11: 1:4-Verd.; Spur 12-14: 10*-Verd.; Spur
15-17: 10°-Verd.
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Zdlfraktion PCR
(50 % Titer *)

Depleted Fraktion (T-Zellen, M onozyten, NK-Zellen)
12 3456 78 91011121314151617

587 bp
458 bp/434 bp positiv (1:8)

267 bp

124 bp/123 bp

1
Zdlkulturtberstand (T-Zelen und NK-Zéellen)
12 34567 8910 11121314151617
587 bp
oY 458 bp/d34bp | positiv (1:2)
N 267 b
o) P
Q 124 bp/123 bp
1
= 2
%\_ Zugehorige Monozyten-Fraktion
) 123456 78 910 1112131415
c
S 587 bp
« 458 bp/434 bp negativ
267 bp

124 bp/123 bp
3

Eluat-Fraktion (B-Zellen)
123456 7 8 91011 121314151617

587 bp

458 bp/434 b i
P P positiv (1:4)
267 bp

124 bp/123 bp

4

Abb.I11.23  Ubersicht zu den Ergebnissen der semiquantitativen nested PCR einzelner Zellfraktionen nach B-
Zellen-Markierung (PCR-Produkt: 401 bp).

Y50 9% Titer: Verdunnungsstufe, bei der 50 % der Ansétze ein positives PCR-Ergebnis ergaben.
D, (2), (4): Spur 1-6: unverdinnt; Spur 7: DNA-MG-Marker V; Spur 8-9: 1:2-Verd.; Spur 10-11:
1:4-Verd.; Spur 12-14: 10-Verd.; Spur 15-17: 10%Verd.; (3): Spur 1-6: unverdiinnt; Spur 7:
DNA-MG-Marker V; Spur 8-9: 1:2-Verd.; Spur 10-11: 1:4-Verd.; Spur 12-13: 10"-Verd.; Spur
14-15: 10*-Verd.
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Aus den ermittelten Verdinnungsstufen (50 % Titer) fur die Eluat- und Negativ-Fraktion der
T- sowie B-Zelen-Markierung wurde die Zahl der Zellen berechnet, in denen en
Genoméaguivalent von GBV-C (1 Genomaquivalent/x Zellen) nachweisbar ist (Kap.ll, B.24).
Aufgrund der unzureichenden Abtrennung der in Zellkultur adhdrenten Monozyten von den in
Suspension verbleibenden T- bzw. B-Zellen und NK-Zellen wurden die Zellkulturtberstand-
und Monozyten-Fraktionen nicht in die Berechnungen einbezogen. Die Ergebnisse sind aus
Tab.111.20 ersichtlich.

Tab.l11.20 Bestimmung “1 Genomaguivalent GBV-C/x Zellen” in einzelnen Zellfraktionen.

Art der Markierung Zellfraktion 1 Genomaguivalent/x Zellen

T-Zellen-Markierung | Depleted Fraktion (B-, NK-Zellen, Monozyten) | 1 Genoméaquivalent /110.000 Zellen
Eluat-Fraktion (T-Zellen) 1 Genomaquivalent /50.000 Zellen

B-Zellen-Markierung | Depleted Fraktion (T-, NK-Zellen, Monozyten) 1 Genoméaquivalent /157.500 Zellen
Eluat-Fraktion (B-Zellen) 1 Genoméaquivalent /2.500 Zellen

Dieses Ergebnis bestétigte den durch in situ-Hybridisierung ermittelten Replikationsort von
GBV-C in Lymphozyten. Desweiteren konnte gezeigt werden, dal3 es sich bei den infizierten
Zéellen in der Mehrheit um B-Lymphozyten handelt.

Unter Verwendung der zuvor extrahierten Nukleinsuren (s.0.) wurde nach unspezifischer
Umschreibung (Kap.Il, B.3.5) eine B-Actin-PCR (Kap.Il, B.7.2) mit den Primern Actin-Al
und Actin-A2 (Kap.Il, A.3.2.2) durchgefihrt. Nach Agarosegel-Elektrophorese wurde fir alle
Zéllfraktionen (vgl. Tab.l11.19) eine Bande mit der erwarteten Grofe von 450 bp gefunden.
Fur das als Negativkontrolle der B-Actin-PCR mitgefiihrte Serum des GBV-C infizierten
Patienten konnte, wie erwartet, kein B-Actin-Amplifikat nachgewiesen werden, da es sich bei
Serum um eine zellfreie Losung handelt (vgl. Abb.111.24).

1234567 8 9101112 Abb.I11.24

587 b B-Actin-PCR (PCR-Produkt: 450 bp) der einzelnen
458 bB/434 bp Zellfraktionen nach T-Zellen-Markierung (Spur 4-7)
und B-Zellen-Markierung (Spur 8-11).

Spur 1 und 12: DNA-MG-Marker V; Spur 2 und 3:
124 bp/123 bp ~ Serum Patient; Spur 4 und 8: Depleted Fraktion;
Spur 5 und 9: Uberstand-Fraktion; Spur 6 und 10:
Monozyten-Fraktion; Spur 7 und 11: Eluat-Fraktion.

267 bp
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Zusammenfassung “ Unter suchung von B- und T-Lymphozyten auf GBV-C”

Nach Auftrennung der PBMCs eines GBV-C infizierten Patienten in T- und B-Zellen konnte
in beiden Zdlfraktion GBV-C mittels RT-PCR nachgewiesen werden. In der T-Lympho-
zyten-Fraktion wurde 1 Genoméaquivalent in 50.000 Zellen, in der B-Lymphozyten-Fraktion
1 Genoméaquivalent in 2.500 Zellen bestimmt. Daraufhin wurde davon ausgegangen, dal3 es
sich bel den GBV-C infizierten Zellen in der Mehrheit um B-Lymphozyten handelt. Dies
simmt mit der Lokalisation des in situ-Hybridisierungssignals in Cortexbereich des

Lymphknotens (Uberwiegend B-Zellen) Uberein.

1.3 In vitro Infektion peripherer mononuklearer Blutzellen (PBMCs) durch
GB-Virus-C

Nachdem es gelungen war, GBV-C sowohl mittels in situ-Hybridisierung as auch RT-PCR in
Lymphozyten nachzuweisen, wurden in vitro humane periphere mononukledre Blutzellen
(PBMCs) mit einem geeigneten GBV-C-Inokulum infiziert. Bei den eingesetzten GBV-C-
Inokula handelte es sich um Seren zweier Lebertransplantat-Patienten (Patient A und B; s.
Kap.ll, B.8.1), die zum Zeitpunkt der Blutabnahme keine weitere Virusinfektion (HAV,
HBV, HCV, HDV, HEV, HIV oder CMV) aufwiesen. Die Isolierung der PBMCs (Kap.ll,
B.20) erfolgte aus je 20 ml EDTA-Blut funf gesunder, nicht GBV-C infizierter Spender
(Spender 1-5). Die fur die einzelnen Spender ermittelte Gesamtzellzahl und Zelllebens-
fahigkeit (Kap.ll, B.21) ist in Tab.I11.21 dargestellt.

Tab.I11.21  Ubersicht zur ermittelten Gesamtzellzahl sowie Zellebensfahigkeit (%) nach PBMC-Isolierung aus
finf gesunden, nicht GBV-C infizierten Spendern.

Blutspender Gesamtzellzahl Cell viability (%)
Spender-1 5x 10° 99.1 %
Spender-2 1.6 x 10’ 98.7 %
Spender-3 1.9x 10’ 99.3 %
Spender-4 2x 10 99.3 %
Spender-5 2.2x10° 98.1 %

Die in vitro-Infektion der PBMCs von Spender 1-5 wurde anfangs ohne Phytohdmagglutinin
(PHA)/Lipopolysaccharid (LPS)-Stimulierung (s. Kap.Il, B.25) durchgefihrt.

Die PBMCs aus Spender-1 wurden in getrennten Ansdtzen mit je 1 ml GBV-C-positivem
Serum des Patienten A (10° Genoméaquivalente/ml) bzw. des Patienten B (10° Genom-

aquivalente/ml) pro 10° Zellen infiziert. Zur Uberpriifung der Existenz genomischer GBV-C-
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RNA im Zelkulturiberstand des Kontrollansatzes (PBMCs ohne GBV-C-Inokulation) und
der beiden Infektionsansdtze wurde eine RT-PCR (Kap.Il, B.7) am Tag 2, 8, 10, 18 und 22
n.l. durchgefihrt (vgl. Tab.111.22).

Tab.l11.22 Nachweis genomischer GBV-C-RNA im Zellkulturiberstand mittels RT-PCR nach in vitro

GBV-C-Inokulation von PBMCs aus Spender-1.

Zeit nach RNA- RNA-Nachweis im Uberstand nach RNA-Nachweis im Uberstand nach
Infektion | Nachweisin PBM C-Infektion mit Inokulum des PBM C-Infektion mit Inokulum des
Kontrolle Patienten A Patienten B

Tag 2 - + (unverdinnt) + (unverdinnt)

Tag 8 - + (unverdinnt) + (10%Verdiinnung)

Tag 10 - + (unverdinnt) + (unverdinnt)

Tag 18 - + (10™-Verdiinnung) + (unverdinnt)

Tag 22 - - + (unverdinnt)

Im letzten der insgesamt funf Waschschritte nach GBV-C-Inokulation wurde in der RT-PCR
keine GBV-C-RNA nachgewiesen. Ein sogenannter ,, Input“ an GBV-C durch das Inokulum
wurde somit ausgeschlossen. Von Tag 2 bis Tag 18 bzw. 22 n.I. war ein kontinuierlicher
Nachweis des Genomstranges von GBV-C im Zellkulturtiberstand mdglich. Durch semiquan-
titative PCR (Kap.ll, B.7.2) der GBV-C positiven Uberstande konnte bei den mit Inokulum
des Patienten A infizierten PBMCs in der 3. Woche (Tag 18) und bel den mit Inokulum des
Patienten B infizierten PBMCs bereits zu Beginn der 2. Woche (Tag 8) ein Titeranstieg
beobachtet werden. In den Uberstanden der Negativkontrolle war keine GBV-C-RNA

nachweishar.

Im Gegensatz zu Spender-1 wurden die PBMCs aus Spender-2 und Spender-3 in getrennten
Ansdtzen mit je 0.5 ml GBV-C-positivem Serum (anstatt 1.0 ml Serum, vgl. Tab.l11.22) des
Patienten A bzw. Patienten B pro 10°Zellen infiziert. Alle Ansétze (Infektions- und
Kontrollansitze) wurden doppelt ausgefiinrt. Die RT-PCR-Uberprifung der Zellkulturiiber-
sténde (Kontroll- und Infektionsansétze) auf GBV-C am Tag 2, 6, 10, 14, 20 und 28 n.I. ergab
fur den Spender-2 die in Tab.l11.23 und fur den Spender-3 die in Tab.l11.24 dargestellten
Ergebnisse.
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Tab.l11.23 Nachweis genomischer GBV-C-RNA im Zellkulturiberstand mittels RT-PCR nach in vitro

GBV-C-Inokulation von PBM Cs aus Spender-2.

Y Mikroskopischer Betrachtung zufol ge begannen die Zellen zu diesem Zeitpunkt abzusterben.
Zeitnach | RNA-Nachweisin | RNA-Nachweisim Uberstand nach | RNA-Nachweis im Uberstand nach
Infektion Kontrolle PBM C-Infektion mit Inokulum des | PBM C-Infektion mit |nokulum des

Patienten A Patienten B
Ansatz1l  Ansatz 2 Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz 1 Ansatz 1

Tag 2 - - + (unverdinnt)  + (unverdinnt) - + (unverdinnt)
Tag 6 - - - + (unverdinnt) - -
Tag 10 - - - - - -
Tag 14 - - + (unverdinnt) - - -
Tag20? - - - - - -
Tag 28 - - - - - -
Tab.l11.24 Nachweis genomischer GBV-C-RNA in Zellkulturiberstand mittels RT-PCR nach in vitro

GBV-C-Inokulation von PBMCs aus Spender-3.

Y Mikroskopischer Betrachtung zufol ge begannen die Zellen allméahlich abzusterben.
Zeitnach | RNA-Nachweisin | RNA-Nachweisim Uberstand nach | RNA-Nachweis im Uberstand nach
Infektion Kontrolle PBM C-Infektion mit Inokulum des | PBM C-Infektion mit |nokulum des

Patienten A Patienten B
Ansatz1l  Ansatz 2 Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz 1 Ansatz 1

Tag 2 - - + (unverdinnt)  + (unverdinnt) | + (unverdinnt) -
Tag 6 - - + (unverdinnt) - - -
Tag 10 - - - - - -
Tag 14 - - + (unverdinnt) - - -
Tag20? - - - - - -
Tag 28 - - - - - -

Im letzten der insgesamt finf Waschschritte nach GBV-C-Inokulation sowie in den zwel
mitgefuhrten Negativkontrollen wurde, wie zuvor bei Spender-1, keine GBV-C-RNA
nachgewiesen. Im Vergleich zu GBV-C infizieten PBMCs aus Spender-1 war die
genomische RNA von GBV-C nach Inokulation mit Serum des Patienten A nur bis maximal
14 Tage n.l. in den Zelkulturlberstanden nachweisbar. Ein ab Tag 20 n.l. festgestelltes
Zéellsterben kénnte moglicherwei se die Ursache sein. Nach einer zuvor negativen RT-PCR am
Tag 10 bzw. Tag 6 n. I. konnte am Tag 14 n. |. GBV-C wieder im Uberstand nachgewiesen
werden.
Ein RNA-Nachweis von GBV-C nach PBMC-Infektion des Spenders-2 und Spenders-3 mit
dem Inokulum des Patienten B war nur am Tag 2 n.I. moglich.
Insgesamt betrachtet wurde eine geringere Infektionsrate nach Inokulation mit 0.5 ml (vgl.
Tab.111.23/24) anstatt 1.0 ml GBV-C positivem Serum (vgl. Tab.111.22) pro 10° Zellen
festgestellt. Dies zeigte sich noch deutlicher bel Spender-4 und Spender-5. Nach Infektion
der PBMCs mit je 0.25 ml GBV-C-positivem Serum aus Patient A bzw. B pro 10° Zellen
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wurde weder direkt 4 h n.I. noch zu einem spaterem Zeitpunkt GBV-C im Zellkulturtberstand
nachgewiesen.

Um eventuell eine Erhéhung der Infektionsrate bel der in vitro-Infektion von PBMCs mit
GBV-C zu erreichen, wurden die folgenden in vitro-Infektionen unter PHA/LPS-Stimulation
und Interleukin-2 (IL-2)-Zugabe zum Medium ausgetestet (s. Kap.1l, B.25). Nach Stimulation
mit LPS und PHA und damit der Aktivierung von B- und T-Lymphozyten, bewirkt IL-2
erfahrungsgemdl? eine Erhdhung der Infektionsfahigkeit. Die Lebensdauer der Zellen kann
dadurch nicht verlangert werden.

Die PBMCs wurden aus 20 ml EDTA-Blut des Spenders-2 und Spenders-3 isoliert (Kap.Il,
B.20). Nach der Isolierung wurde eine Zellausbeute von 2 x 10° Zellen (Zellebensfshigkeit:
99.4 %) fir den Spender-2 und von 1.6 x 107 (Zellebensfahigkeit: 99.7 %) fiir den Spender-3
ermittelt. Nach PHA/LPS-Stimulation wurden die PBMCs aus Spender-2 mit je
1 ml/10° Zellen und die PBMCs aus Spender-3 mit je 0.65 ml GBV-C-Inokulum des
Patienten A/10° Zellen infiziert. Die RT-PCR-Untersuchung der Zellkulturiiberstande und
Zellaiquots (6 Stunden n.I. sowie am Tag 7, 11, 15, 19, 23 und 27 n.l.) auf GBV-C-RNA
ergab diein Tab. I11.25 und Tab.I11.26 dargestellten Werte.

Tab.I11.25 Nachweis genomischer GBV-C-RNA in Zellkulturiibersténden und Zellaliquots mittels RT-PCR
nach in vitro GBV-C-Inokulation (1ml/10° Zellen) PHA/LPS-stimulierter PBMCs aus Spender-2
(n.g. = nicht getestet; unver. = unverdiinnt).
Y Mikroskopischer Betrachtung zufolge begannen die Zellen allméahlich abzusterben.
Zeit nach RNA-Nachweisin RNA-Nachweisin RNA-Nachweisnach | RNA-Nachweis nach
Infektion Kontrolle Kontrolle Inokulation in: Inokulation in:
(Ansatz 1) (Ansatz 2) (Ansatz 1) (Ansatz 2)
Uberstand  Zellen | Uberstand  Zellen | Uberstand  Zellen | Uberstand  Zellen
6h - n. g. - n. g. + (unver.) + (unver.) | + (unver.) + (unver.)
Tag 7 - - - - + (unver.) + (unver.) | + (unver.) + (unver.)
Tag 11 - - - - - - + (unver.) + (unver.)
Tag 15 - - - - - - - + (unver.)
Tag19? - - - - - - + (unver.) -
Tag 23 - - - - - - - -
Tag 27 - - - - - - - -
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Tab.l11.26

Nachweis genomischer GBV-C-RNA in Zellkulturtibersténden und Zellaliquots mittels RT-PCR
nach in vitro GBV-C-lnokulation (0.65 ml/10° Zellen) PHA/LPS-stimulierter PBMCs aus
Spender-3 (n.g. = nicht getestet; unver. = unverdiinnt).
Y Mikroskopischer Betrachtung zufol ge begannen die Zellen allmahlich abzusterben.

Zeit nach RNA-Nachweisin RNA-Nachweisin RNA-Nachweis nach RNA-Nachweis nach
Infektion Kontrolle Kontrolle Inokulation in: Inokulation in:
(Ansatz 1) (Ansatz 2) (Ansatz 1) (Ansatz 2)
Uberstand  Zellen | Uberstand  Zellen | Uberstand  Zellen | Uberstand  Zellen
6h - n. g. - n. g. + (unver.) + (unver.) - + (unver.)
Tag 7 - - - - + (unver.) + (unver.) | + (unver.) -
Tag 11 - - - - + (unver.) + (unver.) - -
Tag 15 - - - - - - - -
Tag 19 2 - - - - - - - -
Tag 23 - - - - - - - -
Tag 27 - - - - - - - -

Der letzte Waschschritt war in den Lymphozyten von Spender-2 und Spender-3 negativ fur
GBV-C. Bei Spender-2 konnte 6 Stunden n.I. sowohl im Uberstand der infizierten PBMCs als
auch in den zugehtrigen Zellen GBV-C-RNA nachgewiesen werden. Im Ansatz 1 war
GBV-C anschlieffend nur fir eine Woche nachweisbar, wdhrend im Ansatiz 2 en
kontinuierlicher Nachweis bis zum Tag 15 n.l. in den Zellen und Tag 19 n.I. im Uberstand,
mit Ausnahme des Tages 15 n.l., moglich war. Die Uberstande und Zellaliquots der
Kontrollansdtze waren zu jedem Zeitpunkt fir GBV-C negativ.

Lymphozyten des Spenders-3 hingegen zeigten im ersten Inokulationsansatz eine kontinuier-
liche Produktion der GBV-C-RNA bis zum Tag 11 n.l.. Im zweiten Ansatz wurde GBV-C
6 Stunden n.l. im Zellaliquot, jedoch nicht im Uberstand nachgewiesen. Dieser wurde am Tag
7 n.l. positiv fur GBV-C.

Zusammenfassung “ In vitro-I nfektion von PBM Cs durch GBV-C”

Im Verlaufe dieser Arbeit waren PBMCs in vitro kurzzeitig mit GBV-C infizierbar und
vermehrten sich fir einen Zeitraum von 2-3 Wochen mit niedrigen Titern. Eine optimale
Infektionsrate der Zellen wurde dabel bel Inokulation mit einem Genoméaquivalent/Zelle
gefunden. Durch Stimulierung der PBMCs mit LPS, PHA und IL-2 wurde keine
Verbesserung hinsichtlich der Infektionsrate der Zellen erreicht.
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1.4 Epidemiologische Studie mit knochenmar ktransplantierten Patienten

Nachdem mittels in situ-Hybridisierung und RT-PCR die Lymphozyten als ein mdglicher
Replikationsort von GBV-C ermittelt wurden, sollte eine epidemiologische Studie mit
knochenmarktransplantierten (KMT) Patienten weitere Hinweise zum Ort der Replikation und
einer eventuellen Krankheitsassoziation von GBV-C liefern. Aus einer Kooperation unserer
Arbeitsgruppe mit Dr. Gero Massenkell und Dr. Franz Maximilian Zwiebel der
Medizinischen Klinik 1l des Universitétsklinikum Charité in Berlin konnten Seren von 45
KMT-Patienten vor (S1) und nach der Transplantation (S2, S3, $4) gewonnen werden. Die
Patienten wurden auf eine bestehende, durch den Nachweis der GBV-C-RNA im Serum, bzw.
auf eine bereits abgelaufene Infektion mit GBV-C, durch den spezifischen Nachwels von
IgG-Antikdrpern gegen das GBV-C E2-Antigen, untersucht.

Der Nachweis der GBV-C-RNA erfolgte nach Extraktion der Nukleinsaure der im Serum
enthatenen Viren (Kap.ll, B.3.1) und spezifischer Umschreibung unter Verwendung des
Primers YK877 (Kap.ll, B.3.5) mit Hilfe einer semiquantitativen nested PCR (Kap.ll,
B.7.2.2) mit den Primern YK874, YK877, YK875 und YK876 und der Nachweis der
Anti-E2-Antikorper mit Hilfe des kéuflichen ELISA ,,uPLATE Anti-HGenv* (Kap.ll, B.19.1).
Die Ergebnisse der epidemiologischen Untersuchung sind in Tab.111.27 dargestellt.
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Tab.l11.27  Ergebnisse der epidemiologische Untersuchung (mittels RT-PCR und ELISA) von 45 KM T-Patienten auf eine Infektion mit GBV-C.
S1: Serum vor der Transplantation; S2, S3, S4: Serum nach der Transplantation.

Patient  Serum | PCR ELISA Patient | Serum PCR ELISA Patient | Serum PCR ELISA Patient | Serum  PCR ELISA
O Gruppe (Titer) O Gruppe (Titer) O Gruppe (Titer) O Gruppe (Titer)
10 S1 - - 1@ S1 + (1079 - 21© S1 + - 320 S1 - -
2 + (107 - 2 + (109 - 2 (unverdunnt) | — 2 - -
S3 +(10% - +(10?) + S3 - - 330 s1 - -
2@ S1 + (109 - 12@ s1 + (109 - - S2 - +
s2 + (10‘2) - s2 +(10%) - %O s1 _ _
+(109) - 3 +(109) - G - N _ 2 _ _
3@ S1 +(10%) - 136 s1 - - S2 (unverdinnt) | — 350 s1 _ +
S2 + (10'2) . 2 + - S3 = _ ) _ +
+(109) - S3 (unverdiinnt) | + 4 - - 36 ® s1 _ -
40 Sil - - - + -
) _ _ 14 @ S1 +(10Y (unverdiinnt) " - 5 -
+(109) - 2 + (109 - 23@ st +(107) - 37 @ S +(10%) -
50 s1 _ _ S3 + (107 - 2 + _ 2 + (109 -
2 _ + 15@ s1 + (10-1) _ (unverdiinnt) 38@ S1 + (]_0'3) _
s3 +(107) _ 2 +(109 _ 24® s1 - - s2 +(109) -
6© s1 +(10?) _ S3 +(10%) - S2 - - 39 S1 + (102 -
S2 + - 16© s1 - _ 250 S1 - . 7] - _
. -2 2 - + S3 + (109 _
S3 (unverdinnt) | — S2 +(109) _
A = _ s3 - + 40® S1 - -
A (10'4) 17@ S1 + (10 _ 26@ S1 - + S2 - -
70 S - - 2 +(10%) - S2 - + a0 si - -
2 - - 3 + (10'2) - 270 S1 + (107 = 2 - _
S3 _ - A + (10:2) + S2 - + 42 © s1 + _
8@ s1 +(10%) - § : (18_3) + S3 - + 2 (unverdiinnt) | —
2 +(109) _ (10%) - 28@ s1 - + 3 - _
3 +(109) + 184 s1 +(109) - S2 - * -
9® ST B 2 |+Q0) |- 290 s |- - 8@ st - ¥
2 (unverdiinnt) | — S3 +(107) - 2 - - 2 - +
S3 = - 19@ s1 = + 30® s1 - - 44 SL +(107) -
. - g _ + 2 _ _ 2 +(10%) -
- - +
10 S1 +(100) - 3@ s1 +(107) - 450 s1 - -
s2 + (109 - 20 Sil +(10% - 2 + - S2 - -
3 +(10%) - S2 +(107) + (unverdtinnt)
S3 + (10 +
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Bel 10 (22.2 %) von 45 KMT-Patienten (100 %) wurde weder eine bestehende noch bereits
abgelaufene GBV-C-Infektion (vgl. ¥ in Tab.111.27) nachgewiesen.

5/45 KMT-Patienten (11.1 %) hatten bereits vor KMT eine abgelaufene GBV-C-Infektion,
d.h. eswar kein Nachweis von GBV-C-RNA, jedoch von 1gG-Antikérpern gegen das GBV-C
E2-Antigen méglich (vgl. @ in Tab.111.27). 2/45 KMT-Patienten waren erst nach KMT fiir
Anti-E2-Antikorper positiv (vgl. @ in Tab.111.27).

Bel 28 (62.2 %) von 45 KM T-Patienten wurde mindestens in einem der in die Untersuchung
mit einbezogenen Seren GBV-C-RNA nachgewiesen. Davon hatten 16 Patienten (35.5 %)
Uber den gesamten betrachteten Zeitraum eine bestehende Infektion mit GBV-C, die z.T. mit
einer Abnahme des Virustiter nach KM T verbunden war (vgl.  in Tab.111.27).

5 Patienten (11.1 %) wurden erst nach KMT mit GBV-C infiziert, was vermutlich auf
kontaminierte(s) Blut/Blutprodukte bzw. auf die Transplantation eines Knochenmarks aus
einem GBV-C-infizierten Spender zuriickzufiihren war (vgl. © in Tab.111.27). Zwei dieser 5
Patienten konnten die GBV-C-Infektion anschlief?end durch Bildung von Anti-E2-
Antikorpern klaren.

7 Patienten (14.5 %), mit bereits vor der KMT vorhandener GBV-C-Infektion, zeigten ca.
einen Monat nach KMT eine , Elimination* bzw. ein Absinken des Virustiters von GBV-C
bis unter die Nachweisgrenze der RT-PCR (vgl. © in Tab.lll.27). Bei einem Patienten
(Patient 27) konnte die Kléarung der GBV-C-Infektion auf Bildung von 1gG-Antikérpern
gegen das GBV-C E2-Antigen zurtickgefuhrt werden, wohingegen die restlichen 6 Patienten
(Patient 6, 9, 21, 22, 39 und 42) keine Anti-E2-Antikorperbildung zeigten. Die PCR-
Untersuchung einer weiteren Serumprobe (mindestens 8 Monate nach KMT) der bis dato
noch lebenden ,, Eliminierer ohne Antikorper-Bildung” 6, 22, 39 und 42 (s. Tab.111.28) ergab
einen positiven Nachweis von GBV-C-RNA be Patient 6, 22 und 39. Die durch
semiquantitative PCR bestimmten Virustiter erreichten dabel mindesten den urspringlichen
Ausgangswert. Patient 42 blieb GBV-C-RNA negativ.
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Tab.l11.28 Epidemiologische Studie von KMT-Patienten mit ,, Elimination* von GBV-C.

Patient Tagevor (-)/nach (+) KMT PCR ELISA
Patient 6 +14 + (103 -
+27 + (unverdinnt) -
+ 134 - -
+904 + (10 _
Patient 22 +8 + (unverdinnt) -
+22 - -
+29 - -
+ 583 + (unverdiinnt) -
Patient 39 -7 +(10?) -
+35 - -
+302 + (103 -
Patient 42 +1 + (unverdinnt) -
+36 - -
+ 254 - -

Zusammenfassung “KMT-Patienten-Studie ”

In der KMT-Patienten-Studie konnte bei einem Teil der Patienten nach der Konditionierung
(Ganzkorperbestrahlung, Verabreichung von Cyclophosphamid) fur die KMT eine
“Elimination” bzw. ein Absinken des Virustiters von GBV-C bis unter die Nachweisgrenze
der RT-PCR festgestellt werden. ELISA-Daten zufolge (Anti-E2-Antikorper negativ) konnte
dies jedoch in der Regel nicht auf die Bildung von Anti-E2-Antikorpern zurtickgefuhrt
werden. Aufgrund des in der in situ-Hybridisierung ermittelten Replikationsortes von GBV-C,
den Lymphozyten, unterstiitzte die voribergehende Konzentrationsabnahme und das
Verschwinden des Virus nach KMT zusédizlich die Annahme, dal3 es sich bel den
Lymphozyten um den priméren Replikationsort handelt. ES ist jedoch nicht auszuschlief3en,
dal? das Absinken des Virustiters auf einer durch die Suppression verursachten allgemeinen
Stoffwechsel verminderung beruht.

2. Herstellung rekombinanter Proteine zum Nachweis von Antikorpern
gegen GBV-C

Fur den diagnostischen Nachweis einer GBV-C-Infektion sollte ein fur GBV-C spezifischer
ELISA und Western Blot etabliert werden. Das hierzu notwenige GBV-C-spezifische Antigen
sollte nach Amplifikation verschiedener Genomabschnitte von GBV-C mittels RT-PCR und

der Klonierung dieser Amplifikate in einen geeigneten Vektor exprimiert und aufgereinigt
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werden. Anschlief3end sollten antigenspezifische monoklonale Antikdrper hergestellt werden.
Das aufgereinigte Protein und die monoklonalen Antikérper sollten zur Etablierung eines
EL1SAs und Western Blots eingesetzt werden.

2.1 Gewinnung und Pr&par ation von GBV-C-Amplifikaten

RNA von GBV-C wurde aus Serum eines GBV-C infizierten Patienten isoliert (Kap.ll, B.3.1)
und unspezifisch mit Hexanukleotiden und “Superscriptl] 1l Reverser Transkriptase” in
cDNA umgeschrieben (Kap.Il, B.3.5).

Anhand der verdffentlichten Sequenz von GBV-C (Genbankzutritt U36380) wurden die
Primer HG-E1s, HG-E2s, HG-E3s, HG-E4s, HG-E9s, HG-E10s, HG-E2a, HG-E4a, HG-E5a,
HG-E6a, HG-E7a, HG-E8a und HG-Ella (Kap.ll, A.3.2.2) konstruiert. Unter Verwendung
verschiedener Primerkombinationen wurden selektiv einzelne Genomabschnitte der Struktur-
gene E1 und E2 von GBV-C amplifiziert (s. Tab.l11.29).

Tab.I11.29  Ubersicht zu den GBV-C-Amplifikaten aus dem Bereich der Strukturgene E1 und E2.

GBV-C-Amplifikat Primerkombination Primerkombination
(1.PCR) (nested PCR)

575 bp-Amplifikat (gesamter E1-Bereich) HG-E9s und HG-Ella HG-E10sund HG-E2a

509 bp-Amplifikat (C-Terminus von E2) HG-E3s und HG-E8a HG-E4sund HG-E7a

645 bp-Amplifikat (N-Terminus von E2) HG-E1s und HG-E6a HG-E2s und HG-E4a

819 bp-Amplifikat (N-Terminus von E2) HG-E1s und HG-E6a HG-E2s und HG-E5a

[1131 bp-Amplifikat (gesamter E2-Bereich) HG-Els und HG-E8a HG-E2s und HG-E74]

Die nested PCR (Kap. 11, B.7.1/B.7.3) ergab nach Analyse durch Agarosegel-Elektrophorese
(Kap.1l, B.5.1) einzelne Banden von 575 bp, 509 bp, 645 bp und 819 bp. Der Versuch, ein
1131 bp grofRes E2-Fragment mit den Primern HG-E1ls, HG-E8a, HG-E2s und HG-E7a zu
amplifizieren, gelang nicht. Stattdessen wurde das den gesamten E2-Bereich lberspannende
1131 bp groRe DNA-Fragment durch Ligation des 645 bp-Fragments mit dem 509 bp-
Fragment (s. Kap.l1l., B.1.1.1) gewonnen.

Die Isolierung der GBV-C-Amplifikate erfolgte nach elektrophoretischer Auftrennung Uber
ein Agarosegel (vgl. Kap.ll, B.6). Die Uberprifung der Gelextraktionen ergab nach
Abschétzung fiir alle DNA-Fragmente eine Konzentration von ca. 10 ng/ul (s. Abb.111.25).
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587 bp

458 bp/434 bp
587 bp
458 bp/434 bp 267 bp
267 bp

192 bp/184 bp

192 bp/184 b
PSS bp 124 bp/123 bp

Abb.I11.25 GBV-C-Amplifikate nach Gelextraktion.

Spur 1 und 7: DNA-MG-Marker V; Spur 4: DNA-MG-Marker Il1I; Spur 2: 819 bp-E2-
Amplifikat; Spur 3: 509 bp-E2-Amplifikat; Spur 5: 575 bp-E1-Amplifikat; Spur 6: 645 bp-E2-
Amplifikat.

Das 575 bp-, 509 bp-, 645 bp- und 819 bp-DNA-Fragment wurde mit dem Vektor “pCRIOII
TOPO” (vgl. Anhang) und das 1131 bp-DNA-Fragment (E2-Religationsfragment) wurde mit
dem Vektor “pCR2.1" ( vgl. Anhang) ligiert (s. Kap.ll, B.4.3). Nach Transformation aller
Ligationsansitze in kompetente TOP10F -E.coli-Zellen (Kap.ll, B.8.2) wurden UN-Kulturen
angelegt (Kap.l1, B.1) und die Plasmid-DNA in Mini-Prgp-Format (Kap.Il, B.2.1) isoliert. Die
EcoRI-Restriktionsanalyse der Plasmide zeigte eine erfolgreiche Ligation aler funf DNA-
Fragmente (s. Abb.I11.26).

12 3 4567 8 910111213141516 1718 192021222324 25

5148 bp/4973 bp "1 5148 bp/4973 bp
4268 bp/3530 bp 4268 bp/3530 bp

2027 bp/1904 bp : P 2027 bp/1904 bp
1584 bp/1375 bp

947 bp/831 bp
546 bp

546 bp

Abb.I11.26  EcoRI-Restriktionsanalyse einzelner Klone nach Ligation, Transformation und Plasmidisolierung.

Spur 1-5: “575 bp-Fragment”-Klone; Spur 6-8/10-11; “509 bp-Fragment”-Klone; Spur 12-16:
“645 bp-Fragment”-Klone; Spur 17-20: “819 bp-Fragment”-Klone; Spur 21-24: “1131 bp-
Fragment” -Klone. Spur 9 und 25: DNA-MG-Marker 111.

Fur die Umklonierung der DNA-Fragmente in den EcoRI-geschnittenen Expressionsvektor
wurden diese durch EcoRI-Restriktion (s. Kap.ll, B.4.1) aus dem TA-Klonierungsvektor
herausgeschnitten und nach praparativer Gelelektrophorese gemédl der in Kap.ll, B.6
beschriebenen Methode aus dem Gel isoliert (vgl. Abb.111.27).
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123456 7 Abb.I11.27

5148 bp/4973 bp Isolierung des 575 bp-, 509 bp-, 645 bp-, 819 bp- und 1131

4268 bp/3530 bp ~ bp-Fragments aus dem Vektor pCRII-Topo bzw. pCR2.1
durch EcoRI-Restriktion.

2027 bp/1904 bp

1584 bp/1375 bp Spur 1 und 7: DNA-MG-Marker Ill; Spur 2: 575 bp-

Fragment; Spur 3: 509 bp-Fragment; Spur 4. 645 bp-
947 bp/831 bp Fragment; Spur 5. 819 bp-Fragment; Spur 6: 1131 bp-
548 bp Fragment.

2.2 Praparation der Expressionsvektoren

Nachdem zuvor sowohl mittels einer prokaryotischen Expression in E. coli IM109 bzw. M15
(pRep4) und dem Vektor pQES30, 31 bzw. 32 als auch mittels einer eukaryotischen Expression
in Sf9-Insektenzellen und dem Vektor pBlueBacHis2 A, B bzw. C keine Proteinexpression
erreicht wurde, wurde ein prokaryotisches Expressionssystem unter Verwendung des E. coli-
Stammes TOP10 bzw. LMG194 (Kap.ll, A.2.1) und des Vektorsystems pBAD/His (vgl.
Kap.ll, A.3.1 und Anhang) ausgetestet.

CaCl,-kompetente TOP10- sowie LMG194-E.coli-Zellen wurden hergestellt (Kap.ll, B.8.1).
Die zur Expression notwendigen Vektoren pBAD/His A, B, C und LacZ wurden in H20 piges.
mit einer Endkonzentration von 1 pg/pl lyophilisiert. Nach Transformation von je 1 g
lyophilisierter Vektor-DNA in TOP10- bzw. LMG194-E.coli-Zellen (Kap.ll, B.8.1) und
Mini-Praparation der Plasmid-DNA (Kap.ll, B.2.1) ergab die EcoRI-Restriktionsanalyse eine
erfolgreiche Transformation aller Vektoren. Eine Midi-Praparation der Plasmid-DNA (Kap.Il,
B.2.2) ergab fur den Vektor pBAD/His A eine DNA-Konzentration von 0.169 pg/pl, fur
pBAD/His B 0.532 pg/ul, fir pBAD/His C 0.221 pg/ul und pBAD/His LacZ 0.286 pg/ul.
Um die EcoRl-flankierten GBV-C-Fragmente (s.0.) in frame in den Expressionsvektor zu
klonieren, wurde die Vektor-DNA durch EcoRI-Restriktion linearisiert und nach préparativer
Gelelektrophorese aus dem Gel isoliert (Kap.ll, B.6). Dabei ergab sich eine DNA-
Konzentration von 100 ng/pl fur pBAD/His A bzw. pBAD/His C und von 50 ng/ul fur
pBAD/His B. Um eine Religation des linearisierten Vektors zu vermeiden, wurde dieser
dephosphoryliert (Kap.Il, B.4.2) und anschlief3end in HoO piges. Mit einer Endkonzentration

von 50 ng/ul aufgenommen.
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2.3 Ligation der GBV-C-Amplifikate und Transfor mation

Das 509 bp- und 1131 bp-Fragment des E2-Strukturgens wurde mit dem Vektor pBAD/His A
und das 575 bp- Fragment des E1-Strukturgens sowie das 645 bp- und 819 bp-Fragment des
E2-Strukturgens mit dem Vektor pBAD/His B ligiert (vgl. Tab.I11.30).

Tab.I11.30 Ubersicht zur Auswahl des Expressionsvektors zur in frame-Ligation der E1- und E2-Fragmente.

Expressionsvektor EcoRI restringiertes DNA-Fragment (begrenzende Primer)
pBAD/His A 509 bp-E2-Fragment (HG-E4s + HG-E7a)

1131 bp-E2-Fragment (HG-E2s + HG-E7a)
pBAD/His B 575 bp-E1-Fragment (HG-E10s + HG-E2a)

645 bp-E2-Fragment (HG-E2s + HG-E44)

819 bp-E2-Fragment (HG-E2s + HG-E5a)

Anschlief3end wurden je 3 ul der Ligationsansédtze sowie 1 ul des Vektors pBAD/His lacZ
(Positivkontrolle fur Proteinexpression), pBAD/His A und pBAD/His B (Negativkontrolle fir
Proteinexpression) in CaCl,-kompetente TOP10 E. coli-Zellen transformiert (Kap.ll, B.8.1)
und auf LB-Platten mit 50 pg/ml Ampicillin selektiert. Nach UN-Kultur (Kap.Il, B.1) und
Mini-Praparation der Plasmid-DNA (Kap.Il, B.2.1) wurde durch Kpnl/HindllI-Restriktion das
jeweilige Insert in mindestens einem der Klone nachgewiesen (vgl. Abb.111.28).

12345 67 8 910 11121314151617 18 1920 212223 24252627 28 293031 32
5148 bp/4973 bp y w . : o
4268 bp/3530 bp

2027 bp/1904 bp
1584 bp/1375 bp

947 bp/831 bp
546 bp

Abb.I11.28 Kpnl/Hindlll-Restriktionsanalyse einzelner Klone nach Ligation mit dem Expressionsvektor,
Transformation in TOP10 E. coli und Plasmidisolierung.

Spur 1-5: 575 bp-Expressionsvektor; Spur 6 und 24: DNA-MG-Marker 111; Spur 7 und 25: DNA-
MG-Marker V; Spur 8-17: 509 bp-Expressionsvektor; Spur 18-20: 645 bp-Expressionsvektor;
Spur 21-23: 819 bp-Expressionsvektor; Spur 26-32: 1131 bp-Expressionsvektor.

Unter Verwendung des pBAD Forward Primers und der entsprechenden Antisense-Primer der
Inserts wurden PCRs (Kap.ll, B.7) durchgefuhrt. Ein Amplifikat konnte gewonnen (vgl.
Tab.111.31) und somit auf eine Sense-Orientierung des Inserts geschlossen werden. Bel
Antisense-Orientierung des Inserts wére aufgrund der Primeranordnung keine Amplifizierung

moglich gewesen. Die Sequenzierung der Amplifikate (Kap.ll, B.9) ergab fur alle GBV-C-
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Fragmente eine korrekte Insertionsstelle und die Ubereinstimmung mit der GBV-C-Sequenz
bis auf einige konservative Punktmutationen (vgl. Tab.I11.31). Der “645 bp-Fragment”-Klon
wies jedoch im Bereich nt 46-58 des EcoRlI-restringierten 645 bp-Fragmentes eine zusétzliche
Nukleotidinsertion auf, was eine Verschiebung im Leseraster zur Folge hatte. Eine Protein-

expression war somit nicht mehr méglich.

Tab.l11.31  E1- und E2-Amplifikate nach PCR mit dem Antisense-Primer und pBAD Forward Primer und das
Ergebnis der Amplifikatsequenzierung.

Klon PCR-Primer Amplifikat | Ergebnis der Sequenzierung (mit PCR-Primern)
575 bp-E1-Klon | pBAD Forward Primer/ 817 bp | Insertionsstelle o0.k.; Punktmutationen
HG-E2a
509 bp-E2-Klon | pBAD Forward Primer/ 760 bp | Insertionsstelle o.k.; Punktmutationen
HG-E7a
645 bp-E2-Klon | pBAD Forward Primer/ 887 bp | Insertionsstelle 0.k.; Verschiebung des Leserasters
HG-Eda durch Nukleotidinsertion im Bereich der nt 46-58

des EcoRlI-restringierten Fragmentes

819 bp-E2-Klon | pBAD Forward Primer/ 886 bp | Insertionsstelle o.k.; Punktmutationen
HG-E4a
1131 bp-E2-Klon | pBAD Forward Primer/ 895 bp | Insertionsstelle o.k.; Punktmutationen
HG-E4a

Nachdem ein Plasmid mit korrekter Insertion des jeweiligen Fragments bestimmt wurde
(s.0.), wurde fur den Fall, dal3 es sich bel den zu exprimierenden Proteinen um fur E. coli
toxische Proteine handelte, die Plasmid-DNA zusétzlich in CaCl,-kompetente LM G194-
E. coli-Zellen transformiert (Kap.ll, B.8.1). Dieser Bakterienstamm erlaubt unter Verwen-
dung von RM-Medium mit Glucose (s. Kap.ll, A.6.1.1) eine niedrige Basalexpression des
Proteins. Desweiteren wurden der Vektor pBAD/His LacZ, pBAD/His A und pBAD/His B
transformiert. Eine nach UN-Kultur und Mini-Préparation durchgefiihrte EcoRI-Restriktions-
analyse zeigte die erfolgreiche Transformation aller Plasmide (s. Abb.111.29).

123456 7 8 9101121314 1516 17 18

4268 bp/3530 bp
2027 bp/1904 bp
1584 bp/1375 bp
947 bp/831 bp

546 bp

4268 bp/3530 bp
2027 bp/1904 bp
1584 bp/1375 bp

947 bp/831 bp
546 bp

Abb.I11.29 EcoRI-Restriktionsanalyse einzelner Klone nach Transformation der E1- und E2-Expressions-
vektorenin LMG 194 E. coli und Plasmidisolierung.

Spur 1/14/15: DNA-MG-Marker I11; Spur 2-4: 509 bp-Vektor; Spur 5-7: 575 bp-Vektor; Spur 8-
10: 645 bp-Vektor; Spur 11-13: 819 bp-Vektor; Spur 16-18: 1131 bp-Vektor.
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2.4 Optimierung der Expressionbedingungen

Jedes rekombinante Protein besitzt unterschiedliche Charakteristika, die die Expression
beeinflussen konnen. Daher wurde unter Verwendung geeigneter Negativ- und Positiv-
kontrollen die optimale Arabinosekonzentration und Induktionszeit in einer sogenannten
Pilotexpression fir jedes Protein ermittelt. Die Expression des ,, leeren” Vektors pBAD/His A
bzw. pBAD/His B wurde als Negativkontrolle, die des Vektors pBAD/His LacZ als Positiv-
kontrolle der Expression eingesetzt. Die Expression der E1- bzw. E2-Klone sollte zu den in
Tab.111.32 aufgezeigten rekombinanten Proteinen fuhren. Die molekulare Masse der Proteine
wurde durch den N-terminalen Aminosaureschwanz um ca. 3 kD vergrof3ert.

Tab.l111.32 Berechnete molekulare Masse der rekombinanten Proteine.
Der N-terminalem Aminosaureschwanz erhoht die molekulare Masse um 3 kD.

DNA-Fragment (Aminosdureanzahl des Peptids) Molekulare M asse des rekombinanten Proteins

575 bp-E1-Fragment (= 191 As) 20.7kD +3kD
509 bp-E2-Fragment (= 169 As) 18.6 kD + 3kD
645 bp-E2-Fragment (= 215 As) 23.2kD +3kD
819 bp-E2-Fragment (= 273 As) 29.3kD + 3kD
1131 bp-E2-Fragment (= 377 As) 41.1kD + 3kD
pBAD/HislacZ 120 kD

Die Pilotexpression wurde zuerst mit den in TOP10 E. coli transformierten Klonen durchge-
fahrt (Kap.l1, B.10.1). Zur Induktion der Expression wurden Arabinose-Endkonzentrationen
von 0.00002 %, 0.0002 %, 0.002 %, 0.02 % und 0.2 % ausgestestet. Die Vorbereitung der
“Nullzeit-Probe” (vor Induktion) sowie der 1h-, 2h, 3h-, 4h- und 5h-Probe (nach Induktion)
erfolgte zundchst nach dem Protokoll fur 16sliche und unlésliche Proteine und ergab nach
Analyse durch SDS-PAGE und Silberfarbung bzw. Western Blot nur firr die Uberstandfrak-
tion (I6dliche Proteine) von pBAD/HislacZ eine 120 kD-Bande bei einer Arabinosekonzen-
tration von 0.02-0.2 %. Auch die Pilotexpression (gleiche Bedingungen) der in LM G194 E.
coli transformierten Klonen ergab mit Ausnahme der Positivkontrolle kein Protein.

Eine weitere Expression mit den TOP10 E. coli Klonen wurde mit Arabinosekonzentrationen
von 0.02 %, 0.05 %, 0.1 %, 0.15 % und 0.2 % ausgetestet. Zusétzlich wurden die Proben
anhand eines zweiten Protokolls (“Preparation of Samples’) vorbereitet, was sich insbeson-
dere durch das Fehlen der sogenannten “Einfrier-Auftau”-Zyklen von dem zuvor angewende-
ten Protokoll unterschied. Die Proben wurden direkt in SDS-PA GE-Probenpuffer aufgenom-
men. Nach Analyse mittels SDS-PAGE und Western Blot wurde Protein von pBAD/HislacZ
und von dem 575 bp-E1-, 509 bp-, 819 bp- und 1131 bp-E2-Klon in allen Proben, aul3er den

zugehorigen Nullzeit-Proben und der Negativkontrolle, nachgewiesen (s. Abb.111.30).
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1234567 8 9101112 13 14151617 18192021
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66.2 kD
39.2kD

26.6 kD
21.5kD

14.4 kD

Spur 1: Nullzeit-Probe (0.02 % Ara-
binoseendkonzentration); Spur 2-4: Ex-
pression (0.02 %); Spur 5-8: Expression
(0.05 %); Spur 9-12: Expression
(0.1 %); Spur 13: Protein-Standard;
Spur 14-17: Expression (0.15 %); Spur
18-21: Expression (0.2 %).
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binoseendkonzentration); Spur 2-4: Ex-
pression (0.02 %); Spur 5-8: Expression
(0.05 %); Spur 9-12: Expression
(0.1 %); Spur 13: Protein-Standard;
Spur 14-17: Expression (0.15 %); Spur
18-21: Expression (0.2 %).
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21.5kD
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Spur 1: Nullzeit-Probe (0.02 % Ara-
binoseendkonzentration); Spur 2-4: Ex-
pression (0.02 %); Spur 5-8: Expression
(0.05 %); Spur 9-12: Expression
(0.1 %); Spur 13: Protein-Standard;
Spur 14-17: Expression (0.15 %); Spur
18-21: Expression (0.2 %).

12 34 6 6 7 & 910 1112 13 1418161718 10 20 21 22

7.4 kD
66.2 kD

PBIKD

2862 kD

2.5kD

Spur 1. Nullzeit-Probe (0.02 % Ara
binoseendkonzentration); Spur 2-4: Ex-
pression (0.02 %); Spur 5-8: Expression
(0.05 9%); Spur 9-12: Expression
(0.1 %); Spur 13: Protein-Standard;
Spur 14-17: Expression (0.15 %); Spur
18: Expression pBAD/His lacZ (5 h und
0.2 %); Spur 19-21: Expression (0.2 %).

Abb.I11.30 Pilotexpression des 575 bp-E1-Klons (A), des 509 bp-E2-Klons (B), des 819 bp-E2-Klons (C) und
des 1131 bp-E2-Klons (D) in E. coli TOP10 (pBAD/His-Vektorsystem) unter variierender
Arabinoseendkonzentration (0.02-0.2 %) und Induktionszeit (2-5 h).
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Alle Proteine, mit Ausnahme des “44.5 kD-Proteins’ (vgl. Abb.111.30), zeigten ein ihrer
berechneten molekularen Masse entsprechendes Laufverhalten (s. Tab.11.32). Das spezifisch
im Western Blot nachgewiesene 44.5 kD-Protein lief auf Hohe der 21.5 kD-Bande des Mole-
kulargewichtsmarkers. Die Expression des 645 bp-Klons ergab, wie erwartet, kein rekom-
binantes Protein. Tab.111.33 gibt eine Ubersicht fur die aus der Pilotexpression ermittelten
optimalen Expressionsbedingungen (Arabinosekonzentration, Induktionszeit) der einzelnen

Proteine.

Tab.I11.33 Optimale Konditionen (Induktionszeit und Arabinosekonzentration) zur Expression der E1- bzw.
E2-DNA-Fragmente des GB-Virus-C im Bakterienstamm E.coli TOP10 bei einer Temperatur von

37°C.
Rekombinantes Protein Optimale Arabinosekonzentration Optimale Induktionszeit
(Endkonzentration)
191 As Peptid (= 575 bp-E1-Fragment) 10 % (0.1 %) 5 Stunden
169 As Peptid (= 509 bp-E2-Fragment) 2 % (0.02 %) 5 Stunden
273 As Peptid (= 819 bp-E2-Fragment) 2 % (0.02 %) 5 Stunden
377 As Peptid (= 1131 bp-E2-Fragment) 10 % (0.1 %) 5 Stunden

2.5 “Scale-up” Expression und Aufreiniqung der rekombinanten Proteine

Nach Ermittlung der optimalen Expressionsbedingungen wurde eine Proteinexpression aus
einer 50 ml-Kultur des 819 bp-E2-Klones (s. Kap.1l, B.10.2) durchgefihrt. Da nicht bekannt
war, ob es sich um |dsliches bzw. unl6sliches Protein handelt, wurde sowohl die native as
auch denaturierende E. coli-Zellysat-Herstellung und Proteinreinigung (Kap.Il, B.10.3/
B.10.4) durchgefuhrt. Unter denaturierenden Bedingungen wurde dabei eine grol3ere Protein-
ausbeute erzielt. Eine anschlieffend unter denaturierenden Bedingungen durchgefiihrte
“Scale-up”-Expression aus einer 50 ml- und 250 ml-Kultur des 575 bp-E1-Klones sowie des
509 bp-, 819 bp- und 1131 bp-E2-Klones ergab nach Analyse der einzelnen Reinigungs-
schritte geringere Proteinmengen im Eluat als im Zellrest-Pellet (nach Zellyse). Die
Verwendung von Lyse-Puffer mit 8 M Harnstoff bewirkte wie eine verminderte Wachstums-
und Expressionstemperatur (30°C) keine grof3ere Proteinausbeute.

Alle folgenden “Scale-up”-Expressionen fanden aus 250 ml-Kulturen statt. Die Zellysat-
Herstellung erfolgte nach einem vom urspriinglichen Protokoll abgewandelten Verfahren (s.
Kap.ll, B.10.3). Hierbei wurde das durch Einschlul3korper-Bildung aggregierte und unloésliche
Fremdprotein nach Nukleaseverdau der Nukleinsduren und Extraktion von Proteasen wieder
in Losung gebracht. Nach Dialyse und elektrophoretischer Auftrennung Uber ein SDS

Polyacrylamidgel wurde sowohl nach Silberfarbung als auch nach einem Western Blot eine
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Proteinbande des 819 bp-E2-Fragmentes und 1131 bp-E2- Fragmentes in der Eluatfraktion
identifiziert (vgl. Abb.111.31).

12345 6 7 8 91011 12345 6 7 8 9 10 11
97.4 kD 97.4 kD
66.2 kD 66.2kD e
: )
39.2 kD - .
‘ 39.2 kD e J
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. - &
26.6 kD :
26.6 kD =
215kD
21.5 kD
14.4 kD
A B

Abb.I11.31 Anaytische SDS-PAGE der einzelnen Reinigungsschritte bel der Praparation des C-terminal
verkirzten E2-Proteins (32.3 kD; (A)) und des gesamten E2-Proteins (44.1 kD; (B)).

Spur 1: Protein-Standard, low range; Spur 2: Waschschritt | nach Benzonase/L ysozym-Inkubation;
Spur 3: Waschschritt |1 nach Benzonase/Lysozym-Inkubation; Spur 4: Waschschritt 111 nach
Benzonase/Lysozym-Inkubation; Spur 5: Waschschritt 1V nach Benzonase/Lysozym-Inkubation;
Spur 6: Zell-Pellet nach Lyse; Spur 7: Lysat; Spur 8: Uberstand nach Bindung des Lysats an die
Saule; Spur 9: Waschschritt pH 6.0; Spur 10: Waschschritt pH 5.3; Spur 11: Eluat.

Vergleiche der Proteinmengen zwischen Zellrest- und Eluatfraktion ergaben einen geringeren
Proteinanteil im Eluat. Versuche, hthere Proteinmengen zu erzielen, schlugen aufgrund der
eingeschrankten maximalen Bindungskapazitét der Chromatographiesaulen fehl. Fir das
575 bp-E1-Fragment wurde nur eine schwache (nicht gezeigt) und fur das 509 bp-E2-
Fragment keine Proteinbande der erwarteten Grofde nachgewiesen. Die ermittelten Protein-
konzentrationen (Kap.Il, B.11) lagen im Bereich von 60 bis 450 pg/ml (vgl. Tab.111.34).

Tab.I11.34 Proteinkonzentration und Gesamtausbeute an Protein nach Expression der E1- und E2-Fragmente
in TOP10 E. coli (250 ml Kultur) und anschlief3ender Proteinreinigung (denaturierend).

Rekombinantes Protein Proteinkonzentration Gesamtmenge an Protein
191 As Peptid (= 575 bp-E1-Fragment) 60 - 100 pg/ml 0.36-0.6 mg

169 As Peptid (= 509 bp-E2-Fragment) kein Protein erhalten

273 As Peptid (= 819 bp-E2-Fragment) 350 - 660 pg/ml 21-24mg

377 As Peptid (= 1131 bp-E2-Fragment) 400 - 450 pg/ml 24-2.7mg
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2.6 Herstellung und Austestung monoklonaler Anti-E2-Antikor per

Nach Expression und Aufreinigung des 377As-Peptides aus dem Bereich des E2-Strukturgens
wurden monoklonale Antikorper in der Ratte hergestellt (Kap.1l, B.13). Die von insgesamt 11
Hybridomen gewonnenen Zellkulturibersténde wurden auf AntikOrperproduktion und
-spezifitét im Western Blot (s. Kap.Il, B.18) gegen das 377 Aminosauren und das C-terminal
verkirzte 273 Aminosauren lange Peptid ausgetestet (vgl. Abb.111.32). Die hierzu notwendi-
gen Western Blot-Streifen wurden hergestellt (Kap.Il, B.18). Der Zellkulturiberstand (Anti-
E2-Antikdrper-haltig) wurde in einer 1:20-V erdinnung und das Konjugat (Anti-rat-1gG-POD-
Fab-Fragment) in einer 1:500-V erdiinnung eingesetzt (Kap.l1, A.7.2).

_1F6 [} 1F6
L& 3H7 3H7
SA2 . B5A2
5E11 -
i 3 5G3 5E11
6C7 & 8 5G3
E 7B9 6C7
E - 7C11 s
8C5 B 7B9
E 8D8 [} 7C11
8E6 8C5
B E [ 3 8D8
o [ 3 8E6
R | Xpress
A B

Abb.I11.32 Austestung der Hybridom-Zellkulturiberstdnde (1F6-8E6) auf Antikorperproduktion und
-spezifitét gegeniiber dem 377 As Protein (A) und dem 273 As Protein (B).

Xpress: Western Blot mit dem “Xpress’-Epitop (im pBAD/His-Vektor) spezifischen Anti-Xpress-
Antikorper.

Von den 11 zu testenden Zellkulturiibersténden zeigten acht (1F6, 3H7, 5G3, 7B9, 7C11,
8C5, 8D8 und 8E6) eine spezifische Reaktivitdt gegentber dem 377As-Peptid und mit
Ausnahme des Uberstandes 8C5 auch gegentiber dem 273As-Peptid (s. Abb.111.32), d.h. die
zugehorigen Hybridome produzieren spezifische gegen das E2-Antigen gerichtete Antikorper.
Aus dem Vergleich des Western Blots mit dem 377As-Peptid und dem Western Blot mit dem
273As-Peptid ergab sich eine grofdere Bandenschérfe mit dem Verkirzungsfragment. Des-
weiteren wiesen die Zellkulturiberstande 1F6, 3H7 und 5G3 fir beide Peptide die geringste
unspezifische Hintergrundfarbung auf. Durch Reklonierung der Hybridome 1F6 und 3H7
wurden die eigentlichen monoklonalen Antikorper gewonnen, die ihrerseits wieder im
Western Blot gegen das 377As-Peptid und 273As-Peptid ausgetestet wurden (s. Abb.111.33).
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i Abb.I11.33
! . 1F6 Austestung der Zellkulturiibersténde auf Antikérper-
RIS SR RS | : Y spezifitét nach Reklonierung der Hybridome 1F6
und 3H7.
3 ‘ . . .
o 1Fe Streifen 1 und 2; 273 As Antigen; Streifen 3 und 4:
4 T o S ; 3H7 377 As Antigen.

Die monoklonalen Antikorper der Hybridome 1F6 und 3H7 zeigten, wie schon vor
Reklonierung, gegentiber beiden Peptiden eine spezifische Immunreaktion, wobel der 3H7-
Antikorper jedoch wesentlich mehr unspezifische Bindungsreaktion (s. Anzahl der
unspezifischen Banden) aufwies. Weitere Arbeiten, wie die Charakterisierung der E2-Binde-
doméne des monoklonalen Antikdrpers und die Etablierung eines ELISA, wurden daher mit
dem Anti-E2-Antikorper 1F6 durchgefihrt.

2.7 Charakteriserung der E2-Bindedoméne des monoklonalen Anti-E2-Anti-
korpers*“ 1F6”

Aufgrund der auch zum C-terminalen Verkirzungsfragment von E2 bestehenden
Immunreaktivitét des monoklonalen Antikdrpers konnte von vornherein der C-Terminus des
E2-Antigens als Bindestelle ausgeschlossen und somit die weiteren Untersuchungen auf das
273As-Peptid eingeschrankt werden. Ziel dieser Arbeit war es, nach Spaltung des Antigens
mittels spezifischer Proteasen, die entstandenen Fragmente definierter Lange auf Immun-
reaktivitdt gegentber dem monoklonalen Antikorper im Western Blot zu untersuchen und
damit die Bindedomane ausfindig zu machen (sogenanntes “Peptid Mapping”).

Durch Bestimmung der Aminosdurezusammensetzung (Kap.ll, B.12) des 273As-Peptides
(vgl. Abb.111.34) war es moglich, drel geeignete Proteasen mit einer moglichst geringen
Anzahl an Spaltstellen hinsichtlich des Antigens zu ermitteln (Tab.I11.35).

1 11 21 31 41 51

1 ISQGAPASVLG ISRPFIAGLTW IQSCSCRSNCB FIzVPTc]va] IIQGNVTLLCDC F|>NG3V\X/V\X/PA 60
61 LCQAI GACDP | THWBHGONQ WPLSCPQFVY GAVSVTCWG SVSWFASTGG RDSKVDVWBL 120
121 VPVGSASCTI AALGSSDRDT WWELSEWG P CATCI LDRRP ASCGTCVRDC WPETGSVRFP 180
181 FHRCGAGPRL TRDLEAVPVA NRTTPFTI RG PLGNQGRGNP VRSPLGFGSY TMTKI RDSLH 240
241 LVKCPTPAI B PPTGTFGFFP GVPPLNNCM. LGT

Abb.I11.34 Aminosduresequenz des C-terminalen Verkirzungsfragments von E2 (273 As) mit spezifischen
Spaltstellen der Endoproteinase Lys-C (grin), der Endoproteinase Glu-C (rot) und der
Endoproteinase Asp-N (gelb).
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Tab.l11.35 Typ, Spezifitédt und Anzahl der spezifischen Spaltstellen der zur Spaltung des C-terminalen E2-

Verkurzungsfragmentes (273 As) eingesetzten Proteasen.

Bei quantitativer, d.h. vollstandiger Proteolyse spaltet die Endoproteinase Lys-C (Jekel et al.,
1983; Ahmed et al., 1986), die Endoproteinase Glu-C (Houmard et al., 1972) und die
Endoproteinase-Asp-N (Drapeau G.R., 1980) entsprechend ihrer Spezifitdt alle Bindungen und
erzeugt damit einen &guimolaren Peptidsatz.

Protease Typ/Spezifitét Spezifische | Aquimolarer Peptidsatz bei
Spaltstellen guantitativer Proteolyse
[Molekulare Masse]

Endoproteinase Lys-C | Serinprotease / Hydrolyse von Peptid- 3 9As[1.1kD]
(30kD) bindungen C-terminal von Lysin 30 As[3.1kD]

114 As[12.3 kD]

120 As[12.9 kD]
Endoproteinase Glu-C | Serinprotease / Spaltung von Peptid- 8 3/4115/21/22/23/
(27kD) bindungen C-terminal von Glutamat 27 As

55 As[6.0 kD]

103 As[11.0 kD]
Endoproteinase Asp-N | Metalloprotease / Hydrolyse von Peptid- 10 21/3/12/18/20/22/
(27kD) bindung N-terminal von Aspartat und 2437143144148 As

Cysteinsdure

Nach Spaltung von je 100 ug Protein (Kap.Il, B.14) durch Endoproteinase Lys-C (Enzym-

menge: 5 ug; Inkubationstemperatur: 37 °C), Endoproteinase Glu-C (Enzymmenge: 5 ug

bzw. 10 pg; Inkubationstemperatur: 25°C) bzw. Endoproteinase Asp-N (Enzymmenge: 0.1 ug

bzw. 0.2 pg; Inkubationstemperatur: 37°C) unter den entsprechenden Pufferbedingungen
(Kap.l1, A.7.2) wurde folgende Ergebnisse erzielt (vgl. Abb.I11.35):
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Abb.I11.35 Western Blot mit monoklonalem Antikdrper des Hybridoms 1F6 nach Spaltung des 273 As
Antigens mittel s spezifischer Proteasen.

Endoproteinase Asp-N-Spaltung (Spur 1-6): Spur 1: 0.1 ug Enzym + 1 h Spaltzeit; Spur 2: 0.2
ug + 1 h; Spur 3: 1h-Kontrolle (ohne Enzym); Spur 4: 0.1 ug + 18 h; Spur 5: 0.2 ug + 18 h; Spur
6: 18 h-Kontrolle.

Endoproteinase Lys-C (Spur 7-10): Spur 7: 5 ug + 1 h; Spur 8: 1h-Kontrolle; Spur 9: 5 ug + 18
h; Spur 10: 18 h-Kontrolle.

Endoproteinase Glu-C (Spur 16-20): Spur 16: 5 ug + 1 h; Spur 17: 10 ug + 1 h; Spur 18: 1 h-
Kontrolle; Spur 19: 5 ug + 18 h; Spur 20: 10 ug + 18 h.

Spur 11: Protein-Standard, low range; Spur 12: 273 As-Protein, ohne Inkubation; Spur 13: 273 As-
Protein, 37°C Inkubation; Spur 14: 273 As-Protein, 25 °C Inkubation; Spur 15: Polypeptid-
Standard.

a. Eine enzymatische Spaltung fand prinzipiell statt, wie aus einem Vergleich der Ansétze
mit/ohne Enzym ersichtlich ist. Nach 18 Stunden wurde eine weitgehend vollstandige
Spaltung des Proteins erreicht (vgl. Spur 4, 5, 9, 19 und 20).

b. Nach Inkubation des Proteins bei 37°C bzw. 25°C ohne Enzym wurde keine unspezifische
Spaltung festgestellt (s. Spur 12-14).

c. Eine eventuell durch den jeweiligen Proteasepuffer hervorgerufenen unspezifische
Spaltung wurde nicht analysiert (Vergleich dialysiertes Protein [Spur 3, 6, 8, 10, 18] / nicht
dialysiertes Protein [Spur 13, 14]).

d. Nach 18 stiindiger Proteolyse wurden nach Coomassie-Farbung die kleinsten Protein-
banden in Hohe der 3.5 kD Bande des Molekulargewichtsmarkers nachgewiesen (Spur 9).
Es handelte sich hierbel um das 30 As (3.1 kD) und 39 As lange Peptid (4.2 kD: 3.1 kD +
1.1 kD) nach Proteinspaltung mit Endoproteinase Lys-C. Im Western Blot wurde dann
jedoch nur fir das 39 As lange Peptid (Proteinbande bei 4.2 kD) eine Immunreaktion mit
dem Anti-E2-Antikorper nachgewiesen (vgl. Spur 9). Demnach bindet der monoklonae
Antikorper 1F6 im C-terminalen Bereich des E2-Verkirzungsfragments (s. Abb.111.36).
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1 11 21 31 41 51

1 IS(XEAPASVLG |SRPFEAGLTW (IBCSCRSNGS I-I'\’\/PTGER\/V\E IIQGN\/T LLCDC PINGPV\X/V\X/PA 60
61 LCQAI GACDP | THWBHGONQ WPLSCPQFVY GAVSVTCW\G SVSWFASTGG RDSKVDVWSL 120
121 VPVGSASCTI AALGSSDRDT VWWELSEWS P CATCl LDRRP ASCGTCVRDC WPETGSVRFP 180
181 FHRCGAGPRL TRDLEAVPVA NRTTPFTI RG PLGNQGRGNP VRSPLGFGSY TMIKI RDSLH 240
241 LVKCPTPAI E PPTGIFGFFP GVPPLNNCML LGT

Abb.I11.36 Bindedomane (As 235-273 des E2-V erklirzungsfragments; grau unterlegt) des monoklonalen Anti-
E2-Antikorpers (aus dem Hybridom 1F6).

Anhand des fur das gesamte E2-Hullprotein ermittelten Hydropathie-Diagramms nach Kyte-
Doolittle und des Diagramms zur Bestimmung der Oberflachenwahrscheinlichkeit (nach
Emini) sowie des antigenen Index (nach Jameson-Wolf) wurde die Bindedoméne des
monoklonalen Anti-E2-Antikorpers grofdtenteils als hydrophiler und oberflachenorientierter
Bereich mit hoher Antigenitét analysiert (vgl. Abb.I11.37).

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360

A l_ = Alpha-Regionen 1)
A i1l i I | i | B ® Alpha-Regionen 2)
o HHHEHHE - - B « Beta-Regonen 1)
o H— o R . « Bota Regionen 2
* — - H-HE— - HHHH—H—H— o “Tum'-Regionen 1)
" - H— - - Tum' Rogionen 2)
o = “ColrRegionen

® Hydrophile Regionen 3)

- Amp_hipathische Alpha-
Regionen 4)

= Amp_hipathische Beta-
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8 Antigene Regionen 6)

Oberflaichenwahrschein-
lichkeit 7)

—_—

Abb.Il1. 37 Charakteriserung der E2-Bindedoméne (As 235-273) des monoklonalen Anti-E2-Antikorpers:
Hydrophile, antigene und oberflachenorientierte Regionen.

1) nach Garnier-Robson 2) nach Chou-Fasman 3) nach Kyte-Doalittle 4) nach Eisenberg 5) nach
Karplus-Schulz 6) nach Jameson-Wolf 7) nach Emini

131




Ergebnisse

2.8 Etablierung eines GBV-C-EL | SA-Testsystems

Nach Expression und Aufreinigung des C-terminal verkirzten (273 As) und des gesamten E2-
Proteins (377 As) von GBV-C wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Elena Roguinskaia vom
Max von Pettenkofer-Institut ein ELISA zum Nachweis GBV-C-spezifischer Antikorper
etabliert. Neben verschiedenen Antigen- (1:2 bis 1:300), Serum- (1:20 bis 1:200) und
Konjugatverdiinnungen (1:1000 bis 1:4000) wurden u.a. auch hinsichtlich Zusammensetzung
(mit Tween bzw. ohne Tween) und pH-Wert (pH 9.0, pH 8.4 bzw. pH 7.6) unterschiedliche
Puffer sowie Blockingldsungen mit 2 % bzw. 3 % BSA ausgetestet. Desweiteren wurden
Unterschiede in Bezug auf die Bindungskapazitdt des Antigens nach Inkubation mit
monoklonalem Anti-E2-Antikorper bzw. ohne monoklonalen Antikorper Uberprift. Als
Negativ- bzw. Positivkontrollen wurden zuvor mittels des kauflichen ELISA “uPLATE
Hgenv” auf GBV-C untersuchte Seren eingesetzt. Optimale ELISA-Resultate wurden dabei
mit einer Antigenverdiinnung von 1:2 bis 1:10, einer Konjugatverdiinnung von 1:2000, einer
Serumverdiinnung von 1:60, PBS mit einem pH-Wert im Bereich von 7.4 bis 7.6 und einer
Blocking-Losung mit 3 % BSA erzielt (Daten nicht gezeigt). Desweiteren wurde nach der
Vorbeschichtung der Mikrotiterplatte mit monoklonalem Antikorper (1:20-Verdinnung) eine
hohere Bindungkapazitdt des Antigens festgestellt, wobel mit dem C-terminalen
Verkirzungsfragment im Vergleich zum Gesamtprotein eine hoherer Spezifitét, d.h. ein

niedrigeres Hintergrundsignal erreicht wurde (s. Tab. 111.36).

Tab.l11.36 ELISA-Spezifitét des 377 As Antigens im Vergleich zum 273 As Antigen (1:2- bzw. 1.5-
Verdinnung) mit bzw. ohne monoklonalen Anti-E2-Antikorper.

Antigen 377 AsE2-Protein 273 AsE2-Protein

E2-Ak - + + + - +

Antigen- 1:2 1:2 1:5 1:5 1:2 1:2 1.5 1.5

verd.
o] | 0455 0.557 0.787 1.228 0.750 1.423 0.979 1.529
e %3 0.554 0.355 0.301 1583 0.850 1142 0.808 1.447
g Z 0.244 0.204 0.246 0.666 0.320 0.172 0.157 0.192
g [ ozrs 0.245 0.733 0.504 0.230 0.166 0.210 0.19
S é 0.261 0.384 0.213 0.464 0.230 0.168 0.157 0.160
S| S[ o1 0.076 0.247 0.165 0.298 0.233 0.255 0.172

Prinzipiell konnte unter Verwendung des rekombinanten E2-Proteins und des monoklonaen
Anti-E2-Antikorpers ein ELISA-Testsystem (Kap.11, B.19.2) etabliert werden.
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Bel der Untersuchung einer grofReren Zahl von im “pPLATE Hgenv”-Test (Kap.ll, B.19.1)
Antikorper-positiven und Antikorper-negativen Seren konnte jedoch nicht in jedem Fall eine

zur Unterscheidung ausrei chende Extinktionsdifferenz gefunden werden.

Zusammenfassung “ Diagnostischer Nachweis einer GBV-C-Infektion ”

Verschiedene Bereiche der Strukturgene E1 und E2 wurden kloniert, exprimiert und
aufgereinigt. AulRerdem gelang es, monoklonale, gegen das E2-Protein von GBV-C gerichtete
Antikorper (aus Ratte) zu gewinnen. Durch spezifische Restriktion des E2-Proteins wurde fir
einen Antikorper ein 39 As langes Fragment im C-terminalen Bereich des E2-Verklrzungs-
fragmentes als antikdrperbindende Domane festgelegt. Dieser Bereich wurde anhand des
Hydropathie- und Oberflachenwahrscheinlichkeitsdiagramms sowie anhand des antigenen
Index als hydrophiler, oberfl&chenorientierter und hoch antigener Bereich analysiert.

Unter Verwendung des rekombinanten E2-V erkirzungsproteins und des monoklonalen Anti-
korpers wurde ein ELISA-Testsystem zum Nachweis von Antikdrpern gegen das E2-Protein
von GBV-C etabliert.

3. Untersuchungen zur Pravalenz und Ubertragung des GB-Virus-C

Im Folgenden wurde die Pravalenz von GBV-C innerhalb verschiedener Bevolkerungs-
gruppen, mit Blutspendern as Stellvertreter der Normalbevolkerung sowie Hamophilie-
Patienten, Homosexuellen und Prostituierten als Risikogruppenangehdrige, untersucht.
Dadurch sollten Hinweise auf eventuelle Ubertragungswege von GBV-C und das Infektions-
risiko dieser Gruppen gewonnen werden. Der Nachweis einer bestehenden Infektion erfolgte
mittels RT-PCR (s. Kap.1l, B.7) unter Verwendung der Primer YK874, YK877, YK875 und
YK876 (Kap.ll, A.3.2.2), der einer bereits abgelaufenen Infektion durch Nachweis spezifi-
scher, gegen das E2-Glykoprotein von GBV-C gerichteter Antikorper mittels des kauflichen
ELISA “UPLATE HGenv” (Kap.ll, B.19.1). Die statistische Auswertung der Daten erfolgte
mit Hilfe des Statistikprogrammes “Instat” unter Anwendung des “Fisher's Exact Test”.
P-Werte < 0.05 wurden als signifikant betrachtet.

Abb.I11.38 gibt eine Ubersicht zur Préavalenz von GBV-C innerhalb einzelner Bevolkerungs-
gruppen. Mit Ausnahme einiger Seren (bel Prostituierten) wurden GBV-C Anti-E2-Anti-
korper nicht gleichzeitig mit der GBV-C-RNA nachgewiesen. Das Auftreten von Anti-E2
scheint deshalb, wie bei den Tamarinen beschrieben, mit der Virusdimination und

Ausheilung der Infektion assoziiert zu sein.
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Viramie und Seroreaktivitdt von GBV-C bei Personen ohne und mit
Risikoanamnese

707

6)

60

9)

50

EGBV-C-RNA +
| 3
40 ) 5) 9 B GBV-C-Ak +
OGesamtpravalenz
30 2) 4)

20
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2),5), 8)
3), 6), 9)

1)
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Blutspender (n =200) Hamophile (n =92) Homosexuelle (n=71) Prostituierte (n = 308)

Abb.I11.38 Vergleich der Pravalenz des GB-Virus-C zwischen Blutspendern einerseits und Hamophilen,
Homosexuellen (HIV-infiziert, keine IVDUSs) und Prostituierten andererseits.

Hamophile: 1) p=0.0214 signifikant Odds Ratio = 3.509
2) p<0.0001 hoch signifikant Odds Ratio = 5.529
3) P<0.0001 hoch signifikant Odds Ratio = 5.655

Homosexuelle: 4) p<0.0001 hoch signifikant Odds Ratio = 11.814
5) p<0.0001 hoch signifikant Odds Ratio = 8.514
6) p<0.0001 hochsignifikant Odds Ratio = 16.477

Progtituierte: 7) p<0.0001 hoch signifikant Odds Ratio = 7.343
8) p<0.0001 hoch signifikant Odds Ratio = 7.757
9) P<0.0001 hoch signifikant Odds Ratio = 10.243

Sowohl hinsichtlich einer GBV-C-Virdmie as auch der Anti-E2-Antikorper-Positivitét
wurden bei Homosexuellen, Prostituierten und Hamophilen signifikant hdhere Werte als bei
Blutspendern gefunden. Mit einer Gesamtpréavalenz von 62 % und einer “Odds Ratio” von 16
zeigten Homosexuelle im Vergleich zur Blutspendern die hoéchste Durchseuchungsrate und
das grofite Infektionsrisiko, gefolgt von Prostituierten mit einer Préavalenz von 50 % und einer
“Odds Ratio” von 10 sowie Hamophilen mit 36 % Gesamtprévalenz und einer “Odds Ratio”
von 6. Die signifikant hohere Durchseuchung von Homosexuellen und Prostituierten im
Vergleich zu Blutspendern spricht fiir eine Ubertragung von GBV-C bei Sexuakontakt. Die
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erhdhte Durchseuchung von Hamophilen deutet an, dal3 das Virus auch parenteral mit Blut
und Blutprodukten Ubertragen werden kann.

Die in Zusammenarbeit mit Dr. Martin Wé&chtler (4. Medizinische Abteilung, Krankenhaus
MUnchen-Schwabing) durchgefiihrten Untersuchungen hinsichtlich einer Assoziation
zwischen GBV-C-Markern und anamnestischen Parametern bzw. Laborparametern bel 71
HIV-infizierten Homosexuellen ohne intravendsen (i.v.) Drogenkonsum ergaben die in
Tab.111.37 dargestellten Daten.

Tab.I11.37 Assoziation zwischen GBV-C-Markern und anamnestischen bzw. Laborparametern bei 71 HIV-
infizierten Homosexuellen ohne intravendse Drogenabhangigkeit.

GBV-C RNA und GBV-C RNA GBV-C Anti-E2-Ak

Anti-E2-Ak negativ positiv positiv

Anzahl der Personen 27 19 25
Mittleres Alter [Jahre] 47 (26 - 75) Y 39(24-55)Y 2 47 (29 - 62) ?
Zahl der Lues-Antikorper positiven Personen 10 (37 %) 9 (47 %) 17 (68 %) ¥
Zahl der Personen mit anamnestischer 5(19 %) ¥ 3(16 %) 11 (44 %) ¥
Lues/Gonorrhoe
Mittelwert CD4-Zellen [Zellen/ml] 225 (3 - 644) 273 (50 - 670) 275 (1 - 704)
Mittelwert GPT [IU/L] bzw. 13 (5 - 50) 14 (4 - 35) 29 (6-242) O
Gama-GT [IU/L] 26 (7 - 125) 18 (8- 47) 34(8-143) O

1) p = 0.0236 signifikant

2) p = 0.0350 signifikant

3) p = 0.0308 signifikant

4) p =0.0715 nicht signifikant

O In dieser Gruppe war ein chronischer Alkoholiker mit einem GPT-Wert von 242 [U/L und
einem Gamma-GT-Wert von 143 IU/L.

Es wurde ein signifikant niedrigeres Durchschnittsalter bel Homosexuellen mit einer be-
stehenden GBV-C-Infektion im Vergleich zu Homosexuellen mit einer bereits abgelaufenen
Infektion festgestellt. Desweiteren zeigten Homosexuelle mit positivem GBV-C-Antikorper-
Nachweis im Vergleich zu GBV-C-Marker negativen Homosexuellen eine signifikant hthere
Nachweisrate in Bezug auf Lues-Antikorper. Ebenso waren wesentlich mehr Personen mit
anamnestischer Lues oder Gonorrhoe bel den GBV-C-Antikorper positiven Homosexuellen
als bei den nicht GBV-C infizierten Homosexuellen zu finden. Diese Assoziation zwischen
abgelaufener GBV-C-Infektion und serologischen Markern einer Lues bzw. anamnestischer
Angabe einer abgelaufenen Lues oder Gonorrhoe spricht dafir, dal3 GBV-C, wie zuvor auf
Seite 134 beschrieben, auf sexuellem Weg Ubertragen wird.
Die jeweils fur CD4-Zellen und die Enzyme GPT und Gama-GT ermittelten Werte zeigten
keinen Unterschied zwischen Personen mit bestehender oder abgelaufener GBV-C-Infektion
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und nicht infizierten Personen. Die GBV-C-Infektion scheint damit weder eine bestehende

HIV-Infektion zu beeinflussen noch mit einer Leberentzindung assoziiert zu sein.

Aus Pravalenzvergleichen HIV-infizierter und nicht HIV-infizierter Homosexueller mit bzw.
ohnei.v.-Drogenkonsum konnte v.a. bei Homosexuellen mit HIV-Infektion und gleichzeitiger
Drogenabhangigkeit eine extrem hohe GBV-C-Gesamtpravalenz (83 %) festgestellt werden
(s. Abb.111.39).

GBV-C-Viramie und Seroreaktivitat bei HIV-positiven und HIV-negativen
Homosexuellen mit bzw. ohne i.v.-Drogenkonsum

90

80
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EGBV-C-RNA +
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20— O Gesamtpravalenz
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Blutspender Homosexuelle Homosexuelle Homosexuelle Homosexuelle
(n =200) HIV- (n=14) HIV-/IVDU (n= HIV+ (n=71) HIV+/IVDU (n=
44) 12)

Abb.I11.39 Prévalenzvergleich HIV-infizierter bzw. nicht HIV-infizierter Homosexueller mit bzw. ohne i.v.-
Drogenkonsum.

Pravalenzstudien bei Prostituierten in zwei Altersgruppen (Abb.111.40) ergaben eine signifi-
kant erhdhte Gesamtpravalenz bei Prostituierten > 29 Jahre im Vergleich zu Prostituierten
< 29 Jahre, was inshesondere auf den haufigeren Nachweis GBV-C-spezifischer Antikérper

bei dteren Prostituierten zurtickzufuhren ist.
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GBV-C-Viramie und Seroreaktivitat bei Prostituierten in zwei Altersgruppen
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O Gesamtpravalenz

Prostituierte jinger als oder gleich 29 Jahre (n = 109) Prostituierte alter als 29 Jahre (n = 199)

Abb.I11.40 Nachweis von RNA bzw. Anti-E2-Antikorper des GB-Virus-C bei Prostituierten in zwel Alters-
gruppen.
1) p=0.4433 nicht signifikant
2) p=0.0004 hoch signifikant
3) p=0.0234 signifikant

Zusammenfassung “ Pravalenz und Ubertragung des GB-Virus-C”

Epidemiologische Untersuchungen zur Préavalenz von GBV-C ergaben ein stark erhdhtes
Infektionsrisiko fur H&mophile, einer Risikogruppe fur parenteral mit Blut und Blutprodukten
ubertragene Infektionen, sowie fur Homosexuelle und Prostituierte as Risikogruppen fur
beim Sexualkontakt Ubertragene Infektionen, im Vergleich zur Pravalenz bei Blutspendern.
Damit wurde neben dem bekannten parenteralen Ubertragungsweg durch Blut/Blutprodukte
auch der sexuelle Ubertragungsweg von GBV-C wahrscheinlich gemacht. Aufgrund dieser
Kenntnis kann der B-Lymphozyt nicht der einzige Replikationsort von GBV-C sein.

Zudem wurde gezeigt, dal3 RNA und Anti-E2-Antikorper in dieser Studie mit Ausnahme
einiger Falle ausschliefdlich exklusiv auftreten. Die Bildung von Anti-E2-Antikorpern scheint
daher mit der Klarung der GBV-C-Infektion assoziiert zu sein.
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V. DISKUSSION

A. Das GB-Virus-A und GB-Virus-B

1. Reinisolierung der GB-Viren GBV-A und GBV-B

Im Verlaufe dieser Arbeit wurden die gemeinsam im sogenannten “ GB-Agens’ vorhandenen
Viren GBV-A und GBV-B voneinander getrennt und charakterisiert. Im Gegensatz zu
friheren Arbeiten (Deinhardt et al., 1967; Frosner et al., personliche Mittellung; Schlauder et
al., 1995; Simons et al., 1995a) standen jetzt Reinisolate des GB-Virus-A und GB-Virus-B
zur Verfigung. Die Kreuzimmunitédt zwischen GBV-A und GBV-B wurde nun in
sogenannten Challenge-Experimenten in Affen untersucht. Die Trennung der Viren ermég-
lichte die Bestimmung des Replikationsortes von GBV-A und GBV-B.

2. Challenge-Experimente mit GBV-A und GBV-B

Nach erfolgter Infektion von Krallenaffen mit GBV-A bzw. GBV-B bestand Immunitét
beziiglich einer Reinfektion mit dem gleichen Virus. Eine Kreuzimmunitdt zwischen GBV-A
und GBV-B bestand jedoch nicht. Dies bestétigte die nach Sequenzanalyse (Muerhoff et al.,
1995; Simons et al., 1995a) sowie molekularer und serologischer Analyse des GB-Hepatitis-
Agens (Schlauder et al., 1995) aufgestellte Schluf¥folgerung, dal3 es sich bet GBV-A und
GBV-B um verwandte, jedoch unterschiedliche Viren handelt.

Je grofier der Verwandtschaftsgrad zweier Viren ist, desto grof3er wére die Wahrscheinlichkeit
fur eine Kreuzimmunitét zwischen diesen Viren. Die Verwandtschaft zwischen GBV-A und
GBV-B ist jedoch relativ gering (vgl. Tab.1.3). Beide Viren sind ndher mit dem Hepatitis C-
Virus verwandt als untereinander.

Aufgrund von Challenge-Experimenten wurde die Existenz einer humoralen Immunitét
gegentiber dem GB-Virus-B (Schlauder et al., 1995; Pilot-Matias et al., 1996) bestétigt. Ein
Affe mit einer bereits abgelaufenen GBV-B-Infektion konnte im Challenge-Experiment nicht
erneut mit GBV-B reinfiziert werden. Entsprechend konnte auch eine humorae
Immunreaktion gegentber dem GB-Virus-A gezeigt werden. Ein mit GBV-A und GBV-B
infizierter Affe konnte 778 Tage nach der ersten Infektion nicht erneut mit GBV-A reinfiziert
werden.

In Bezug auf die Pathologie der GB-Viren GBV-A und GBV-B wurde mit Hilfe der

Challenge-Experimente unter Verwendung der Reinisolate die schon zuvor aufgestellte
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Hypothese, dal3 es sich bei GBV-B um das aleinig kausale Agens der GB-Hepatitis handelt
(Schlauder et al., 1995; Simons et al., 1995a), bestétigt. Die Leberpathogenitét zeigte sich
durch den histologischen Nachweis einer Hepatitis und die Erhdhung des Transaminase-
spiegels.

Durch Inokulation des GBV-A-Reinisolats konnte dahingegen keine Transaminaseerhthung
> 100 IU/L ausgelost werden. Niedrigere Anstiege waren meist nur in einer Blutabnahme
nachweisbar und wurden wahrscheinlich durch andere Ursachen bedingt (Kampfe der Affen
untereinander, Muskelquetschung beim Fangen und bei der Blutabnahme). Solche geringen,
kurzfristigen Transaminaseerhthungen wurden regelméfdig auch bei nicht inokulierten Affen
beobachtet. Fir GBV-A wurde jedoch kein mit einer GBV-A-Infektion assoziiertes
Krankheitsbild gefunden.

3. Bestimmung des Replikationsortesvon GBV-A und GBV-B

Die beste Moglichkeit, Hinweise auf die Pathologie einer GBV-A-Infektion zu finden,
bestand in der Bestimmung des Replikationsortes des GB-Virus-A. Anfangliche Versuche,
den Replikationsort mittels RT-PCR zu ermitteln, scheiterten aufgrund der Blutkontamination
der Organe. Das Virus wurde in allen Organen gefunden. Die hier gewdhlte Methode der
in situ-Hybridisierung ermdglichte die spezifische Detektion von RNA-Sequenzen des
GB-Virus-A bzw. GB-Virus-B mittels Digoxigenin-markierter RNA-Sonden in morpho-
logisch konservierten Gewebeschnitten. Die untersuchten Gewebe wurden dabei in parallelen
Ansdtzen sowohl mit der Antisense- a's auch der Sense-Sonde in situ hybridisiert, wodurch
neben dem Nachweis der genomischen RNA (Plusstrang-RNA der GB-Viren) auch der der
replikativen RNA (Minusstrang-RNA der GB-Viren) ermoglicht wurde. Als Replikationsort
wurde das Organ betrachtet, in dem sowohl mit der Sense- als auch der Antisense-Sonde ein
deutliches in situ-Hybridisierungssignal nachweisbar war. Im Falle des GB-Virus-A wurde
das Gehirn als Ort der Replikation gezeigt. Damit wurde mit Hilfe der in situ-Hybridisierung
GBV-A as Verursacher der GB-Hepatitis im Tamarinen ausgeschlossen. Die Frage nach
einer Krankheitsassoziation von GBV-A im Kralenaffen blieb jedoch welterhin
unbeantwortet. Es wird jedoch insbesondere zu prifen sein, ob GBV-A neurologische
Erkrankungen ausl 6sen kann.

GBV-B, das as kausales Agens der GB-Hepatitis in Tamarinen beschrieben wurde
(Deinhardt et al., 1967; Schlauder et al., 1995; Simons et al., 1995a), wurde mittels in situ-
Hybridisierung auf Hepatotropismus und Replikation in der Leber Uberprift. Wie fir GBV-A
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waren auch hier anfangliche Versuche, den Replikationsort mittels RT-PCR zu bestimmen,
aufgrund der Blutkontamination der Organe erfolglos geblieben (A. Kekulé, personliche
Mitteilung). Mit Hilfe der in situ-Hybridisierung wurde, wie erwartet, die Leber as Replika-
tionsort von GBV-B gezeigt und dadurch GBV-B as Verursacher der GB-Hepatitis im
Tamarinen bestétigt. Im Gehirn, dem Replikationsort von GBV-A, konnte GBV-B nicht

nachgewiesen werden.

B. Das humane GB-Virus-C

1. Bestimmung des Replikationsortes von GBV-C

Hinsichtlich des GB-Virus-C stand insbesondere die Frage nach assoziierten Erkrankungen
und damit die Rolle von GBV-C as Krankheitserreger im Mittelpunkt. So war u.a. der
Zusammenhang zwischen einer GBV-C-Infektion und fulminanten (Yoshiba et al., 1995; Kao
et al., 1996; Kanda et al., 1996; Moaven et al., 1996; Sdlie et al, 1996; Hadziyannis et al.,
1997) sowie akuten und chronischen Non-A-E Hepatitiden (Fiordalisi et al., 1996; Alter et
al., 1997a; Alter et al., 1997b; Miyakawa et al., 1997; Yashina et al., 1997; Zhang et al.,
1997; Frider et al., 1998) diskutiert worden. Bei Koinfektion mit HBV bzw. HCV (Y ashina et
al., 1997; Colombatto et al., 1997; Fabris et al., 1998) konnte jedoch keine signifikante
Anderung des klinischen Verlaufs und des histologischen Schweregrades einer HBV- bzw.
HCV-Erkrankung festgestellt werden. Den meisten Untersuchungen zufolge wurde GBV-C
als kausales Agens einer Lebererkrankung zunehmend in Frage gestellt. Eine mogliche
Assoziation zwischen GBV-C und aplastischer Anamie (Zaidi et al., 1996; Byrnes et al.,
1996; Brown et al., 1997; Moriyama et al., 1997) konnte bislang nicht bewiesen, jedoch auch
nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden. Aussagekraftige Hinweise auf die Pathogenitat
und Virulenz von GBV-C gaben v.a. die Uberprifung des Hepatotropismus und die
Bestimmung des Replikationsortes von GBV-C.

Untersuchungen verschiedener Organe auf strangspezifischen Nachwels des GBV-C-Genoms
mittels RT-PCR (A. Kekulé, personliche Mitteilung; Fabris et al., 1998; Laskus et al., 1998)
ergaben nicht nur einen positiven Nachweis von Plus- und Minusstrang-RNA in der Leber,
sondern z.B. auch in der Milz und im Knochenmark. Aufgrund der nicht auszuschlief3enden
Gefahr einer Blutkontamination der Organe (GBV-C ist mittels RT-PCR in hohen

Konzentrationen im Serum Infizierter nachweisbar), sowie einer eventuellen unspezifischen
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Bindung der in der PCR verwendeten Primer wurden diese Daten wegen maoglicher falsch-
positiver Ergebnisse jedoch nicht als zuverlassig betrachtet. Durch Vergleich der viralen
RNA-Menge (in Serum und Leber) von GBV-C mit der des hepatotropen HCV (Fan et al.,
1999; Kudo et al., 1997; Pessoa et al., 1998) gelang es, eine Beziehung zwischen einer
GBV-C-Infektion und einer Hepatitis weitestgehend auszuschlief?en. Die Annahme, dal3
GBV-C primér in einem anderen Organ als der Leber repliziert, war angebracht.

Wie schon zuvor fur GBV-A und GBV-B, war die in situ-Hybridisierung die aussage-
kraftigste Methode, um den primdren Replikationsort von GBV-C zu ermitteln. Unter
Verwendung dieser Methode wurde im Rahmen dieser Arbeit der Lymphknoten, speziell das
Zytoplasma der Lymphozyten, als Replikationsort von GBV-C nachgewiesen. In der Leber,
insbesondere den Hepatozyten der Leber, wurde hingegen kein GBV-C-spezifisches
Hybridisierungssigna gefunden. Somit handelt es sich bei GBV-C nicht um ein hepatotropes
Virus.

Jingste Veroffentlichungen (Kudo et al., 1997; Laskus et al., 1997; Laskus et al., 1998;
Méllor et al., 1998; Pessoa et al., 1998; ; Fan et al., 1999; Kobayashi et al., 1999; Lefrere et
al., 1999) unterstiitzen dieses Ergebnis. So wurden u.a. auch Positiv- und Negativ-RNA-
Strange von GBV-C im Zytoplasma mononukledrer Zellen, die im Portalbereich der
Leberldppchen as Infiltrate vorhanden waren, mittels in situ-Hybridisierung nachgewiesen.
Andere Teile der Leber, einschliefdlich der Hepatozyten, enthielten keine RNA von GBV-C
(Kobayashi et al., 1999). Eine fur die GBV-C-RNA teilweise stark positive PCR mit
L ebergewebe eines Hepatitispatienten beruhte deshalb wohl auf eingewanderten virushaltigen
Lymphozyten im Rahmen einer Leberentzindung, nicht aber auf einer Infektion der
Leberzellen selbst.

Eine Studie von Lefrére et al. (1999) zeigte, dal? der jeweilige Immunstatus einen Einflul? auf
den GBV-C-Titer (“RNA viral load”) hat. Immundefiziente und Immunsupprimierte hatten
im Vergleich zu immunkompetenten GBV-C-Infizierten einen signifikant niedrigeren
GBV-C-RNA-Titer. Dies steht im Gegensatz zu der Beobachtung, dal3 bei immundefizienten
Personen oft besonders hohe Viruskonzentrationen beobachtet werden konnen (z.B. bei HBV,
HCV, HSV, CMV). Ausgehend von der durch in situ-Hybridisierung gewonnenen Erkenntnis,
dald GBV-C in Lymphozyten repliziert, konnte die verringerte GBV-C-Konzentration auf die
geringere Lymphozytenanzahl oder -aktivitdt bel |mmundefizienz/-suppression zuriickgefihrt
werden.

Auch die haufig bei einer GBV-C-Infektion auftretende hochtitrige Viruspersistenz konnte

damit gut erklart werden. Die Lymphozyten, als sich standig erneuernde und hochaktive
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Zellen, bieten sich fur eine kontinuierliche Virusreplikation an. Zusétzlich erhoht die
Vermehrung von GBV-C in Lymphozyten die Chance, der Abwehr des Immunsystems Uber
einen langeren Zeitraum (Monate bis Jahre) zu entgehen (vgl. Humanes Immundefizienz
Virus, HIV). Der Mechanismus der Viruspersistenz konnte bisher nicht geklart werden. Esist
lediglich bekannt, dal} das Versagen der Immunkontrolle nicht, wie bei HCV, auf dem
Vorhandensein sogenannter hypervariablen Regionen innerhalb des E2-Proteins beruht
(Surowy et al., 1997). Eventuell liegt bei GBV-C ein anderer Mechanismus vor (Paroli et al.,
1995).

Zur genaueren Charakterisierung der GBV-C infizierten Zellen wurde in dieser Arbeit
versucht, das in situ-Hybridisierungssignal im Lymphknoten zu lokalisieren. Das Signal war
besonders im auf3eren Cortexbereich des Lymphknotens, der tberwiegend B-Lymphozyten
enthdlt, vorhanden. Dies legte die Vermutung nahe, dal3 es sich bei den GBV-C infizierten
Zellen in der Regel um B-Lymphozyten handelt. Um diese Hypothese zu bestétigen, wurden
PBMCs aus Blut eines GBV-C infizierten Patienten isoliert und unter Verwendung des
MACS-Systems in einzelne Zellfraktionen (B-Lymphozyten, T-Lymphozyten, Monozyten
und natirliche Killerzellen [NK-Zellen]) aufgetrennt. Aufgrund der vermutlich unzureichen-
den Abtrennung der Monozyten von den verblelbenden B- bzw. T-Zellen und NK-Zellen
wurden nur das reine T- und B-Zellen-Eluat, sowie die jeweiligen Negativfraktionen in die
vergleichenden Untersuchungen einbezogen. Durch semiquantitative PCR wurde dabe fir
das B-Zdlen-Eluat ein GBV-C-Genomaguivalent pro 2.500 B-Lymphozyten und fir das
T-Zellen-Eluat hingegen nur ein GBV-C-Genoméaguivalent pro 50.000 T-Lymphozyten
ermittelt. Dieses Ergebnis bestétigt die Replikation von GBV-C in mononukledren Zellen und
weist darauf hin, daR, in Ubereinstimmung mit der Signallokalisation im Lymphknoten,
B-Lymphozyten der hauptsachliche Replikationsort von GBV-C sind.

Aufgrund der Verwandtschaft von GBV-C zu HCV (beide Mitglieder der Familie der
Flaviviren) und der im Falle von HCV beschriebenen in vitro-Infektion von PBMCs und
bestimmten T- und B-Zellinien (Shimizu et al., 1992; Zignegno et al., 1992; Bertolini et al.,
1993; Ferri et al., 1993; Cribier et al., 1995) sowie des hier erfolgten Nachweises der GBV-C-
Replikation im Lymphozyten, wurde auch fur GBV-C eine in vitro-Infektion von PBMCs und
ihre Verwendung als Wirtszellen fur die Replikation von GBV-C Uberprift. Unter den fir das
vorliegende Zellkultursystem etablierten Bedingungen wurde die GBV-C-RNA nach
Inokulation nicht GBV-C infizierter Zellen fur ca. 2-3 Wochen (nicht immer kontinuierlich)
in den Zellen und Zelkulturibersténden durch RT-PCR nachgewiesen. Ein Anstieg der
GBV-C-RNA-Konzentration und damit der Beweis der Virusreplikation wurde meist in der
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ersten bis dritten Woche n.l. verzeichnet. Die Viruskonzentration stieg bis auf 10*-10°
Genomaquivaenten/ml, obwohl der wochentliche Mediumwechsel zu einer Verdinnung der
Virusmenge im Uberstand fiihrte. Das Verschwinden der GBV-C-RNA (negative RT-PCR)
ab Beginn der dritten bzw. vierten Woche n.I. wurde auf die begrenzte Lebensdauer der
Zellen zurlckgefuhrt. Drei bis vier Wochen n.l. konnten erste Anzeichen von Zelltod
(Abkugeln der Zellen, Entstehen von Zellfragmenten) verzeichnet werden.

Dal3 sich die Zellen verschiedener Personen hinsichtlich der Virusproduktion unterscheiden,
wurde auch schon fir HCV beschrieben (Cribier et al., 1995) und deutete auf die mégliche
Existenz spezifischer Wirtsfaktoren hin, die mit der unterschiedlichen Empfanglichkeit fir
eine Infektion mit GBV-C zusammenhdngen. Desweiteren wurde festgestellt, daf’3 die
Effizienz einer experimentellen in vitro-Infektion auch von der Art und der eingesetzten
Menge des Inokulums (Genoméaguivalente/Zelle) abhangt. Die beste Virusreplikation wurde
nach in vitro-Infektion mit etwa einem Genoméaguivalent pro Zelle erreicht. Eine Stimulation
mit PHA, LPS und IL-2 bewirkte keine Erhdhung der Infektionsrate. Insgesamt gesehen
wurde durch diese Studie eine mallige Replikation von GBV-C in PBMCs nach experi-
menteller in vitro-Infektion gezeigt. Zur weiteren Bestétigung der Replikation von GBV-C in
Lymphozyten wére es empfehlenswert, eine Reinfektion von bislang nicht infizierten PBMCs
mit GBV-C-haltigem Zellkulturiiberstand durchzufiihren (= Passage von GBV-C).

Inzwischen publizierte in vitro-Infektionsstudien anderer Forschergruppen (Fogeda et al.,
1999; Shimizu et al., 1999) bestétigen die hier erhobenen Daten. So konnte GBV-C u.a. hach
Inokulation Interferon-sensitiver Daudi-Zellen, einer Burkitt-Lymphom-Zellinie, fir maximal
44 Tage und nach Inokulation Interferon-resistenter Daudi-Zellen sogar fur mehr as 130 Tage
mittels RT-PCR in der Zellkultur nachgewiesen werden. Desweiteren konnte eine produktive
GBV-C-Infektion in Daudi-Zellen bewiesen werden.

Zusdtzliche Hinweise auf eine GBV-C-Replikation im Lymphgewebe lieferte die in
Zusammenarbeit mit Dr. Franz Maximilian Zwiebel und Dr. Gero Massenkeil (Klinikum
Charité, Berlin) durchgefihrte Studie mit Knochenmark transplantierten Patienten. Hierbei
wurden Folgeseren einzelner KMT-Patienten hinsichtlich einer akuten GBV-C-Infektion
durch den Nachweis von viraler RNA oder einer bereits abgelaufenen Infektion durch den
Nachweis von Anti-E2-Antikorper untersucht. Sieben von 23 KMT-Patienten, die zum
Zeitpunkt der Transplantation mit GBV-C infiziert waren, zeigten nach der Konditionierung
fur die KMT und der Transplantation innerhalb eines Zeitraumes von ca. 30 Tagen eine
“Elimination” bzw. ein Absinken des Virustiters bis unter die Nachweisgrenze der RT-PCR.

Nach Untersuchung einer weiteren Serumprobe (mindestens 8 Monate nach KMT) von vier
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der sieben “Eliminierer” konnte GBV-C mittels RT-PCR in 3 von 4 Fdlen wieder
nachgewiesen werden. Das lymphatische System wird durch die Konditionierung vor der
KMT (Ganzkorperbestrahlung, Behandlung mit Cyclophosphamid) weitestgehend zerstért.
Dadurch werden die Zellen, in denen sich GBV-C offensichtlich vermehrt, stark reduziert,
was zu einer Abnahme der Virusproduktion und damit zu einer Abnahme der Virus-
konzentration im Blut fuhrt.

Nach der Regeneration des lymphatischen Systems (Dauer: z.T. bis zu 2 Jahre, bis das
lymphatische System wieder vollkommen rekonstituiert ist) und der Infektion der
Spenderlymphozyten mit GBV-C steigt die Viruskonzentration im Blut wieder an. Die hier
nach KMT beobachteten Titerschwankungen des GBV-C stellen daher einen welteren
Hinwels auf die Lymphozyten a's den hauptsachlichen Replikationsort von GBV-C dar.
Desweiteren ist aufgrund der Titerschwankungen davon auszugehen, dal3 durch die
Konditionierung der Virustiter wahrscheinlich nur unter die Nachweisgrenze der RT-PCR
gedruickt, und GBV-C nicht vollstandig eliminiert wird.

Eine zusétzliche Erklarungsmoglichkeit fur die “Elimination” von GBV-C nach KMT stellt
die sogenannte “ Transplantat-anti-Wirt-Reaktion” (“graft versus host disease”, GVH) dar. Die
immunologisch kompetenten und nicht GBV-C-infizierten Zellen des Spenders erkennen
dabel die Histokompatibilitétsantigene des Wirtes und reagieren dagegen. Dadurch wirden
GBV-C infizierte Wirtszellen zerstort werden und der Virustiter sinken. Bei Patienten mit
“Elimination” des Virus wurde tatséchlich eine starke GVH festgestellt (M. Zwiebdl,
personliche Mitteilung).

Neben den sogenannten “Eliminierern” gab es auch Patienten mit persistierendem Virus (trotz
Konditionierung). Diese Verlaufe sind moglicherweise mit einem Uberleben von GBV-C in
nicht zerstértem lymphatischen Gewebe des Wirts und einer schnellen Infektion der
Spenderlymphozyten zu erkldren. Eventuell kann GBV-C auch as en nicht priméar
hepatotropes Virus in einem anderen Organ, wie z.B. der Leber, persistieren. Eine mdgliche
Persistenz in der Leber wird durch Daten anderer Forschergruppen unterstitzt, die GBV-C-
RNA schon in der Leber nachweisen konnten (Laskus et al., 1997; Fabris et al., 1998; Fan et
al., 1999).

Die GBV-C-Neuinfektion einzelner Patienten nach KMT war vermutlich ebenso wie die
Anti-E2-Serokonversion bel zwei Patienten (nach KMT) auf die Gabe kontaminierten Bluts
und Blutprodukte bzw. direkt auf die Transplantation eines GBV-C positiven Spender-

knochenmarks zurtickzuf thren.
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Bel Patienten mit einer GBV-C-Neuinfektion nach KMT wurde eine Tendenz zur verlang-
samten Zellproliferation von Lymphozyten und Leukozyten festgestellt. In dieser besonderen
Situation scheint GBV-C eine pathogene Wirkung auf das lymphatische System auszutiben
(Massenkeil et al., 1998).

Aus der Summe aller hier erhobenen Daten konnten B-Lymphozyten als Replikationsort von
GBV-C definiert werden. Damit weist GBV-C als Mitglied der Flaviviren ein weiteres fur die
Flaviviren typisches Merkmal auf. Fir die meisten Flaviviren, einschliefdich HCV, konnte
ebenfalls eine Replikation in mononukledren Zellen gezeigt werden (Saleh et al., 1994,
Cribier et al., 1995; Kao et al., 1997b; Rodriguez-Inigo et al., 2000).

Ein Zusammenhang mit Lebererkrankungen wurde auch in dieser Studie nicht gefunden. Die
Frage hinsichtlich der klinischen Bedeutung von GBV-C bleibt deshalb weiterhin ungeklart.
Aufgrund der hauptsachlichen Replikation in Lymphozyten sollte in weiteren Studien nach

einer Assoziation der GBV-C-Infektion mit lymphatischen Erkrankungen gesucht werden.

2. Diagnostischer Nachweis einer GB-Virus-C-Infektion

Fur den Nachweis spezifischer Antikorper, die gegen Proteine des GB-Virus-C gerichtet sind,
wurde ein ELISA-Testsystem etabliert. Das im Test eingesetzte GBV-C spezifische Antigen
stammte aus dem Bereich der Hillproteine E1 bzw. E2, daes sich bel diesen erfahrungsmaéldig
um hydrophile, oberfléchenorientierte und meist antigene Proteine handelt. Anderen Arbeits-
gruppen gelang es vorher, diese Protein zu exprimieren (Pilot-Matias et al., 1996b; Surowy et
al., 1997). Durch Auswahl des pBAD-Expressionssystems, das speziell im Falle von
toxischen und unldslichen Proteinen eingesetzt wird, wurde letztendlich von vier der funf E1-
bzw. E2-Amplifikate Protein gewonnen. Das funfte Fragment war aufgrund einer im Verlaufe
der PCR bzw. Klonierung entstandenen Nukleotidinsertion nicht mehr exprimierbar. Durch
die spezifische Reaktivitdt mit dem Anti-Xpress-Antikérper und einem Vergleich der
berechneten molekularen Masse mit dem Laufverhaten im SDS-Polyacrylamidgel (Hohe der
Proteinbande) wurde bestétigt, dal3 es sich um die gewiinschten Proteine handelte. Fir dasim
Vergleich zur errechneten molekularen Masse zu schnelle Laufverhalten des E2-
Gesamtproteins (44.5 kD) konnte die Ursache nicht abgeklart werden, jedoch wurde dieses
Phanomen auch schon bei anderen Proteinen beobachtet. M oglicherweise kommt es zu einer
proteol ytischen Spaltung des exprimierten Proteins.

Trotz der Existenz eines Polyhistidinpeptids am N-Terminus aller Proteine konnten nur das
gesamte (377 As) und das C-terminal verkurzte E2-Protein (273 As) effektiv aufgereinigt

werden. Bel den restlichen Proteine gelang es trotz spezieller EinschluRkorper-Behandlung
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nicht, diese in eine ausreichend |6sliche Form zu Uberfihren und damit einer Reinigung tber
Ni-NTA-Saulen zuganglich zu machen.

Ein monoklonaler Antikdrper mit einer spezifischen Immunreaktion gegentber dem 377 As
und 273 As Protein wurde gewonnen. Aufgrund der auch mit dem C-terminaen
Verkirzungsfragment festgestellten Immunreaktion wurde von Anfang an der C-Terminus
des E2-Antigens als Bindestelle fir diesen Antikdrper ausgeschlossen. Durch Proteaseverdau
des Verkirzungsfragments wurden Fragmente definierter Lange gewonnen. Der anschlief3end
durchgefiihrte Western Blot zeigte, dal3 es sich bei der Antikdrper-Bindestelle um ein 39 As
langes Peptid am C-terminalen Ende des Verklrzungsfragments handelt. Nachdem
Hydropathie-, Oberflachenwahrscheinlichkeits- und Antigenitdtsanalysen des 273 As Proteins
ergaben, dal? es sich bei dem ermittelten Bindebereich um eine Uberwiegend hydrophile,
oberfléachenorientierte und antigene Region handelt, wurde von einer korrekten Analyse der
Bindestelle ausgegangen.

Nach Aufreinigung des gesamten (377 As) und des C-termina verkirzten (273 As) E2-
Proteins und nach Produktion eines spezifischen monoklonalen Anti-E2-Antikorpers, wurde
ein GBV-C-E2-ELISA unter Verwendung des Verkirzungsproteins und des monoklonalen
Antikorpers entwickelt. Das 377 As lange Protein erwies sich aufgrund des vermutlich
hydrophoben und membranverankerten C-Terminus als weniger geeignet. Die beobachtete
hohere ELI1SA-Spezifitdt nach Vorbehandlung der ELISA-Platte mit monoklonalem Anti-E2-
Antikorper (“Coating”) im Vergleich zu ELISAs ohne Vorbehandlung mit monoklonalem
Anti-E2-Ak liefd sich durch die spezifischere Bindung des E2-Antigens in Gegenwart des
Antikorpers erklaren.

Die bel Verwendung von zuvor eingefrorenem Antigen beobachteten niedrigeren
Extinktionswerte der Positivkontrollen wurden auf eine Instabilitdt des E2-Antigens
zurtickgefuhrt. So wurde schon bei der Analyse der Proben auf Proteinexpression festgestellt,
dal? mehrmaliges Auftauen und Einfrieren der Zelldsung den Verlust einer nachweisbaren
Proteinbande im Western Blot zur Folge hatte. Desweiteren ergab die Berechnung des
Instabilitdtsindex fur das 377 As Protein einen Wert von 43.91 und fur das C-termind
verkirzte Protein einen Wert von 39.76. Damit wurde das Gesamt-E2-Protein a's instabil und
das verkirzte Protein as stabil klassifiziert (nach Guruprasad et al., 1990). Fir
Untersuchungen zur Antikorperpravalenz wurde jedoch en einfach durchfihrbares
experimentelles Nachweissystem der Firma Boehringer Mannheim/Roche Diagnostics
verwendet (UPLATE Anti-Hgenv).
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3. Pravalenz des GB-Virus-C

Epidemiologische Untersuchungen zur Prévalenz des GB-Virus-C sollten weitere Hinweise
zur klinischen Bedeutung, zu Risikogruppen sowie moglichen Ubertragungswegen von
GBV-C liefern. Alle in die Pravalenzstudie einbezogenen Seren wurden hinsichtlich einer
akuten GBV-C-Virémie durch RT-PCR und einer abgelaufenen GBV-C-Infektion durch den
Nachweis von Anti-E2-Antikdrper untersucht. Somit wurden auch Personen identifiziert, die
GBV-C bereits eliminiert hatten. Die alleinige Verwendung einer PCR zum Nachweis der
GBV-C-RNA hétte zu einer betrachtlichen Unterschdtzung der Pravalenz dieser Infektion
gefuhrt.

Nach den Ergebnissen friherer Studien wurde GBV-C insbesondere in solchen Gruppen
gefunden, die ein hohes Risiko fir parenteral Ubertragbare Viren haben (z.B. 1VDUs,
Hamophile). Blutspender, die ein niedriges und der Normalbevdlkerung éhnliches Infektions-
risiko aufweisen, wurden als Vergleichsgruppe fur die Untersuchung von Risikogruppen, wie
Hamophilie-Patienten, Homosexuelle und Prostituierte, ausgewahlt. Die Untersuchung von
Blutspendern (aus Bayern) ergab beim GBV-C-RNA-Nachweis in 3 % und beim Antikorper-
nachweis gegen das virale E2-Hullprotein in 6 % ein positives Ergebnis (Gesamtpravalenz
von 9 %). Ahnliche Werte wurden auch in anderen Regionen und Lander gefunden (Jarvis et
al., 1996; Brown et al., 1997b; Dille et al., 1997; Wu et al., 1997; Casteling et al., 1998;
Pring-Akerblom et al., 1998, Brojer et al., 1999). Aus dem Pravalenzvergleich mit
Risikogruppen ergab sich fur Hamophile ein sechsfach, fir Prostituierte ein zehnfach und fur
Homosexuelle ein sechzehnfach hoheres GBV-C-Infektionsrisko. Die hohe GBV-C-
Pravalenz von 36 % bei Hamophilen bestdtigte den schon bekannten parenteralen
Ubertragungsweg von GBV-C durch kontaminierte(s) Blut und Blutprodukte. Die hohe
Durchseuchung von 62 % bei HIV-infizierten Homosexuellen und 50 % bel Prostituierten
machen die sexuelle Ubertragung als wichtigen weiteren Ubertragungsweg wahrscheinlich.
Dafir spricht auch eine Assoziation zwischen dem Vorhandensein von Antikérpern gegen
GBV-C und der Anamnese einer Lues/Gonorrhoe bzw. dem Nachweis von Lues-Antikorpern
bei Homosexuellen (keine IVDUSs). Bei doppeltem Infektionsrisiko in einer Untergruppe der
HIV-infizierten Homosexuellen, die zusétzlich intravenés Drogen konsumierten, stieg die
Gesamtprévaenz der GBV-C-Infektion sogar auf Werte von 83 %.

Mit Ausnahme einiger Seren von KM T-Patienten und Prostituierten wurde in einem Serum
nicht gleichzeitig GBV-C-RNA und E2-Antikodrper nachgewiesen. Das Auftreten von Anti-E2
scheint deshalb mit dem Verschwinden von GBV-C-RNA und damit der Ausheilung einer

GBV-C-Infektion assoziiert zu sein. Bei der Verlaufsbeobachtung der KM T-Patienten wurde
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nach Auftreten von Anti-E2 innerhalb weniger Wochen keine GBV-C-RNA mehr nachge-
wiesen. Patienten ohne E2-Antikérperbildung entwickelten eine persistierende GBV-C-
Infektion (Langzeitviramie). Diese Ergebnisse fuhrten zu der Schlul3folgerung, dal3 Personen
mit E2-Antikorper-Bildung in der Lage sind, die GBV-C-Viramie im Blut zu kléren. Personen
ohne diese Fahigkeit, entweder infolge ihrer Immunreaktion, die nicht in der Lage ist, GBV-C
zu erkennen, oder infolge des Virus, das in der Lage ist, effektiv dem Immunsystem zu
entkommen, bleiben jedoch tber Monate bis Jahre virémisch fur GBV-C.

Zusammenfassend konnte die Serokonversion zur E2-Antikorper-Positivitat mit der Kléarung
der GBV-C-Viramie assoziiert werden. Der bel Prodtituierten beobachtete Anstieg der
Pravalenz von E2-Antikdrpern mit dem Alter bei konstanter Rate der GBV-C-RNA-Trager
spricht ebenfalls dafir, dal3 die hdufig auftretende chronische Verlaufsform einer GBV-C-
Infektion auch nach vielen Jahren mit der Bildung von Anti-E2 ausheilen kann.

C. Ausblick

In dieser Arbeit konnten in Hinsicht auf die Biologie, speziell die Pathologie der GB-Viren
GBV-A, GBV-B und GBV-C eine Vielzahl neuer Daten erhoben werden. Insbesondere durch
die Bestimmung des Replikationsortes von GBV-C war es méglich, eine Assoziation der
GBV-C-Infektion mit einer Lebererkrankung weitgehend auszuschlief3en. Die verbleibenden
10-20 % é&tiologisch unklarer Virushepatitiden sind somit vermutlich einem anderem bislang
unbekanntem viralem Erreger zuzuschreiben. Derzeit werden das 1998 entdeckte TT-Virus
(T.T. = Initidlen des Patienten, aus dessen Serum erstmals dieses Virus isoliert werden
konnte) und das erst vor kurzem in Italien beschriebene SEN-Virus (Clinica, 1999) as
mogliche Verursacher der Non-A-E-Hepatitiden diskutiert. Die Wahrscheinlichkeit, eine
Hepatitis auszul 6sen, ist jedoch fur beide Viren gering.

Auch in dieser Arbeit konnte somit weder die Frage nach anderweitig mit GBV-C assozierten
Erkrankungen, noch die Frage der klinischen Bedeutung einer GBV-C-Infektion geklart
werden. Die Aufklarung der Pathogenitét und Virulenz von GBV-C wird erst durch klinische
Studien (z.B. Auftreten von Krankheiten, insbesondere Erkrankungen des |lymphatischen
Systems, in Assoziation mit einer GBV-C-Infektion) moglich sein.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Die vorliegende Arbeit stellt eine Charakterisierung der im Jahr 1995 von Wissenschaftlern
der Firma Abbott Diagnostics (North Chicago, USA) entdeckten flavighnlichen, im
Tamarinen vorkommenden GB-Viren, GBV-A und GBV-B, sowie des humanen GB-Virus-C
dar.

GBV-A und GBV-B sind beide im sogenannten “GB-Agens H205", das as Referenzmaterial
dient, vorhanden. GBV-A und GBV-B wurden isoliert und charakterisiert. Da GBV-A im
Gehirngewebe in hoheren Konzentrationen als GBV-B vorhanden war, gelang die Isolierung
von GBV-A durch eine Tamarinpassage mit verdinntem inokuliertem Gehirnmaterial.
GBV-B wurde durch Tamarinpassage des Serums eines Affen, der nach Ausheilen der
GBV-A-Infektion noch GBV-B-RNA positiv war, in reiner Form gewonnen.

In Re- und Kreuzinfektionsstudien mit Tamarinen konnte eine homologe Immunitét gegen
den gleichen Erreger, aber das Fehlen einer Kreuzimmunitét gegen den anderen Erreger ge-
zeigt werden.

Die Untersuchung von histologischen Schnitten der Organe infizierter Krallenaffen mit Hilfe
der in situ-Hybridisierung gab Aufschlufd Gber den Ort der Replikation dieser Viren. GBV-B
ist der Erreger einer Hepatitis bel Krallenaffen und war mit einer fir dieses Virus spezifischen
Sonde durch Hybridisierung im Zytoplasma von Hepatozyten nachzuweisen. Mit einer fur
GBV-A spezifischen Sonde wurde dieses Virus nur in Gehirngewebe nachgewiesen.

Fur das humane GBV-C wurde der Lymphknoten, genauer das Zytoplasma der Lympho-
zyten, as Replikationsort ermittelt. Eine Leberpathogenitdt dieses Virus konnte nicht
gefunden werden. Klinische Studien konnten eine Assoziation von GBV-C mit Erkrankungen
des lymphatischen Systems untersuchen.

Entsprechend der Lokalisation des Hybridisierungssignals im Bereich der Lymphknotenrinde
(Uberwiegend B-Lymphozyten) konnten, nach Auftrennung von PBMCs mit Hilfe des
MACS-Systems in einzelne Zellfraktionen, die B-Lymphozyten als hauptsachlicher Replika-
tionsort wahrscheinlich gemacht werden. Weitere Hinweise auf die Replikation von GBV-C
in Lymphozyten lieferte die in vitro-Infektion von PBMCs durch GBV-C mit einem
anschlief3end beobachteten Anstieg der GBV-C-Konzentration im Kulturtiberstand.

In knochenmarktransplantierten Patienten wurde durch weitgehende Zerstérung des Knochen-
marks ein Absinken der GBV-C-Konzentration gezeigt. Nach der Regeneration des lympha-

tischen Systems wurde héufig die urspriingliche GBV-C-Konzentration wieder erreicht. Auch
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dieses Ergebnis 183 sich durch die Replikation von GBV-C in Zellen des lymphatischen
Systems erklaren.

Zur Bestimmung der Prévalenz von GBV-C wurde ein Enzymimmuntest zum Nachweis von
E2-Antikorpern mit rekombinanten Virusproteinen und monoklonalen Antikdrpern gegen
dieses Virus entwickelt. Ein 39 As langes Peptid im C-Terminus eines C-terminal verkirzten
E2-Proteins war die antikorperbindende Doméne des monoklonaen Antikorpers.

Fur GBV-C hatten Hamophile, Homosexuelle und Prostituierte ein erhohtes Infektionsrisiko.
Deshalb ist neben dem parenteralen Ubertragungsweg auch die sexuelle Ubertragung des
Virus bedeutend. Firr eine sexuelle Ubertragung des Virus spricht, dai3 bei Homosexuellen das
Vorhandensein von Antikoérpern gegen GBV-C mit der Anamnese einer durchgemachten
Syphilis oder Gonorrhoe korreliert.

Normalerweise fuhrt die Produktion von E2-Antikorpern zu einer Elimination von GBV-C

und einem Ausheilen der Infektion.
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VII. ANHANG

A. Abktlrzungen
Abb. Abbildung IU/L
Ay Absorption bei x nm k
Ag Antigen Kan
Ak Antikorper Kap.
ALT Alanin-Aminotransferase kb
Amp Ampicillin L
As Aminosaure m
bp Basenpaar(e) MG
BSA Rinderserumalbumin min
bzw beziehungsweise n.g.
C Core n.l.
°C Grad Celsius NS
ca. circa nt
cDNA  copy-DNA 3-NTR
D Daton 5-NTR
d.h. das heilt oD
DNA Desoxyribonukleinsaure ORF
DNAse Desoxyribonuklease PAGE
dsDNA  Doppelstrang-DNA PCR
E1l Envelope 1 (Hullprotein 1) RDA
E2 Envelope 2 (Hullprotein 2)
E. coli  Escherichiacali RNA
EDTA  Ethylendiamintetraadenylat RNAse
ELISA  Enzym-linked Immuno Sorbent RT

Assay Rt
FKS Fotales Kaberserum S
g Gramm SDS
GT Glutamin-Transpeptidase S.0.
GBV-A GB-VirusA sSDNA
GBV-B GB-VirusB S.u.
GBV-C GB-VirusC Tab.
GdmCl  Guanidin-Hydrochlorid U
GPT Glutamin-Phosphat-Transferase u.a
h Stunde UN
HAV Hepatitis A-Virus U/min
HBV Hepatitis B-Virus Verd.
HCV Hepatitis C-Virus vgl.
HDV Hepatitis D-Virus viv
HEV Hepatitis E-Virus wiv
HGV Hepatitis G-Virus wiw
H,O Wasser Z.B.
H20 piges. bidestilliertes Wasser z.T.

International Units/Liter
asVorsilbe: kilo
Kanamycin

Kapitel

Kilobase(n)

Liter

alsVorsilbe: milli
Molekulargewicht

Minute

nicht getestet

nach Inokulation
Nichtstruktur

Nukleotid

3'-Nichttrand atierende Region
5 -Nichttrangl atierende Region
optische Dichte

Offener Leserahmen
Polyacrylamid-Gel el etrophorese
Polymerase-K ettenreaktion
Representational Difference
Analysis

Ribonukleinsaure
Ribonuklease

Reverse Transkription
Raumtemperatur
Sekunde(n)
Natrium-Dodecylsulfat
siehe oben
Einzelstrang-DNA

siehe unten

Tabelle

Unit (enzymatische Einheit)
unter anderem

Uber Nacht

Umdrehungen pro Minute
Verdinnung

vergleiche

Volumen pro Volumen
Gewicht pro Volumen
Gewicht pro Gewicht

zum Beispiel

zum Teil
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B. Vektoren

1. Expressionsvektoren

ATG (His)s ANil-Xpress EK peg Py

Epitope Site

pBAD/H

S

*Sac | und Pvull sind in pBAD/His C nicht vorhanden.

Anmerkungen zu pBAD/HisA:

4104 Nukleotide

BAD Promotorregion: Base 2-250
Start-ATG: Base 320-322
Polyhistidinschwanz: Base 332-349
Anti-Xpressl] Epitop: Base 389-412
Enterokinase-Erkennungsstelle: Base 398-412
Multiple cloning site: Base 421-461
rrnBTranskriptionsabbruchregion: Base 554-711
Ampicillin ORF: Base 991-1851

ColEL1 ori: Base 1996-2669

AraC ORF: Base 4078-3200

PeaD ATG {H'S}G Arg;;ft(up;?s SEI't(e lacZ ; term

pBAD/His/

lac Z
7.1 kb

Anmerkungen zu pBAD/HislacZ:

7115 Nukleotide

BAD Promotorregion: Base 2-250
Start-ATG: Base 320-322
Polyhistidinschwanz: Base 332-349
Anti-Xpressl] Epitop: Base 389-412
Enterokinase-Erkennungsstelle: Base 398-412
LacZ Anteil fir Fusion: Base 413-3478
rrnBTranskriptionsabbruchregion: Base 3565-3722
Ampicillin ORF: Base 4002-4862

ColEL1 ori: Base 5007-5680

AraC ORF: Base 7089-6211
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2. TA-Klonierungsvektoren

| acZaATG Hi ndl || Kpnl Sacl BanHi Spel
ML3 Reverse Priner 0 O O o O 0
CAG GAA ACA CCT ATG ACC ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA
GIC CIT TGI CGA TAC TGG TAC TAA TGC GGI TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT

Bst XI EcoRl EcoRl
O O O

GTA ACG GCC GCC AGTI GIG CTG GAA TTC GGC TT PCR Produkt AA GCC GAA TTC TGC AGA
CAT TGC CGG CGG TCA CAC GAC CTT AAG CCG AA PCR Produkt TT CGG CTT AAG ACG TCT

EcoRV Bst Xl Not | Aval / Xhol Nsi | Xbal Apal

O g g g od O !

TAT CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG €CC TAT
ATA GGT AGI GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC GGG ATA

T7 Pronot or ML3 Forward (-20)Primer ML3 Forward (-40) Priner

AGT GAG TCG TAT TAC AAT TCA CTG GCC GIC GIT TTA CAA CGI CGI GAC TGG GAA AAC
TCA CTC AGC ATA ATG TTA AGT GAC CGG CAG CAA AAT GIT GCA GCA CTG ACC CTT TTG

AN /

Oberhab ist die Sequenz des Vektors pCR2.1 mit einem PCR-Produkt, das durch TA-Klonierung eingefligt
wurde, zu sehen. Das eingefugte PCR-Produkt ist auf beiden Seiten durch EcoRI-Schnittstellen flankiert. Der
Pfeil (1) zeigt den Transkriptionsstart der T7 RNA Polymerase an.

Anmerkungen zu pCRO2.1 (3890 Nukleotide)

LacZ apha Fragment: Base 1-571 M13 Forward (-40) Bindestelle: Base 392-408
M13 reverse Bindestelle: Base 205-221 f1 origin: Base 530-944

Multiple cloning site: Base 234-339 Kanamycinresistenz ORF: Base 1278-2072
T7 Promotor/Bindestelle: Base 346-365 Ampicillinresistenz ORF: Base 2090-2950
M13 Forward (-20) Bindestelle: Base 373-388 ColEL1 origin: Base 3095-3768
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| acZaATG
ML3 Reverse Priner O Sp6 Pronot or !
E 47 42 53 152 TR G AR %
TAC TAA TGC GGT TCG CTT
Nsil Hindlll Kpnl Sacl BamH  Spel
O O O oo O

TAC TCA AGC TAT GCA TCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA GTA ACG GCC
ATG AGT TCG ATA CGT AGI TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT CAT TGC CGG

Bst XI  EcoRl EcoRl EcoRV

O O d O
GCC AGT GIG CTG GAA TTC GCC TT PCR Produkt AA GCC GAA TTC TGC AGA TAT CCA
CGG TCA CAC GAC CTT AAG CCG AA PCR Produkt TT CGG CTT AAG ACG TCT ATA GGT

BstXI Notl Aval/ Xhol Nsi | Xbal Apal
| | |

od u l
TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG
AGT GIG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC

T7 Pronotor ML3 Forward (-20)Priner ML3 Forward (-40) Primer
C AAT TCA
G TTA AGT

AN /

Oberhalb ist die Sequenz des Vektors pCROII mit einem PCR-Produkt, das durch TA-Klonierung eingeflgt
wurde, zu sehen. Das eingefiigte PCR Produkt ist auf beiden Seiten durch EcoRI-Schnittstellen flankiert. Pfeile
(1) zeigen den Transkriptionsstart der Sp6 und T7 RNA Polymerasen an.

Anmerkungen zu pCROI1 (3932 Nukleotide)

LacZ Gen: Base 1-571 f1 origin: Base 572-986

Sp6 Promotor: Base 239-255 Kanamycinresistenz: Base 987-2114
Multiple cloning site: Base 269-381 Ampicillinresistenz: Base 2133-2992
T7 Promotor: Base 388-407 ColEL1 origin: Base 3182-3765
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| acZaATG

ML3 Reverse Priner O Sp6 Pronot or !
ATG ATT ACG CCA AGC
TAC TAA TGC GGT TCG T

Nsil Hindlll Kpnl Sacl BanmH  Spel

O O O o d O
TAC TCA AGC TAT GCA TCA AGC TTG GIA CCG AGC TCG GAT CCA CTA GTA ACG GCC
ATG AGT TCG ATA CGT AGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT CAT TGC CGG

Bst XI  EcoRl EcoRl EcoRV

O O d O
GCC AGT GIG CTG GAA TTC GGC CTT PCR Produkt AAG GGC GAA TTC TGC AGA TAT
CGG TCA CAC GAC CTT AAG CCG GAA PCR Produkt TTC CCG CTT AAG ACG TCT ATA

BstXI Notl Aval/ Xhol Nsi | Xbal Apal
| | | RN t i

CCATCACACTGGCGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCG-
GGI AGT GI'G ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGI' AGA TCT CCC GGG TTA AGC

T7 Pronotor ML3 Forward (-20)Priner ML3 Forward (-40) Primer
C AAT TCA
G TTA AGT T

AN /

Oberhalb ist die Sequenz des Vektors pCROII-TOPO mit einem PCR-Produkt, das durch TA-Klonierung
eingefugt wurde, zu sehen. Das eingefigte PCR Produkt ist auf beiden Seiten durch EcoRI-Schnittstellen
flankiert. Pfeile (1) zeigen den Transkriptionsstart der Sp6 und T7 RNA Polymerasen an.

Anmerkungen zu pCROI1-TOPO (3950 Nukleotide)

LacZ Gen: Base 1-588 M13 (-40) Forward Bindestelle: Base 453-468
M13 reverse Bindestelle: Base 205-221 f1 origin: Base 590-1004

Sp6 Promotor: Base 239-256 Kanamycinresistenz ORF: Base 1338-2132
Multiple cloning site: Base 269-399 Ampicillinresistenz ORF: Base 2150-3010

T7 Promotor: Base 406-425 ColE1 origin: Base 3155-3828

M13 (-20) Forward Bindestelle: Base 433-448
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