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1. Einleitung

1.1. Die virale Hepatitis

Mehr als 65 Millionen Menschen sterben jedes Jahr an den mittelbaren oder
unmittelbaren Folgen virusassoziierter Lebererkrankungen (Gerken G und
Knolle P, 1994). Trotz bedeutender Fortschritte der letzten drei Jahrzehnte auf
dem Gebiet der viralen Hepatitisforschung sind bisher nicht alle verantwortlichen
Erreger bekannt.

1.1.1. Die Non-A-Non-B Hepatitis

Noch bis in die 40er Jahre des 20. Jahrhunderts glaubte man, alle Félle viraler
Hepatitiden auf nur zwei Erreger zuriickfiihren zu konnen. Erst Mitte der 70er
Jahre stellte sich durch Prévalenzuntersuchungen und Anwendung neu
entwickelter diagnostischer Tests heraus, daf die meisten
Posttransfusionhepatitiden weder durch Hepatitis A Virus (HAV) noch durch
Hepatitis B Virus (HBV) bedingt waren.

Daher ging man schon 1975 von der Existenz weiterer Formen der Virushepatitis
aus, die unter dem Begriff Non-A-Non-B Hepatitis zusammengefal3t wurden.
1989 erfolgte die Klonierung und Sequenzierung des Hepatitis C Virus (HCV).
In der Folge konnte HCV als parenteral iibertragbarer Hepatitiserreger
identifiziert und mit vielen chronischen Verlaufsformen der Hepatitisinfektion in
Zusammenhang gebracht werden. Mit einer Chronifizierungsrate von 80-90% bei
Erwachsenen ist HCV eine hédufige Ursache fiir die Mortalitit durch
Leberzirrhose und hepatozelluldres Karzinom.

Auch das ebenfalls parenteral iibertragene Hepatitis D Virus (HDV) fiihrt bei
Superinfektion einer bestehenden Hepatitis B Erkrankung in 80% zur
Chronifizierung. Den ersten Hinweis auf HDV gaben
Immunfluoreszenzuntersuchungen im Jahr 1978, als das HDV-Kapsidantigen in
Hepatozytentzellkernen von Leberbiopsiematerial eines Hepatitis B Positiven
entdeckt wurde.

Bereits im Jahr 1980 wurde erstmals vermutet, dal es neben dem fékal-oral
iibertragenen Hepatitis A Virus ein weiteres Virus mit demselben
Infektionsmodus geben miisse. Zu dieser Zeit bemiihte man sich um die
Aufkliarung einer durch Wasserkontamination ausgeldsten Hepatitisepidemie der
50er Jahre in Indien, die aufgrund der fast 100%igen HAV-Durchseuchung der
indischen Normalbevolkerung nicht durch eine Infektion mit diesem Virus
erklart werden konnte.

Spiter gelang die Ubertragung von Hepatitis E Virus (HEV) auf Schimpansen
und im Jahr 1990 wurde HEV erstmals kloniert (Purcell et al., 1994).



Alle fiinf gesicherten Hepatitiserreger (HAV, HBV, HCV, HDV und HEV)
gehoren unterschiedlichen Virusfamilien an und haben bis auf die Leber als
Zielorgan wenige Gemeinsamkeiten (Tabelle 1).

Tabelle 1: Virale und klinische Charakteristika der Hepatitisviren HAV bis HEV

HAV HBV HCV HDV HEV
VIRALE CHARAKTERISTIKA
. Picorna- Hepadna-  Flavi- Viroid- Calici-
Familie viridae viridae viridae ahnlich viridae
teilweise

Genom ss-RNA ds-DNA ss-RNA ss-RNA ss-RNA
Genomgrofie 7,5 kb 3,2 kb 9,4 kb 1,7 kb 7,5 kb
Hiille keine vorhanden vorhanden des HBV  keine
Form des
Kapsids oder . . . . .

kubisch kubisch helikal helikal kubisch
Nukleo-
kapsids

KLINISCHE CHARAKTERISTIKA
Ubertragung
perkutan selten haufig haufig haufig fraglich
sexuell nein haufig selten nein nein
perinatal nein hiufig sehr selten selten nein
oral hiufig nein nein nein hiufig
Inkubations- 5 5y 65180 15.160  20-45 15-60
zeit in Tagen

Kinder 5% I t 1 t 1 t E h
Manifesta- nsgesamt Insgesamt Insgesam rwachsene
tionsrate %‘_’Vg%‘izsene 10-15%  5-10% 10% 50-80%

Kleinkinder Superin-

: >9()° fektion 80%
Chron.lsche nein 90% Insgesoamt . ® ein
Infektion Erwachsene 70-80% Koin-

ca. 5-10% fektion <5%
Kinder <1% I ¢ | ¢ Ilng%/esamt
Fulminanter nsgesam nsgesam =37
Verlauf Z:g(;ahre <1% sehr selten 2-7% Schwangere
0

30%

(Miiller et al, 1999)



1.1.2. Die Non-A-Non-E Hepatitis

Trotz der Erkenntnisse der letzten 30 Jahre konnen noch immer etwa 15-20% der
Fille akuter und etwa 3-9% der Fille chronischer Virushepatitiden durch keinen
der bisher bekannten Erreger erklart werden (Heringlake S et al., 1996).
Infektionen mit bekannten Viren werden fiir 13-50% der Falle akuten
Leberversagens in Europa verantwortlich gemacht, wobei die Uberlebensrate bei
einer HAV-Infektion bei etwa 70% und bei Non-A-Non-B Infektionen bei etwa
30% liegt (Tibbs C et al., 1995).

Klinisch relevante Infektionen der Leber im Rahmen systemischer
Virusinfektionen, wie sie bei Vertretern der Familie der Arenaviridae,
Bunyaviridae, Flaviviridae, Filoviridae und Herpesviridae vorkommen, fallen
zahlenmédfig kaum ins Gewicht. Daher wurde die Suche nach weiteren Erregern
fortgesetzt und fiihrte zur Entdeckung einer Reihe neuer Erreger.

Von der Entdeckung des Hepatitis F Virus wurde 1994 berichtet, nachdem
Rhesusaffen erfolgreich mit viralen Partikeln aus dem Stuhl von Non-A-Non-B
Hepatitis Patienten inokuliert wurden und ebenfalls eine Hepatitis entwickelten
(Deka et al., 1994). Im nachhinein stellte sich allerdings heraus, daf3 es sich bei
den inokulierten Partikeln nicht um ein Hepatitisvirus sondern um ein Protein
handelte, das auch bei Gesunden im Stuhl erscheint, und die im Inokulat
vorhandene DNS vermutlich aus einem apathogenen adenovirusidhnlichen
Erreger stammt (Ascherl J, 1999).

Schon 1967 beschrieb Deinhardt die Inokulation von Tamarinen mit dem Serum
eines an einer Hepatitis unklarer Genese erkrankten Chirurgen mit den Initialen
G.B. (Deinhardt et al., 1967). Alle Tamarinen zeigten histologische und
laborchemische Zeichen einer Hepatitis, die sich in artgleichen Tieren
weiterpassagieren lie. Im Jahr 1995 gaben die Abbott Laboratories, North
Chicago, die Isolierung viraler Nukleinsduren aus dem Serum von Tamarinen
bekannt, die zuvor mit dem GB-Agens infiziert worden waren. Diese
Nukleinsduren waren Bestandteil zweier flavidhnlicher einzelstrangiger RNA-
Viren, genannt GBV-A und GBV-B. Da Antikorpertests auf GBV-A und GBV-B
zwar positiv ausfielen aber entsprechende Seren fiir GBV-A und GBV-B negativ
waren, vermutete man eine Kreuzreaktion des im ELISA-Test verwendeten
Antikorpers mit einem weiteren GBV-verwandten Virus. Durch PCR-Screening
mit degenerierten Primern entdeckte man schliefSlich das GBV-C des Menschen.
Nur wenig spiter berichtete Genelabs in Zusammenarbeit mit Boehringer
Mannheim ebenfalls von der Isolierung eines flaviartigen Virus aus dem Serum
eines Patienten mit Hepatitis unklarer Genese, das als Hepatitis G Virus
bezeichnet (HGV) wurde. Inzwischen hat sich herausgestellt, da3 es sich bei
GBV-C und HGV um Isolate desselben Virus handelt (Heringlake S et al., 1996).



Ein Aatiologischer Zusammenhang mit Non-A-Non-E Hepatitiden konnte
allerdings bisher nicht gezeigt werden. Die Pravalenz des GBV-C/HGV Virus
bei Patienten mit akuten und chronischen Non-A-Non-E Hepatitiden ist nicht
signifikant hoher als in Personen mit Hepatitis bekannter Genese. In der
gesunden Normalbevdlkerung betrigt die Privalenz der Virustriager etwa 1,5%.
Wenn iiberhaupt, so ist dieses Virus nur sporadisch als Erreger einer Hepatitis
verantwortlich. Gesichert ist aber die parenterale Ubertragung und die Neigung
zur chronischen Infektion mit GBV-C/HGV (Miiller C, 1999).

Folglich kommen weder ,,HFV* noch GBV-C/HGV als Erreger des Grofteils
ungeklérter Virushepatitiden in Betracht. Derzeit steht das 1997 entdeckte TT
Virus (TTV) im Verdacht als ursidchliches Agens fiir zumindest einen Teil dieser
Erkrankungen in Frage zu kommen.

1.2. TT Virus, Mitglied einer neuen Virusfamilie
1.2.1. Entdeckung des TT Virus

1997 konnte in Japan ein neues DNS-Fragment aus dem Serum eines Patienten
mit Posttransfusionshepatitis unklarer Genese isoliert werden. Nach den Initialen
des Indexpatienten wurde der neue Erreger als TT Virus bezeichnet (Nishizawa
et al., 1997).

Voraussetzung fiir die Entdeckung des TT Virus war die Entwicklung einer
neuen Methode, genannt représentative Differenzanalyse (RDA) (Lisitsyn et al.,
1993). Die RDA beruht auf dem Vorhandensein von Sequenzunterschieden
zweler Nukleinsduren von ,,Driver und ,,Tester”, wobei Driver fiir die DNA-
Population mit gesundem Phinotyp und Tester fiir die DNA-Population mit
krankmachendem Phénotyp steht. Ergebnis der RDA ist die spezifische
Amplifikation und Klonierung der Sequenzabschnitte, in denen sich Tester und
Driver unterscheiden. Im Falle der Entdeckung von TT Virus diente das Serum
des Indexpatienten vor Bluttransfusion als Driver-Serum, das nach Transfusion
und damit Infektion als Tester-Serum. Die extrahierte DNA beider Populationen,
in diesem Fall beider Seren, wird im Rahmen der RDA einem Restriktionsverdau
unterzogen aber nur an die 5'-Enden der Testerfragmente werden
Oligonukleotidlinker ~ ligiert.  Die  anschlieBende = Amplifikaton  der
Testerfragmente wird in Gegenwart eines Uberschusses an Driver-Fragmenten
durchgefiihrt. Dabei erfolgt ein Annealing der Driverfragmente an all die
Bereiche der Testerfragmente, in denen sich Driver und Tester gleichen. Die
Abschnitte der Testerfragmente jedoch, die sich in ihrer Sequenz vom Driver
unterscheiden, konnen durch die Polymerase zu einem Doppelstrang ergénzt und
exponentiell amplifiziert werden.



Im Fall der Entdeckung von TT Virus wurde auf diese Weise ein 220 Basenpaar
langes Fragment isoliert. Die Klonierung und Sequenzierung des sogenannten
N22-Klons zeigte, dal3 es sich hier um eine neuartige Sequenz handelte. Aus der
so erhaltenen Sequenz wurden Primer konstruiert, mit denen die Seren vier
weiterer Patienten mit Posttransfusionshepatitis nach TT Virus gescreent wurden.
Insgesamt zeigten sich drei der fiinf Patienten TTV-positiv, wobei die
Viruskonzentrationen mit den Glutamatpyruvattransaminase-Werten korrelierten.
Die Fraktionierung des Plasmas eines N22-Positiven durch Ultrazentrifugation
im Saccharosegradienten lie3 ein Peak entsprechender DNA bei einer Dichte von
1,26 g/cm?® erkennen. Die Anndherung dieses Werts an die Dichte von HBV mit
1,24 g/cm® wurde als Hinweis auf die virale Herkunft des N22-Fragments
gewertet (Nishizawa et al., 1997).

1.2.2. Krankheitsassoziationen und Ubertragungswege

Seit der Entdeckung von TT Virus werden groe Anstrengungen unternommen
mogliche Krankheitsassozionen und Ubertragungswege zu kliren.

Krankheitsassozitionen

Angesichts der hohen Sequenzvariabilitit des Virus, die eine Klassifikation in
mindestens 23 Genotypen bedingt, und der hohen TTV-Durchseuchung bei
Gesunden, von 93% in Japan und 52% in den USA, ist es moglich, daB3 einzelne
Genotypen nicht, andere aber doch pathogen sind (Muljono DH et al., 2001;
Okamoto et al., 1999b; Handa A et al. 2000). Bisher ist unklar, ob TT Virus
tiberhaupt eine pathogenetische Bedeutung hat.

Besonders kontrovers wird die Rolle von TTV bei Hepatitiserkrankungen
diskutiert. Der Nachweis von TTV-DNA in Hepatozytenkernen mittels In-Situ-
Hybridisierung und die Beschreibung doppelstringiger DNA Formen von TTV
in der Leber machen eine Replikation in Hepatozyten wahrscheinlich (Rodriguez
et al., 2000; Okamoto et al., 2000). Schon zuvor wurde von 10-100fach héheren
TTV Titern in der Leber im Vergleich zu TTV Titern im Serum berichtet
(Okamoto et al., 1998a).

Im Tierexperiment zeigten sich allerdings keine pathogenetischen Konsequenzen
einer TTV-Infektion. Vor kurzem gelang es zwar, sowohl durch orale als auch
durch intravendse Inokulation von aufgereinigten TTV-Partikeln aus dem Stuhl
eines Non-A-Non-E Hepatitis Patienten TTV auf Rhesusaffen zu {ibertragen.
Dabei konnten TTV-Partikel in Serum, Galle und Faeces der Affen
nachgewiesen werden (Luo et al.,, 2000). Pathologische Leberwerte oder
histologische Verdnderungen fanden sich aber nicht.



Ebenso  ergaben  kontrollierte  klinische  Studien in  Form  von
Priavalenzuntersuchungen von Patienten mit akuten oder chronischen Hepatitiden
unklarer Genese keine Hinweise auf TT Virus als ursidchliches infektioses Agens
(Viazov et al., 1999; Fukuda et al, 1999; Haufe, 2000 Dissertation
abgeschlossen) (siehe Tabelle 2).

Tabelle 2: TTV-Privalenzergebnisse

Quelle Untersuchte Primer TTV Positive
122 Blutspender 13,1%
77 Patienten mit Primer Set
Viazov et al., 1999 Lebererkrankungen im Komb. 44,2%
(Deutschland) Endstadium der N22 Region
38 mehrfach transfundierte (NG-Primer)
: 55.3%
Patienten
Haufe, 2000 500 Blutspender Primer Set 10,2%
Deutschland . Komb.
]()issertation : 60 HBV-Positive der N22 Region 46,6%
abgeschlossen 30 HCV-Positive (NG-Primer)  30%
100 Blutspender 12%
81 Patienten mit akuter
Hepatitis A 4.9%
30 Patienten mit akuter Primer Set 16.7%
Fukuda et al., 1999 Hepatitis B Komb. ’
(Japan) 4 Patienten mit akuter der N22 Region 259
Hepatitis C (RD-Primer) ’
8 Patienten mit akuter
Hepatitis unklarer 13,6%
Atiologie

Auch ein Zusammenhang zwischen TTV-Infektion und der Entwicklung eines
hepatozelluldiren Karzinoms scheint nicht gegeben (Tagger et al., 1999). Um
dieser Frage nachzugehen, wurden neben Privalenzstudien Southern Blot
Untersuchungen durchgefiihrt. Da TTV-DNA offensichtlich nicht in das
Wirtsgenom von Hepatozyten integriert wird, scheint eine Rolle von TTV bei der
Karzinomgenese unwahrscheinlich (Yamamoto et al., 1999).

Aufgrund struktureller Ahnlichkeiten von TTV und Parvoviren wurde auch nach
Assozitionen zum Krankheitsbild der aplastischen Andmie gesucht. PCR-
Untersuchungen aufgereinigter Knochenmarkszellen zeigten ein positives
Ergebnis (Okamoto et al., 2000). Eine Kontamination durch extrazelluldare TTV-
DNA ist allerdings nicht vollig auszuschlief3en.



AuBlerdem lieB sich mittels Southern Blot mRNA in Knochenmarkszellen
nachweisen, was fiir eine Genomexpression von TTV in diesen Zellen sprechen
wiirde (Kikuchi et al., 2000).

Ubertragungswege

In der Literatur wurde vorgeschlagen, dal TTV auch fir ,transfusion
transmitted* stehen konne. Der parenterale Ubertragungsweg wurde durch
Pravalenzuntersuchunungen von Himophilen, Thalassdmieerkrankten, intravends
Drogenabhingigen und Dialysepatienten belegt und gilt inzwischen als gesichert
(Takayama et al., 1999, Oguchi et al., 1999, Prati et al., 1999). Um einer
Ubertragungsmdoglichkeit durch Blutprodukte nachzugehen, wurden auch
Gerinnungspraparate auf TTV gescreent. Die Kontamination von Faktor VIII und
IX Gerinnungspriparaten liegt in England bei 56% (Simmons et al., 1999).
Aufgrund der hohen TTV Durchseuchung bei Gesunden wurde frithzeitig die
Moglichkeit nichtparenteraler Ubertragungswege untersucht.

Vor allen Dingen eine fikal-orale Ubertragung von TTV scheint #uBerst
wahrscheinlich, da TTV-Partikel, die gleiche Dichte und Sequenz aufweisen,
auch in Galle und Stuhl nachgewiesen werden konnen (Okamoto et al., 1998b;
Ukita et al., 1999). Auch die Entwicklung einer TTV Virdmie bei Rhesusaffen
nach oraler Inokulation von aufgereinigten TTV-Partikeln aus Stuhlproben
spricht dafiir.

AuBerdem wurde die Moglichkeit einer vertikalen Ubertragung von Mutter zu
Kind gepriift. Ein PCR Screening gepaarter Seren von TTV-positiven Miittern
und ihren Neugeborenen zeigte, daB fast alle untersuchten Neugeborenen
postnatal ebenfalls TTV-positiv waren (Schréter et al.,, 1999). Auch die
Muttermilch zeigte in allen Fallen TTV-positiver Miitter ebenfalls ein positives
TTV PCR Ergebnis. Damit ist eine Ubertragung sowohl pri-, peri- als auch
postnatal grundsitzlich moglich. Die Moglichkeit der vertikalen Ubertragung
wird auch durch Nabelschnurblutuntersuchungen, die in etwa einem Drittel
untersuchter TTV-positiver Miitter positiv ausfielen, gestiitzt (Saback et al.,
1999).

Daneben konnte auch im Speichel und Rachenabstrichmaterial seropositiver
Kinder TTV nachgewiesen werden. Damit ist auch die Maoglichkeit der
Tropfcheninfektion nicht ausgeschlossen.



1.2.3. Aufbau und verwandtschaftliche Beziehungen

Aufbau

TT Viren besitzen ein Nukleokapsid mit einem Durchmesser von etwa 30 bis 50
nm, wie Filterungsversuche zeigten (Mushawar et al., 1999). Da eine Virushiille
aus einer Lipiddoppelschicht aufgebaut ist, sind Viren, die eine solche besitzen,
gegeniiber Detergenzien empfindlich. Die Unempfindlichkeit von TTV
gegeniiber Tween 80 zeigte, da3 es sich um ein Virus ohne Hiille handeln muB.
Ungeklért bleibt die Frage, ob das Nukleokapsid eine helikale Symmetrie
aufweist oder rotationssymmetrisch ist und als Ikosaeder vorliegt.

Die Partikeldichte im CsCl-Schweregradienten belduft sich auf 1,31-1,34 g/cm?
(Okamoto et al., 1998a).

Verwandtschaftliche Beziehungen (Tabelle 3)

Zuerst wurde TTV mit der Familie der Parvoviren assoziiert, da auch Parvoviren
keine Hiille haben und eine einzelstraingige DNA negativer Polaritdt besitzen
(Okamoto et al, 1998a). Allerdings sind TT Viren grofer und haben eine
geringere Dichte als Parvoviren. Aullerdem stellte sich spéter heraus, da3 das
TTV Genom, im Gegensatz zu dem lineraren Genom der Parvoviren, zirkuldr
aufgebaut ist, und demnach groBere Ahnlichkeit mit den tierpathogenen
Circoviren besitzt.

Zu den Circoviren gehdren die Subtypen ,,chicken anemia virus (CAV)*, und das
»porcine circovirus® (Bendinelli M.et al, 2001; Allan G M et.al, 1999). Diese
Viren haben eine &hnliche Dichte wie TTV und zeigen auch Homologien in der
Genomorganisation.

Unterschiede zwischen der TT-Virusfamilie und der Circovirusfamilie betreffen
unter anderem die GroBe des Genoms und die Polaritit der DNA. Das
Circovirus-Genom ist mit 1,7 bis 2,3 kb um etwa die Hélfte kleiner und hat eine
positive oder ,,ambisense* Polaritit. Auch das Nukleokapsid der Circoviren ist
mit 15-22 nm kleiner als das der TT Viren. Aufgrund dieser Diskrepanzen wird
TT Virus nun einer vollig neuen Virusfamilie zugeordnet, den Circinoviridae
(Mushawar et al., 1999).



Tabelle 3: TTV und TTV-dhnliche Viren

Virus- Genus/ Beispiel Mem- Partikelgrofle Genom:
familie Unterfamilie bran- Art und
hiille Grolle
. Panleukopenie-
Parvovirus .
Virus
Parvoviren . . ssDNA,
(human- Erythrovirus - Parvovirus B19 nein  20-25 nm linear,
pathogen) Adeno- 5000 Basen
Dependovirus assoziierte
Viren
Chicken ssDNA,

) ) Circovirus Anemia Virus zirkulér,
Circoviren (CAV) , 2300 Basen
(tier- nein  15-22 nm EE—
pathogen) Porcines sSDNA,

Circovirus Circovirus zirkulér,
1800 Basen
Circino- sSDNA,
viren Circinovirus TTV nein  30-50 nm zirkuldr,
3800 Basen

1.24. Genom, Genomorganisation und Replikation

Genom

Das TTV Genom besteht aus zirkularisierter Einzelstrang-DNA negativer
Polaritit (Nishizawa et al.1997, Okamoto et al. 1998a, Mushawar et al., 1999).
Der zirkuldre Aufbau konnte durch PCR Analysen bewiesen werden, da eine
Amplifikation des vollstindigen Genoms durch zwei PCR-Reaktionen mdglich
war, die zu zwei sich iiberlappenden PCR-Produkten fiihrten (Miyata et al.,
1999). Die Art der Nukleinsdure wurde durch Verdauungsexperimente
untersucht. Da ein Verdau nur mit einem Enzym, das im Gegensatz zu
Restriktionsenzymen einzelstrangige aber nicht doppelstrangige DNA schneidet,
moglich war, wurde daraus der Schlufl gezogen, dal es sich um einzelstrangige
DNA handeln miisse. (Okamoto et al., 1998a). Die negative Polaritit der TTV
DNA konnte durch Hybridisierungsexperimente belegt werden (Mushawar et al.,
1999).



Genomorganisation (Abbildung 1)

Die Lénge der DNA liegt bei ca. 3,8 kb. Der nichtkodierende Anteil entspricht
etwa 1,2 kb, der kodierende Anteil 2,6 kb (Okamoto et al., 1998a). Eine
repriasentative Analyse der verschiedenen offenen Leserahmen erfordert den
Vergleich moglichst ganzer Isolate verschiedener Genotypen. Bisher sind 23
verschiedene TTV-Genotypen bekannt, die nach Okamoto klassifiziert werden
(Muljono DH et al., 2001, Okamoto et al., 1999b). Von den verschiedenen
Genotypen wird gefordert, dal sie sich in mindestens 30% ihrer Sequenz
unterscheiden. Drei der bekannten 23 Genotypen sind anhand der
Gesamtsequenzenz auf die Genomstruktur untersucht worden.

UTR(A) Region
Abb.1: Genomorganisation Nys. ORF 2
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Struktur und Funktion der offenen Leserahmen

Die Sequenzierung des kodierenden Anteils verschiedener TTV Isolate fiihrte zur
Identifizierung von einem groBen und zwei kleineren offenen Leserahmen, die je
nach Genotyp fiir 765 bis 770, 149 bis 151 und 57 Aminosduren kodieren (Erker
et al., 1999). Alle drei offenen Leserahmen liegen nur auf dem komplementiren
positiven DNA-Strang. ORF 1 und 2 iiberlappen sich ein kurzes Stiick, ORF 3
schlieit sich direkt an das 3'-Ende von ORF 1 an (siehe Abbildung 1). Wichtig
fiir den Nachweis von TTV sind aullerdem verschiedene Bereiche, die im
Rahmen von Prédvalenzuntersuchungen amplifiziert wurden. Erwéhnt seien an
dieser Stelle die schon bekannte N22 Region und die Region UTR(A), die sich
vor dem 5°-Ende von ORF 2 befindet. Die Genotypisierung erfolgt im
allgemeinen durch Sequenzvergleich der 222-basenpaar langen PCR-Fragmenten
aus der Region N22.
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ORF 1

Man geht davon aus, da ORF 1 fiir ein Nukleokapsidprotein kodiert. Ein
Initiator- und Terminatorcodon sowie ein Polyadenylierungssignal konnten
1dentifiziert werden. Das Initiatorcodon erfiillt das Kozak Motif ,, ACCATGG*.
Die entsprechende Aminosduresequenz besitzt an ihrem aminoterminalen Ende
eine hydrophile argininreiche Region von etwa 100 Aminosiduren Lénge, der in
Analogie zu HBV, HCV und CAV (chicken anemia virus) eine Rolle bei dem
Transport in den Zellkern, der Bindung von DNA und der Virusmorphogenese
zugesprochen wird. (Okamoto et al., 1998a; Erker et al., 1999).

Desweiteren besitzt ORF 1 drei hypervariable Regionen (HVRs), die fiir etwa 20,
30 und 40 Aminosduren kodieren. Im Bereich der HVRs verschiedener Isolate
des gleichen Genotyps liegt die Sequenzidentitidt bei 47% bis 86% wihrend
dazwischenliegende  Bereiche mit mehr als 98%  Sequenzidentitit
hochkonserviert sind. Die Existenz der drei HVRs konnte auch bei der
Untersuchung dreier verschiedener Genotypen bestitigt werden. Das Alignment
ergab hier in den  Bereichen zwischen den  HVRs  eine
Aminosduresequenzidentitidt von > 90%. Diese Bereiche konnten wichtig fiir die
Form und Funktion des codierten Proteins sein. (Erker et al., 1999).

Im Krankheitsverlauf zweier TTV-positiver Patienten mit chronischer Hepatitis
konnte im Bereich der HVRs eine hohe Mutationsrate gezeigt werden, die zu
etlichen Aminosduresubstitutionen nach 0; 3,5 und 7,5 Jahren fiihrte. Es 1st daher
anzunehmen, daf} eine dauernde Verdnderung der Capsidproteine dazu fiihrt, da3
TT Viren vom Immunsystem nicht eliminiert werden koénnen und sich so eine
persisitierende Infektion entwickelt.

Dieser Mechanismus wurde bereits bei HCV und HIV 1 nachgewiesen. In Féllen
akuter TTV Infektionen konnten solche, durch Aminosdurevariationen
entstandene Quasispezies, dagegen nicht gefunden werden (Nishizawa et al.,
1999).

AuBlerdem weist ORF 1 zwei der vier Aminosduresequenzmotive auf, die fiir die
rolling circle Replikation erforderlich sind. Die vier Motive liegen als
konservierte Aminosduresequenz des sogenannten Rep Proteins in vielen
pflanzlichen und animalen Circoviren sowie im Bakteriophagen ®X-174 vor.
Chicken anemia virus (CAV) besitzt nur drei dieser Motive am
carboxyterminalen Ende. In Analogie zu CAV kodiert auch ORF 1 von TTV in
der Nihe des carboxyterminalen Endes fiir die Motive 1 (FTL) und 3 (YXXK)
des Rep Proteins (Mushawar et al., 1999).

ORF 2

Nur die Isolate des Genotyp 1 nach Okamoto weisen einen potentiellen ORF 2
fiir eine 202 Aminoséuren lange Sequenz auf. Bei den Genotypen 2 und 3 fithren
Deletionen zu einer Verschiebung des Leserasters, so dall nur ein ,truncated
ORF 2 (ORF 2t) fiir die Kodierung von 150 Aminosduren in allen drei
Genotypen konserviert ist. Allerdings beginnt der Leserahmen der Genotyp 1
Isolate hochstwahrscheinlich ebenfalls erst am zweiten Initiatorcodon, da dieses
im Gegensatz zum ersten ATG Triplet das Kozak-Motiv erfiillt.
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ORF 3

Der Leserahmen ORF 3 nach Erker liegt ebenfalls auf dem komplementiren
positiven DNA-Strang, schlief3t sich an das 3’-Ende von ORF 1 an, kodiert fiir 57
Aminosduren und weist ein iiber die Genotypen hinweg Kkonserviertes
Polyadenylierungssignal auf. Innerhalb dieses ORF ist die
Aminosduresequenzidentitit mit 70,7 bis 100% am groBten (Erker et al., 1999).

Der nichtkodierende Bereich

Dieser ca. 1,2 kb umfassende Bereich enthélt eine 117-Basenpaar lange Sequenz,
durch deren Entdeckung das Genom vervollstindigt und der zirkuldre Aufbau
erstmals gezeigt werden konnte. Mehr als 90% dieser Sequenz bestehen aus
Guanin und Cytosin. Der nichtkodierende Genomteil blieb lange Zeit unentdeckt,
weil diese Region stem-loop Sekunddrstrukturen aufweist und ein
Primerannealing innerhalb dieses Bereichs nicht moglich ist. Man geht davon
aus, daB diese GC-reiche Region eine wichtige Rolle fiir die Replikation spielt
(Miyata et al., 1999).

Replikation nach dem Rolling-Circle-Mechanismus

Aufgrund der Aminosédure-Sequenzmotive ist eine Replikation von TT Virus
nach dem Rolling Circle Mechanismus wahrscheinlich. Beschrieben wurde
dieses Replikationsprinzip vor allem bei Herpesviren mit linearem
doppelstringigen DNA-Genom. Dabei wird die lineare Doppelstrang-DNA
zunidchst in der Zelle zirkularisiert. Dann wird ein Strang des zirkuldren DNA-
Molekiils am Replikationsursprung geschnitten, und am so entstandenen 3’-OH-
Ende werden durch die virale DNA Polymerase Nukleotide anpolymerisiert,
wobei der intakte DNA-Strang als Matrize dient. Das 5'-Ende 16st sich so
kontinuierlich vom Matrizenstrang. Es wird gleichsam abgerollt. Der entstandene
DNA-Einzelstrang wird durch Okazaki-Fragmente zum Doppelstrang erginzt. So
entsteht ein DNA-Strang, der vielfache Einheiten des Virusgenoms in
konkatamerer Anordnung enthélt und der durch eine Endonuklease in einzelne
Virusgenome geschnitten werden kann (Modrow S, Falke D, 1998; S 442).
Inwieweit dieses Prinzip dieser sogenannten c-Replikation von doppelstrangige
auf einzelstrangige DNA {bertragen werden kann, ist unklar. Wahrscheinlich ist
die Bildung doppelstrangiger TTV Intermediate, wofiir der kiirzlich erbrachte
Nachweis doppelstrangiger TTV Formen in der Leber spricht (Okamoto et al.,
2000).
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1.3. Problemstellungen der Arbeit

Die Arbeit umfalB3t drei Problemstellungen.

1.3.1. Optimierung der UTR(A)-PCR aus dem nichtkodierenden Bereich
des TTV Genoms zur Untersuchung von Blutspendern,
Prostituierten, Homosexuellen und intravenos Drogenabhéingigen

Untersuchungen zur Kldrung der Epidemiologie und der pathogenetischen
Bedeutung eines Virus basieren vor allem auf dem Nachweis einer bestehenden
oder abgelaufenen Infektion. Erst dann kann nach Korrelationen mit klinischen
und histologischen Parametern gesucht werden. Als Nachweismethode einer
bestehenden Virdmie wird vor allem die Polymerasenkettenreaktion eingesetzt.
Um neue Erkenntnisse iiber die Epidemiologie und insbesondere {iber mogliche
Ubertragungswege von TTV zu gewinnen, sollen in dieser Arbeit Blutspender als
Kontrollgruppe und, im Vergleich dazu, Personen mit hoher sexueller und
parenteraler Exposition, wie intravends Drogenabhingige, Prostituierte und
Homosexuelle, mittels UTR(A)-PCR untersucht werden. Diese PCR beruht auf
Amplifikation eines Fragments aus dem nichtkodierenden Bereich UTR(A) des
TTV Genoms und zeichnet sich durch ihre hohe Nachweissensitivitit aus. Die
UTR(A)-PCR wurde erstmals von Okamoto et al. beschrieben. Ein Vergleich
zweier PCR Systeme mit Primersets aus dem nichtkodierenden bzw. kodierenden
Bereich ergab in Japan eine Privalenz von 93% bzw. 17% (Okamoto et al.,
1999b). Bisherige Pravalenzstudien in Deutschland basieren ausschlieBlich auf
Primersets aus dem kodierenden Bereich und erbrachten bei deutschen
Blutspendern Durchseuchungsraten von 12-13% (Viazov et al., 1999; Haufe,
Dissertation, 2000).

1.3.2. Etablierung, Optimierung und Evaluierung weiterer
PCR-Systeme zur Ermittlung der Genotypenverteilung

Da die Moglichkeit besteht, daB Krankheitsassoziationen und Ubertragungswege
mit spezifischen Genotypen korrelieren, soll auflerdem eine methodische
Grundlage fiir Untersuchungen der Genotypenverteilung geschaffen werden.

Im Allgemeinen wird gefordert, dass sich unterschiedliche Genotypen in
mindestens 30% ihrer Sequenz im Bereich der 222-basenpaar langen N22 Region
unterscheiden (siehe 1.2.4.). Ublicherweise wird diese Region durch die N22-
PCR mittels sogenannter NG-Primersets amplifiziert und sequenziert. Die
Primerregionen variieren allerdings so stark, dal nur einige Genotypen mit den
NG-Primersets erfalt werden konnen. Daher soll eine N22-PCR mit
degenerierten Primern, die ein besseres Annealing und damit einen besseren
Nachweis erwarten 1df3t, etabliert und in ihrer Sensitivitdit mit anderen PCR
Systemen verglichen werden.
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Neuerdings wird zudem in Frage gestellt, ob sich der Sequenzabschnitt der N22
Region iiberhaupt als Grundlage fiir die Genotypisierung eignet, weil sich
gezeigt hat, dall der Vergleich anderer Sequenzabschnitte aus dem kodierenden
Bereich eine zum Teil ganz andere Genotypenverteilung innerhalb der gleichen
Kohorte ergibt (Erker et al., 1999). Daher soll in dieser Arbeit auBerdem eine
Long Distance PCR etabliert werden, dessen PCR-Produkt den gesamten
kodierenden Bereich des Genoms umfaflit und damit die Sequenzierung
beliebiger Bereiche des TTV Genoms ermdoglicht.

Mittels eigens konstruierter und auch mit bereits verdffentlichten Primersets soll
die Sequenzierungsreaktion des N22-Fragments der PCR Produkte aus N22-PCR
und Long Distance PCR durchgefiihrt und die Genotypen ermittelt werden.

1.3.3. Etablierung einer lasergestiitzten Methode zum spezifischen TTV
Nachweis in Zellteilen und Zellarealen von Leber, Pankreas, Milz,
Colon und Ileum

Voraussetzung fiir die Pathogenitit eines Erregers ist vor allem sein Tropismus
zu bestimmten Zellen bzw. Gewebsarten. Der Nachweis der Virusvermehrung in
einer bestimmten Zelle ist jedoch schwierig, weil im Serum zirkulierendes Virus
Biopsiematerial =~ kontaminieren kann. Dieser Nachweis setzt die
kontaminationsfreie Préparation des Untersuchungsmaterials oder den Nachweis
replikativer Zwischenprodukte in der Zelle, zum Beispiel durch Nachweis von
Minusstrang RNA mittels in-situ-Hybridisierung, voraus. In dieser Arbeit sollte
kontaminationsfreies Untersuchungsmaterial aus verschiedenen Organen mittels
Laser Microbeam Microdissection (LMM) und Laser Pressure Catapulting (LPC)
isoliert werden. Die lasergestiitze Isolation als Voraussetzung zum spezifischen
Erregernachweis wird damit zu einem neuen Anwendungsgebiet dieser Technik.
Eine Extraktionsmethode fiir DNA aus nur einer einzigen Zelle soll etabliert
werden. Der DNA-Nachweis wird dann mit Hilfe der schon etablierten UTR(A)-
PCR gefiihrt.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Chemikalien

Chemikalie

Bezugsquelle

Agarose

Aqua dest. Ampuwa

Aqua ad iniectabilia
Borsaure

Bromphenolblau
Diethylpyrocarbonat
Dimethylsulfoxid
Dinatriumhydrogenphosphat
Eosin

Ethanol
Ethylendiamintetraessigsiure
Glycogen

Isopropanol

Mayers Himalaun Losung
Mineraldl

Natriumacetat Triydrat
Natriumdihydrogenphosphat
Paraformaldehyd
Poly-L-Lysin
Tris-(hydroxymethyl-)aminomethan
Xylol

Sigma (St. Louis, USA)
Fresenius (Bad Homburg)
Braun (Melsungen)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Sigma (St. Louis, USA)
Serva (Heidelberg)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Puregene, Gentra Systems (Suite, USA)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Sigma (St. Louis, USA)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Sigma (St.Louis, USA)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
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2.1.2. Oligodesoxynukleotide

Primer zu Amplifikation von Teilen des TT Virus Genoms

Primer- .

bezeich- Polaritit Nul.(l.e otid- Nukleotidsequenz
position

nung

NGO059 sense 1900-1923 5'-ACAGACAGAGGAGAAGGCAACATG-3'

NGO061 sense 1915-1938 5'-GGCAACATGYTRTGGATAGACTGG-3'

NGO063 antisense 2161-2186 5'-CTGGCATTTTACCATTTCCAAAGTT-3'
5'-ACATACAACCCMYTCAY

AKO059 sense 1075-1910 RGACARAGG3

5'-GACAGAGGAGAAGGCAAC

AKO061 sense 1903-1929 ATGTTATGG.3'

AKO063 antisense 2161-2187 5'-CTGGCATTTTWCCRTTTCCAAAGTTT-3'

NGI132 antisense 204-223  5'-AGCCCGAATTGCCCCTTGAC-3'

NGI133 sense 91-115 5'-GTAAGTGCACTTCCGAATGGCTGAG-3'

NG134 sense 114-136  5'-AGTTTTCCACGCCCGTCCGCAGC-3'

NG135 antisense 3454-3477 5'-GCGGCTGTGACGTCACTGGAACGG-3'

NG136 antisense 3444-3467 5'-ACGTCACTGGAACGGCCATTTTGG-3'

NGI147 antisense 211-233 5'-GCCAGTCCCGAGCCCGAATTGCC-3'

Positionsangaben beziehen sich auf das Isolat TA278 (3739 nt) Accession No.
AB008394 (Okamoto et al., 1998a).

2.1.3. Enzyme

Enzym Bezugsquelle

AmpliTag DNS Polymerase Perkin Elmer (Uberlingen)

Proteinase K Puregene, Gentra Systems (Suite, USA)
TaKaRa Ex Taq Bio Whittaker (Belgien)

2.14. Testsysteme

Testsysteme Bezugsquelle

High Pure Viral Nucleic Acid Kit Roche (Mannheim)

DNA Isolation Kit Puregene, Gentra Systems (Suite, USA)
Agarose Gel DNA Extraction Kit Boehringer Mannheim (Mannheim)
High Pure PCR Product Purification Kit Boehringer Mannheim (Mannheim)
QIAquick PCR Purification Kit Quiagen (Hilden)

ABI Prism Big Dye Terminator Cycle

Perkin El Uberli
Sequenzing Ready Reaction Kit erkin Elmer (Uberlingen)
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2.1.5. Puffer

Puffer

Zusammensetzung

TBE-Puffer (1x)
Sorensen Phosphat Puffer (1x)

Auftragspuffer (1x)

100 mM Tris, 100 mM Borsdure, 2mM
40mM N3H2PO4, 160mM NazHPO4

Saccharose (50mg%), SmM EDTA,
Bromphenolblau (0,5mg%)

2.1.6. Farbelosungen

Farbelosung Zusammensetzung
Hamalaun nach Mayer 225 ml Aqualdes‘f:
75 ml Mayer’s Himalaun
250 ml Aqua dest.

Eosin

1 Messerspitze Eosin

2.1.7. Sonstiges Material

Material

Bezugsquelle

AmpliWax PCR Gems

Perkin Elmer (Uberlingen)

Aufbewahrungsbehilter fiir Objekttrager Schultheiss (Miinchen)

DNA-Léngenstandard
DNA- Léangenstandard
Férbekésten nach

Filter

Histosec (Paraffin-Pastillen)
Nagellack- Long Lasting Finish
Objekttriager

PCR Tubes

Polyethylenfol

Safe-Lock
Schwarz-WeiB-Filme

Roche (Mannheim)
Roche (Mannheim)
Schultheiss (Miinchen)
Schleicher & Schuell (Dassel)
Merck (Darmstadt)

Jade (Diisseldorf)
P.A.L.M (Bernried)
Biozym (Hess)

Palm (Bernried)
Eppendorf (Hamburg)
Polaroid (St. Albans, UK)
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2.1.8. Geriite

Material

Bezugsquelle

Agarosegel-Elektrophoresekammern
Blockthermostat BT 100
Brutschrank

377 DNS

Robot-MicroBeam System
Sofortbildkamera
Spannungsgerit Phero-stab. 300
Spannungsgeridt Appligene Oncor
Thermocycler Gene Amp

PCR System 2400

Thermocycler Gene Amp

PCR System 2600
Tischzentrifuge 5415C
Tischzentrifuge 2043

Vortexgerat

Mikrowaage Precisa 600 C
Zentrifuge

Eigenbau des Instituts

Kleinfeld Labortechnik (Gehrden)
Hareus Instruments (Miinchen)
Perkin Elmer (Uberlingen)
P.A.L.M. (Bernried)

Polaroid (St. Albans,
Biotech-Fischer (Reiskirchen)
Appligene (Illkirch, Frankreich)

Perkin Elmer (Uberlingen)

Perkin Elmer (Uberlingen)

Eppendorf (Hamburg)
Hettich (Tuttlingen)

Bender & Hoben AG (Ziirich)
Oerlikon AG (Ziirich)

Hettich (Tuttlingen)

2.1.9. Seren und Gewebe zur Untersuchung auf TTV

Seren fiir TTV-
Privalenzuntersuchungen

zur Verfiigung gestellt von

100 Blutspenderseren

100 Prostituierte

58 Homosexuelle
97 Intravends Drogenabhéngige

Blutspendedienst des Bayerischen
Roten Kreuzes (BRK) Miinchen

Landesuntersuchungsamt (LUA)
Stidbayern

Krankenhaus Miinchen Schwabing
Krankenhaus Miinchen Schwabing

Gewebe zur Untersuchung auf
TT Virus

zur Verfiigung gestellt von

3x Leber, Pankreas, Milz, Colon, Ileum

(IVDA)
3x Leber, Milz (IVDA)

Ix Leberbiopsatmaterial (IVDA)

Institut fur Rechtsmedizin der
LMU/Miinchen

Institut fir Rechtsmedizin der
LMU/Miinchen

Krankenhaus Miinchen Schwabing




2.1.10.  Beschreibung der vier TTV-privalenzgetesteten
Bevolkerungsgruppen

Im folgenden Abschnitt werden die einzelnen Risikogruppen fiir sexuell bzw.
parenteral {lbertragbare  Virusinfektionen sowie die Blutspender als
Kontrollgruppe genauer charakterisiert.

2.1.10.1. Blutspender

Vom Blutspendedienst des Bayerischen Roten Kreuzes (BRK) wurden im
Oktober 1998 mit Hilfe von Frau Dr. Michel 100 Blutspenderseren gesammelt
und zur Verfligung gestellt. Es handelte sich hierbei um freiwillige Spender, die
finanziell nicht entschddigt wurden. Die Geschlechterverteilung belief sich auf
60 Minner und 40 Frauen. Das Durchschnittsalter lag zum Spendezeitpunkt bei
39 Jahren.

Zur Blutspende werden nur solche Blutspender zugelassen, die im routinemaf3ig
durchgefiihrten ELISA-Test Anti-HIV, Anti-HBc, Anti-HCV, und HBsAg
negativ sind. Zusitzlich muf} die PCR Untersuchung auf HCV negativ ausfallen,
sowie der TPHA-Test ein nicht reaktives Ergebnis erbringen. Desweiteren gelten
GPT-Richtwerte von <45 U/l, die weder von mainnlichen noch weiblichen
Spendern {iiberschritten werden dirfen (Telefonische Mitteilung, BRK
Miinchen). Es handelt sich also um ein hochselektives Kollektiv, das keineswegs
mit der gesunden Normalbevdlkerung gleichgesetzt werden darf.

2.1.10.2. Prostituierte

Durch Frau Dr. Hellein und Frau Dr. Bayer wurden im Landesuntersuchungsamt
Stidbayern 100 Prostituiertenseren im Oktober und November des Jahres 1998
gesammelt und fiir die Studien zur Verfiigung gestellt. Das Durchschnittsalter lag
zum Zeitpunkt der Blutentnahme bei 32 Jahren.

Alle Seren wurden auf TPHA und HIV untersucht. Dabei ergaben sich zwei
reaktive TPHA-Befunde, ansonsten waren die Testergebnisse negativ.
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2.1.10.3. HIV-positive Homosexuelle

Die Gruppe der Homosexuellen wurden aufgrund ihrer HIV-Erkrankung im
Krankenhaus Miinchen Schwabing behandelt. Dr. Wéchtler und Oberarzt Dr.
Backmund stellten uns hier im Jahr 1998 insgesamt 58 Seren zur Verfiigung. Das
Alter der Patienten lag zum Spendezeitpunkt bei durchschnittlich 46 Jahren.
AuBlerdem wurden uns vom Krankenhaus Miinchen Schwabing klinische Daten
zu diesem Patientengut mitgeteilt. Dazu gehorte die CDC-Klassifikation sowie
die CD4-Zellzahl zur Beurteilung des Stadiums der HIV-Infektion sowie die
Hepeatitisserologie (HBsAg, Anti-HBc IgG und Anti-HCV), GPT- und yGT-
Werte.

Alle 58 Seren wurden in unserer Arbeitsgruppe schon vor Beginn der TTV-
Privalenzstudie einem GBV-C PCR-Screening und einem Anti-E2
Antikorpertest von der Frima La Roche mittels ELISA unterzogen.

Da GBV-C haufig auf dem Blutweg iibertragen wird, kann man bei den ehemals
oder gegenwirtig GBV-C-Positiven von einem erhohten Risiko fiir parenteral
ibertragbare Virusinfektionen ausgehen.

Wie zu erwarten, ist die Hepatitis B Durchseuchung der Homosexuellen
signifikant hoher als die der Blutspender, was auf das erhohte Risiko einer HBV-
Infektion durch sexuelle Ubertragung zuriickzufiihren ist. 6,8 % (4/58) waren
HBsAg-, 59% (34/58) waren Anti-HBc IgG-positiv.

2.1.10.4. HIV-negative intravenos Drogenabhingige

Ebenfalls aus dem Krankenhaus Miinchen Schwabing mit Herrn Dr. Wichtler
und Oberarzt Dr. Backmund als Kooperationspartner erhielten wir 97 Seren von
HIV-negativen intravends Drogenabhéngigen, die im Zeitraum 1998 bis 2000
gesammelt wurden. Die Geschlechterverteilung belief sich auf 66 Ménner und
31 Frauen, das durchschnittliche Alter lag zum Spendezeitpunkt bei
durchschnittlich 31 Jahren.

Bei den intravends Drogenabhéngigen handelt es sich um die klinisch am besten
charakterisierte Gruppe. In Zusammenarbeit mit dem Krankenhaus Miinchen-
Schwabing wurden Daten iiber Dauer und Art des Drogenkonsums und
zusdtzliche Risikofaktoren flir parenteral iibertragbare Krankheiten gesammelt.
Zu letzteren gehorten der Erhalt von Bluttransfusionen, die Operationsinzidenz
und das Vorhandensein von Tattoos oder Piercing. Desweiteren lag uns die
Hepatitisserologie mit Angabe des Anti-HAV IgG-, HBs Ag, Anti-HBs, Anti-
HBc IgG, Anti-HCV und HCV RNA-Befunden vor.

Fiir das erhdhte Risiko viraler Infektionen durch parenterale Ubertraung spricht
die signifikant hohere Hepatitis C Durchseuchung der Intravends
Drogenabhingigen im Vergleich zu den Blutspendern. 62% (60/97) waren Anti-
HCV RNA, 40% (39/58) waren HCV-RNA positiv.
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2.1.11. Beschreibung des Gewebes

Das Gewebsmaterial von Leber, Pankreas, Milz, Colon und Ileum der sechs
intraven0s Drogentoten wurde aus dem Institut fiir Rechtsmedizin mit Prof.
Pfennig als unserem Kooperationspartner im Laufe des Jahres 1999 zur
Verfiigung gestellt. Das Leberbiopsiematerial von einem intravends-
drogenabhidngigen Patienten, der wegen einer Hepatitis unklarer Genese
leberbiopsiert wurde, stammt aus dem Stddtischen Krankenhaus Schwabing und
wurde mit Hilfe von Dr. Wachtler im Jahr 2000 gesammelt. Die Seren aller
untersuchten Félle waren TTV-positiv. Bei den Untersuchten lag das
Durchschnittsalter bei 35 Jahren. Das Verhéltnis von Frauen zu Minnern liegt
bei drei zu vier. Klinische Daten lagen uns nicht vor.

2.1.12. Software

Software Bezugsquelle

Software zur DNA Analyse Lynnon BioSoft (Vaudreuil,
DNAMAN for Windows Quebec/Kanada)

2.2 Methoden

2.2.1. TTV-Nachweis aus Serum mittels Polymerasenkettenreaktion
2.2.1.1. Extraktion viraler DNA aus Serum

Der erste Schritt des qualitativen Nachweises von TT-Virus erfordert die
Isolation viraler DNA aus dem Serum nach dem Prinzip der Silikageladsorption.
Zunichst wird das Virus durch Inkubation in einem speziellem
Lyse-/Bindepuffer unter Zusatz von Proteinase K lysiert. Anschlieend wird das
Lysat auf ein Filter-Tube gegeben und durch das im Filter vorhandene Glasflies
zentrifugiert. Dabei werden die Nukleinsduren in Gegenwart eines chaotropen
Salzes spezifisch an die Silica-Oberflichen gebunden. Nach einigen
Waschschritten mittels Zentrifugation sind die gebundenen Nukleinsduren frei
von Begleitsubstanzen, wie z.B. Salzen, Proteinen und anderen zelluliren
Verunreinigungen, konnen in Wasser oder Niedrig-Salz-Puffer eluiert werden
und stehen direkt als Matrize fiir die anschlieBende PCR zur Verfiigung.
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Kit: High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Roche)

Protokoll:

1)

2)

3)

4)

4)

S)

Viruslyse

200 pl Serum, 200 pl Arbeitslosung (Lysepuffer und poly(A) carrier RNA)
und 40 pl Proteinase K werden in ein Eppendorfgefd3 pipettiert, sofort gut
gemischt und 10 min bei 72°C inkubiert.

Féllung der DNS

Anschliefend werden 150 pl Isopropanol zu jeder Probe gegeben und gut
gemischt.

Bindung der DNS

Das Filter Tube wird in ein Auffanggefdll gesetzt, das Lysat in das obere
Reservoir pipettiert und 1 min bei 8000 x g abzentrifugiert, wobei die
Nukleotide spezifisch im Filter gebunden werden.

Waschschritt mit Inhibitor Removal Buffer

Der Durchlauf wird verworfen und der Filter in ein neues Auffanggefil
gesetzt. 500 pl des Inhibitor Removal Puffers werden auf den Filter gegeben
und 1 min bei 8000 x g abzentrifugiert. Durch diesen Schritt werden
potentielle Inhibitoren einer PCR entfernt. Hierzu gehdren, zum Beispiel,
nichtionische Detergenzien, wie Triton, das zur Viruslyse verwendet wird,
oder Héamoglobinriickstinde aus lysierten Erythrozyten, die im Serum
enthalten sein konnen.

Waschschritte mit Waschpuffer

450 pl des Waschpuffers auf den Filter gegeben und 1 min bei 8000 x g
abzentrifugiert. Dieser Schritt wird wiederholt. Nach dem ersten Waschschritt
mul} das Auffanggefd3 gewechselt werden. AbschlieBend sollte fiir 10 sec bei
13000 x g =zentrifugiert werden, um Ethanolriickstinde -ebenfalls PCR
Inhibitoren- weitestgehend zu entfernen.

Elution vom Filter

50 pl des, auf 70°C vorgewérmten, Elutionspuffers werden auf den Filter
pipettiert und 1 min bei 8000 x g in ein sauberes Reaktionsgefall
abzentrifugiert. Die Nukleinsduren stehen direkt fiir eine anschlieBende PCR
zur Verfiigung. Die Aufbewahrung eluierter DNA sollte bei -80°C erfolgen.
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2.2.1.2. Polymerasenkettenreaktion: Ablauf und Optimierung

Ablauf

Die PCR ist eine Methode zum Direktnachweis von DNS und beruht auf der
exponentiellen Vermehrung eines spezifischen DNS-Fragments. Die Spezifitét
des Amplifikats beruht auf dem Einsatz zweier Oligonukleotide, die an
komplementdre DNS-Bereiche der Matrize binden und den zu amplifizierenden
Bereich auf diese Weise eingrenzen. Grundlage der PCR sind die drei
Reaktionsschritte Denaturierung, Annealing und Extension, die automatisiert in
einem Thermocycler bei jeweils verschiedenen Temperaturen ablaufen. Im ersten
Schritt wird der DNS-Doppelstrang in zwei Einzelstringe gespalten, im zweiten
Schritt lagern sich die Primer an komplementére Bereiche der Matrize an und im
dritten Schritt erfolgt die Synthese der neuen DNS-Stringe durch Verlangerung
der Primer in Richtung 5’-Ende. Die Extension geschieht durch den Einsatz eines
thermostabilen Enzyms, das Desoxynukleosidtriphosphate an den Primer
anpolymerisiert. Am Ende jedes Zyklus verdoppelt sich so die Zahl der DNS-
Doppelstringe, die im folgenden Zyklus wieder denaturiert werden. Eine PCR
durchlduft gewohnlich 25 bis 30 Zyklen.

Wichtig erscheint auf die Problematik der Kontaminaton durch PCR Produkte
aufmerksam zu machen, die insbesondere besteht, wenn der Nachweis mittels
nested PCR gefiihrt wird. Die nested PCR besteht aus zwei aufeinanderfolgenden
PCRs mit verschiedenen Primersets. Dabei hypridisieren die Primer der zweiten
PCR innerhalb des Abschnitts, der von dem ersten Primerpaar vorgegeben wird.
In der ersten Runde wird mit Hilfe der dueren, in der zweiten Runde mit Hilfe
der inneren Primer amplifiziert, wobei das groBere PCR Produkt der ersten
Runde als Matrize fiir die folgende PCR dient. Damit wird die Sensitivitdt und
Spezifitit des Nachweises erhoht, ein Effekt, der vor allem fiir den qualitativen
Nachweis eines Erregers im Blut erwiinscht ist. Allerdings wéchst durch die
auBerordentliche Empfindlichkeit der Methode auch die Anfilligkeit fiir
Verunreinigungen.

Um eine Kontamination durch PCR-Produkte frither durchgefiihrter PCR-
Ansitze zu vermeiden, sollten diese Produkte niemals in Kontakt mit den
Reinstreagenzien kommen. Dies macht getrennte Arbeitspétze, fiir das Ansetzen
des PCR Premix einerseits und fiir die Zugabe des PCR Produkts als Matrize der
zweiten PCR andererseits, erforderlich. Auch die Gelelektrophorese zum
Nachweis des PCR-Produkts sollte nicht in Ndhe der Reinstreagenzien oder des
PCR-Ansatzplatzes durchgefiihrt werden.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der PCR (Miihlhardt C., 1999).
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PCR-Optimierung

Jede PCR muf} optimiert werden. Haufig funktioniert eine bereits in der Literatur
beschriebene PCR unter Einhaltung der dort angegebenen Bedingungen nicht
optimal. Man geht folgendermalf3en vor:

)

2)

3)

Optimale Annealingtemperatur (50-65°C) austesten. Die Temperatur ist
abhingig vom Schmelzpunkt (T,,) und der Linge der Primer. Grundsétzlich
wird die Bindungsreaktion zwischen Primer und Matrize mit Erhéhung der
Annealingtemperatur spezifischer, bei zu hoher Temperatur erfolgt allerdings
tiberhaupt keine Bindung mehr.

Optimale MgCl,-Konzentration bestimmen. Die optimale Endkonzentration
kann in einem Bereich von 0,5 bis 5,0 mM varriieren. Die MgCl,-Ionen
bilden zusammen mit den dNTPs einen loslichen Komplex, der fiir den
dNTP-Einbau ausschlaggebend ist.

Zusitzlich stimulieren sie die Polymeraseaktivitdt und erhohen die T,, sowohl
des DNA-Doppelstrangs als auch der Bindung zwischen Primer und Matrize.
Die MgCl,-Konzentration kann die Spezifitit und Ausbeute der PCR
wesentlich beeinflussen. Eine zu hohe Konzentration fordert allerdings die
Bildung unspezifischer Produkte.

Eventuell Zugabe von PCR-Beschleunigern. Die Wirkungsweise der meisten
PCR-Beschleuniger ist ungeklirt. Durch sie kann die Spezifitit der PCR unter
Umsténden verbessert werden.
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2.2.1.3. Die Hot-Start-PCR

Zu Beginn einer iiblichen PCR kann es, wegen der anfénglich noch niedrigen
Temperaturen, zu einer Fehlhybridisierung von Primer und Matrize kommen, die
im Verlauf zu schlechten Ausbeuten oder unspezifischen Produkten fiihrt. Die
Hot Start PCR ist eine Methode zur Erhohung der Spezifitit der PCR-Reaktion,
indem Primer und Matrize bis zu einer Temperatur von etwa 75°C getrennt
werden.

Eine Mdoglichkeit zur Trennung von PCR-Regaenzien ist die Anwendung von
Wax-Kiigelchen, sogenannten PCR Gems. Primer, MgCl,, dNTPs und Puffer
werden vorgelegt, das Wax Kiigelchen wird auf diesen Premix gegeben.
Kurzzeitiges Erhitzen fiihrt zum Schmelzen des Kiigelchens und damit zum
AbschluBl des Premix zur Oberfliche. AnschlieBend werden die restlichen
Reagenzien (Puffer, TaKaRa Polymerase und Matrize) auf das Wachs gegeben.
Erst jetzt beginnt die eigentliche PCR-Reaktion. Im Denaturierungsschritt kommt
es bei etwa 75°C zum Schmelzen des Wachs und damit zum Vermischen der
Reagenzien.

Abbildung 3: Prinzip der Hot Start PCR mit PCR Gems (Perkin Elmer)
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Insbesondere bei Long Distance PCRs ist die Wahrscheinlichkeit einer
Fehlhybridisierung zwischen Primer und der Matrize hoch, so daB eine Hot-
Start-PCR in Erwédgung gezogen werden sollte. Bei der in dieser Arbeit
durchgefiihrten Long Distance PCR war erst bei Anwendung des Hot Start
Verfahrens ein positiver TTV-Nachweis mdglich (siehe Ergebnisse, 3.1.2.3.).
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2.2.1.4. Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese ermdglicht die Auftrennung von DNS-Fragmenten nach
threr Lange und dient dazu, die ungefidhre Basenldnge des amplifizierten DNS-
Produkts zu bestimmen. Dazu wird das Gel mit einem Laufpuffer iibergossen,
die Proben in die Taschen des Gels pipettiert und eine Spannung von etwa
90 mV angelegt. Je nach GroBe und Ladung wandern die im PCR-Produkt
enthaltenen DNS Amplifikate unterschiedlich schnell. Das Gel enthélt
Ethidiumbromid, das zwischen Nukleotiden interkaliert und im UV-Licht der
Wellenldinge 302 nm fluoresziert. Damit werden die aufgetrennten DNS-
Fragmente im UV-Licht sichtbar. Ein Marker, der Fragmente definierter Lange
enthilt und ein bestimmtes Auftrennungsmuster zeigt, ermoglicht die ungefihre
Bestimmung der DNS-Fragmentgroe amplifizierter PCR-Produkte.

Protokoll:

1) Das Agarosepulver wird in TBE-Puffer kochend erhitzt. Dabei benutzt man
fiir die Auftrennung von Fragmenten bis zu einer Linge von 500bp 2%ige
und bei ldngeren Fragmenten 1%ige Gele.

2) AnschlieBend wird dem noch fliissigen Gel Ethidiumbromid zugesetzt und
zwar in einer Menge von 4l Ethidiumbromid auf 100ul Gel.

3) Das fliissige Gel wird in die Gelkammer gegossen und nach dem Abkiihlen
mit TBE (1x) bedeckt.

4) 8ul des PCR Produkts und 1ul Marker, dem 7ul Wasser zugesetzt wurden,
werden mit einem Tropfchen Bromphenolblaulésung vermischt und in die
Taschen pipettiert. Die Bromphenolblauldsung sorgt fiir das Absinken der
Probe in die Tasche.

5) Eine Spannung von etwa 90 mV wird angelegt.

6) Anhand der Bromphenolblaubanden, die etwas schneller laufen als DNS-
Fragmente, kann man die optimale Laufzeit bestimmen. Die
Bromphenolblaubanden sollten gerade eben nicht aus dem Gel auslaufen.

7) Das Gel wird im UV-Licht fotografiert (siche Abbildung 4). Der Vergleich
der FragmentgroBen von Marker als Lingenstandard und Amplifikat des
aufgetragenen PCR-Produkts ermoglicht die ungefiahre Grolenabschiatzung.

Abbildung 4: Gelelektrophorese zur Auftrennung amplifizierter PCR Fragmente:
Die drei linken Banden zeigen TTV-PCR-Produkte, rechts daneben
eine Negativkontrolle und noch weiter rechts der Marker.
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2.2.2. Sequenzierung genotypenspezifischer Amplifikate zur
Genotypisierung

2.2.2.1. Aufreinigen des Amplifikats

2.2.2.1.1. Extraktion der DNS aus dem Agarosegel

Dieser Schritt wird nur dann notwendig, wenn es bei der PCR zur
Amplifizierung mehrerer Fragmente gekommen ist. Dies erklért sich durch die
relative Spezifitdt der Primer. Je niedriger die Annealingtemperatur gewéhlt
wird, desto eher bindet ein Primer auch an Bereiche, die nicht absolut
komplementédr zu seiner eigenen Sequenz sind. Falls solch eine unspezifische
Bindung zur Amplifizierung unerwiinschter DNA-Abschnitte gefiihrt hat, muf3
das fur die Sequenzierung bestimmte Fragment von den restlichen Amplifikaten
getrennt werden. Dazu wird die gewlinschte Bande aus dem Gel ausgeschnitten
und die DNA mittels Silikageladsorption extrahiert. Gleichzeitig wird das zu
sequenzierende Fragment so von dem tiibergebliebenen Rest nicht in die PCR-
Reaktion eingegangener dNTPs befreit. Diese konnen die Sequenzierreaktion
storen.

Kit: Agarose Gel DNA Extraction Kit

Protokoll:

1) Das PCR Produkt wird auf ein Agarosegel aufgetragen.

2) Nach Durchfiihrung der Gelelektrophorese wird das gewiinschte DNA-
Fragment mit einem Skalpell ausgeschnitten und in ein austariertes
Eppendorf-Gefal3 gegeben.

3) Fiir jeweils 100 mg Agarosegel werden 300 pl Agaroselosungspuffer
zugegeben.

4) Die Silacamatrix wird gevortext bis sich eine homogene Mischung gebildet
hat. 10 pl der Silicasuspension werden zu der Probe gegeben.

5) Anschliefend wird die Mischung 10 min bei 56-60 °C inkubiert. Dabei wird
alle 2-3 min gevortext.

6) Die Mischung wird bei maximaler Geschwindigkeit 30 sec zentrifugiert und
der Uberstand verworfen.

7) Das DNA enthaltende Pellet wird mit 500 pl Nukleinsdurebindungspuffer
gevortext und wie im vorhergehenden Schritt zentrifugiert. Der Uberstand
wird verworfen.

8) Das Pellet wird mit 500 pl Waschpuffer gevortext und wie im
vorhergehenden Schritt zentrifugiert. Dieser Schritt wird wiederholt.

9) Die Flissigkeit wird vollstaindig mit einer Pipette entfernt und das
Reaktionsgefdl umgedreht auf ein Papierhandtuch gestellt. AnschlieBend
wird das Pellet 15 min bei Raumtemperatur getrocknet.
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10)Die DNA wird in 2x 25 pl bidest. Wasser rehydriert. Nach Zugabe der ersten
25ul bidest. Wasser wird die Mischung gevortext und 10min bei 60°C
inkubiert. Dabei wird alle 2-3min gevortext. Der Schritt wird nach erneuter
Zugabe von bidest. Wasser wiederholt. Nach 30sec Zentrifugation bei
maximaler Geschwindigkeit, wird der die DNA enthaltende Uberstand
vorsichtig abpipettiert und in ein neues Gefal tiberfiihrt.

2.2.2.1.2. Saulenchromatographische Aufreinigung oder
Ethanolprizipitation

Falls die PCR so optimiert werden konnte, dal nur das gewiinschte Fragment
amplifiziert wurde, geniigt eine Aufreinigung zur Entfernung der dNTPs, die in
der PCR-Reaktion nicht verbraucht wurden. Die beiden Verfahren konnen
dquivalent verwendet werden.

Saulenchromatographische Aufreinigung
Kit: QIAquick PCR Purification Kit.

Protokoll:

1) Die fiinffache Menge an PB-Puffer wird der einfachen Menge an PCR-
Produkt zugesetzt.

2) Das Filtertube wird in ein Auffanggefall gesetzt. Die Losung wird in das
obere Reservoir des Filters pipettiert und 30 bis 60 sec bei maximaler
Geschwindigkeit abzentrifugiert.

3) Das abzentrifugierte Material wird verworfen und das Filtergefall zuriick in
das Auffanggefal3 gesetzt.

4) 750 pl des Waschpuffers PE werden auf den Filter pipettiert und es wird wie
in Schritt 2 zentrifugiert.

5) Wiederholen des dritten Schritts.

6) Die Filtersidule wird in ein sauberes Reaktionsgefill gesetzt.

7) Die DNA wird abschlieBend in 30 pl Elutionspuffer rehydriert. Die Ausbeute
kann verbessert werden, wenn die Probe nach Zupipettieren des
Elutionspuffers eine Minute stehengelassen und dann erst abzentrifugiert
wird.

Ethanolfillung

Protokoll:

1) Jedem PCR Produkt wird die 2,5-fache Menge an absolutem Ethanol
zugegeben. Die Mischung wird gevortext.

2) AnschlieBend wird das PCR-Produkt entweder 30 min auf Trockeneis oder
45 min auf gewohnlichem Eis gefallt.

3) Bei maximaler Geschwindigkeit wird die Probe 30 min gevortext.

4) Der Uberstand wird verworfen.
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5) Das Pellet wird mit 250 pl 70%igem Ethanol gewaschen. Dieser Schritt wird
wiederholt.

6) Die Proben werden etwa 3 min lang vakuumgetrocknet, so daBl keine
Fliissigkeit mehr zu erkennen ist.

7) Das Pellet wird abschliefend in 20 pl bidest Wasser eluiert.

2.2.2.2. Taq-Cycle-Sequenzierungsreaktion nach Sanger mit
anschlieBender Ethanolprizipitation

Die DNA-Sequenzierung nach Sanger erfolgt nach dem Kettanabbruch- oder
Didesoxynukleotidverfahren. Im Unterschied zur herkdémmlichen PCR enthélt
der Reaktionsansatz zusétzlich fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleotid-
triphosphate (ddNTPs) und nur einen Primer, der spezifisch binden mubB.
Ausgehend von diesem Primer erfolgt die enzymatische Synthese des zur
Matrize komplementiren Stranges. Das Enzym akzeptiert dabei sowohl die
dNTPs als auch die ddNTPs als Substrate.

Wird allerdings ein ddNTP zur Kettenverldngerung verwendet, so stoppt die
Reaktion nach dessen Einbau (Kettenabbruch): aufgrund der fehlenden 3’-
Hydroxylgruppe kann kein weiteres Nukleotid angefiigt werden. Man erhilt so
eine statistische Mischung aller Kettenldngen an neu synthetisierten, radioaktiv
markierten DNA-Fragmenten.

Da die Fluoreszenzmarkierung fiir die vier unterschiedlichen Didesoxynukleosid-
triphosphat-Analoga (ddATP, ddTTP, ddGTP und ddCTP) spezifisch ist, kann
die Sequenz nach Auftrennung der Fragmente auf einem Polyacrylamidgel mit
Hilfe eines automatisierten Sequenziersystems bestimmt werden.

Protokoll: Sequenzierungs-PCR

Primer sense je nach PCR Produkt NG134/NG061/AK061
Primer antisense je nach PCR Produkt NG132/NG063/AK063/NG136
Ansatz Ansatzes 20 pl Endvolumen
Primer 10 pmol/pl 1ul

H20 ad 20ul 13ul

Terminator-Mix 4ul 4ul

Matrize 2ul 2 ul

Cycler

Denaturierung 9% °C 10"

Annealing 50°C 10 Zyklusanzahl: 25
Extension 60°C 4

Soak 4°C oo
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Ethanolprizipitation

Bevor die Sequenzierungsprodukte zur Sequenzierung auf ein Gel aufgetragen
werden konnen, miissen sie durch Ethanolprizipitation von im Uberschuf3
vorhandenen Terminatoren getrennt werden.

Protokoll:

1) Dazu werden in ein Eppendorfgefal 50 ul absoluter Ethanol und 2 pl
Natriumacetat, pH 4,5, vorgelegt und die 20 pl Sequenzierungsprodukt
zugegeben.

2) Nach kurzzeitigem Vortexen wird das Sequnzierungsprodukt 10min auf Eis
gefillt und anschlieBend durch 30 min Vortexen bei maximaler
Geschwindigkeit vom Uberstand getrennt.

3) Der Uberstand wird verworfen und das Pellet mit 250 pl 70%igem Ethanol
gewaschen.

4) Anschlieend wird das Pellet in einer Vakuumzentrifuge vollstindig
getrocknet.

2.2.2.3. Elektrophoretische Trennung und Analyse im
377-Sequenzierungssystem

Das Produkt der Sequenzierungs-PCR wird zur Sequenzierung auf einem
Polyacrylamidgel aufgetrennt.

Protokoll:

Herstellung des Polyacrylamidgels:

1) Fiir ein Gel werden 21g Harnstoff, 8,4 ml 30%ige Acrylamidlésung, 6 ml 10x
TBE-Puffer, 15 ml TEMED, 350 ml 10%iges APS und 20 ml Aqua dest.
bendtigt. Das Gel wird zwischen zwei Glasplatten mit einem Abstand von 2
mm gegossen und bendtigt zwei Stunden um zu polymerisieren.

Vorbereitung der Sequenzierungsprodukte

2) Das getrocknete Pellet wird in 5 pl Probenpuffer rehydriert.

3) Nach kurzem Vortexen und Abzentrifugieren bei maximaler Geschwindgkeit
wird 2 min bei 90 °C denaturiert.

4) Zur Linearisierung wird die Einzelstrang-DNA auf Eis gebracht.

5) 1,5 ul der Probe werden schlieBlich in die Geltaschen aufgetragen.

Analyse der Seqeunzierungs-PCR-Produkte

6) Im 377-Sequenziersystem erfolgt bei 1680 Volt und 51 °C die
gelelektrophoretische Auftrennung der Produkte. Als Laufpuffer dient 1x
TBE. Die Analyse ist durch die unterschiedliche Fluoreszenz der vier
ddNTPs moglich.
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2.2.3. Lasergestiitzter TTV Nachweis in Zellteilen und Zellarealen von
Leber, Pankreas, Milz, Colon und Ileum

2.2.3.1.  Prinzip des Laser Microbeam Microdissection (LMM) und des
Laser Pressure Catapulting (LPC)

Zweck der Mikrodissektion ist die spezifische Isolation mikroskopisch
ausgewdhlter Zellareale, Zellen oder Zellteile. Mittel zum Zweck ist ein UV-
Laser-Mikrostrahl, der {iber den Fluoreszenzstrahlengang so in das Mikroskop
eingekoppelt wird, daBl der eingespannte Objekttrager senkrecht von unten
getroffen wird. Bei dem eingesetzten Schneidlaser handelt es sich um einen
gepulsten Stickstofflaser (337nm) mit einer maximalen Laser-Trigger-Frequenz
von 20 Hertz. Mit Hilfe verschiedener Objektive unterschiedlicher
VergroBerungsfaktoren (10-fach, 40-fach und 100-fach) kann der Laserstrahl zu
einem Durchmesser von weniger als 1 um fokussiert werden. Je kleiner der
Fokusdurchmesser gewéhlt wird, desto hoher die Energiedichte im Fokus. Bei
sehr kleinem Fokusdurchmesser wird eine Energiedichte von mehr als 1012 Watt
pro cm? erzeugt. Mit Hilfe unterschiedlicher Energieeinstellungen bei
verschiedenem Fokusdurchmesser, kann Gewebe gezielt zerstort oder bewegt
werden. Um das Katapultieren zu erleichtern, wird der Objekttridger noch vor
dem Aufziehen des Gewebsschnitts mit einer Polyethylenfolie versehen. Gewebe
und Folie bilden damit eine Einheit, die gemeinsam geschnitten und katapultiert
wird. Die Folie bietet verschiedene Vorteile. Zum einen wird die Adhésion des
ausgeschnittenen Areals am Objektriger minimiert. Zum anderen wird das
isolierte Areal mit der Folie als Riickrat stabilisiert und kann im Optimalfall in
einem einzigen Schritt katapuliert werden (Arbeit von Thalhammer S, siehe
Abbildung 5)

Abbildung 5: Prinzip des LMM und LPC.
(Thalhammer S, Publikation in Vorbereitung)
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2.2.3.2. Das Laser-gestiitzte Mikroskop und die Steuerung des Lasers

Alle Arbeiten wurden mit dem PALM Robot-MicroBeam System der Firma
P.A.L.M., Bernried, durchgefiihrt.

Abbildung 6: Schematischer Aufbau des Laser-gestiitzten Mikroskops
(Thalhammer S, Publikation in Vorbereitung)

P

Robot-Manipulator T
Robot-Stage
\ Laser-Einkopplung Computer
fe— O

, | ©

Invertmikroskop

N

Die Mikroskopierbiihne (Robot Stage) und der Aufhhidngungsapparat (Robot
Manipulator) konnen per Mausklick {iber einen computergesteuerten
Hybridstufenmoter gesteuert werden. Dabei kann eine Schrittgeschwindigkeit
von 1 um bis zu mehreren Millimeter pro Sekunde gewéhlt werden. Damit ist ein
gezieltes Arbeiten im Mikrometerbereich moglich. Die Einstellung des
Laserfokus und der Laserenergie erfolgt iiber eine externe Steuereinheit und kann
jederzeit optimiert werden. Eine Kamera ist im Gerét installiert und nimmt den
mikroskopierten Ausschnitt auf. Uber eine Bilderfassungskarte, die im Computer
installiert ist, werden die Aufnahmen auf der Blidschirmoberfldache parallel zu
den Arbeiten abgebildet.
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2.2.3.3. Priparation des Gewebes

Folgende Punkte sind bei der Gewebspraparation zu beriicksichtigen:

1) Die Préiparation darf durch die Gewebsbehandlung mit bestimmten
Substanzen nicht zur Inhibition der nachfolgenden PCR fiihren.

2) Die zu isolierenden Strukuren miissen gut erkennbar sein.

3) Der Gewebsschnitt mufl eine optimale Dicke aufweisen. Zu dick
geschnittenes Material fiihrt dazu, dafl der Laserstrahl das Gewebe nicht
durchdringen und folglich auch nicht schneiden kann. Ist der Schnitt sehr
diinn, so erfolgt unter Umstinden nur die Isolierung eines kleinen
Teilbereichs der zu isolierenden Einheit und es kann zu falsch negativen
Ergebnissen kommen. Die Schnittdicke orientiert sich daher am Grundsatz:
,»50 diinn wie nétig, so dick wie moglich.*

4) Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Isolation ist die Entparaffinierung des
Gewebes, da Paraffin von dem Laserstrahl nicht durchschnitten werden kann.
AuBlerdem miissen die Schnitte fiir die Isolierung per Laser absolut trocken
sein.

2.2.3.3.1. Fixierung

Die Fixierung schlieft die Konservierung und Hértung des Gewebes ein.
Wihrend die Konservierung dazu dient, die Autolyse des Gewebes aufzuhalten,
ermoglicht die Hirtung das Schneiden des Gewebes unter Einhaltung geringer
Schichtdicken.

Konservierung

Die Konservierung des Gewebes erfolgt durch Immersionsfixierung in 4%igem
Paraformaldehyd, einer sdure- und methanolfreien Formaldehydlosung, die sich
auch zur Fixation von Gewebe eignet, das histochemisch untersucht werden soll.
Da offen war, ob zusitzlich eine In-Situ-Hybridisierung durchgefiihrt werden
sollte, wurde diese Fixierung gewihlt.

Die Paraformaldehyd-Fixierlosung mu3 etwa alle 10 Tage frisch angesetzt
werden, weil Paraformaldehyd dazu neigt, zu Polymethylenen zu polymerisieren,
die ab einer Kettenldnge von etwa 10 Einheiten ausfallen. Die Polymerisierung
wird durch Verunreinigungen aller Art, besonders aber durch organische
Substanzen und Sonnenlicht gefoérdert. Daher sollte sauber gearbeitet und die
Paraformaldehydfixierlosung lichtgeschiitzt gelagert werden.
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Protokoll: Ansetzen von 4%iger Paraformaldehyd-Fixierlosung

Paraformaldeyd wird in Soérensen-Puffer (0,2 M), zunédchst doppelt so
konzentriert wie erwiinscht, gelost und dann mit Pufferlosung auf das
Endvolumen aufgefiillt. Da sich Paraformaldehyd weder in kaltem noch in
kochendem Wasser 16st, mul} der Puffer zuvor auf etwa 80°C erhitzt werden.
Sorensen Puffer (0,2 M) setzt sich aus NaH,PO,4 (0.04 M) und aus NA,HPO,
(0,16 M) zusammen.

Das Durchdringungsvermdgen von Formalinlosungen ist im allgemeinen gut und

bestimmt die Zeit, die mindestens zur ausreichenden Gewebskonservierung

eingehalten werden muf3. Zwar kann durch Wiarmeeinflu3 das Eindringen der

Fixierlosung gefordert werden, allerdings nimmt damit auch die Autolyse noch

nicht fixierter Gewebsteile zu. Auch eine zu lange Fixierung sollte vermieden

werden, da es zunehmend zu Strangbriichen der DNS kommen kann, die unter

Umstidnden eine erfolgreiche Amplifikation durch PCR unmdglich machen. Fiir

Lebergewebe wird eine Eindringtiefe von 4mm in 16 Stunden angegeben. Unter

Beriicksichtigung dieser Uberlegungen wurde folgendes Vorgehen gewihlt:

- Sowohl postmortal entnommenes Gewebsmaterial als auch Biopsiematerial
wurde unmittelbar in Fixierlosung gelegt. Dabei wurde eine Gewebsdicke
von 0,5cm nicht Giberschritten.

- Anschlieend wurde bei 4° C {iber etwa 20 Stunden fixiert.

- Darauf folgte unmittelbar die Paraffineinbettung. Muflite das Gewebe
zwischenzeitlich gelagert werden, so wurde es eine halbe Stunde lang in
Aqua dest. gewaschen und anschlieend in 70% Ethanol aufbewahrt.

Hartung

Zur mikroskopischen Untersuchung und Dissektion mufl das Gewebe in diinne
Schnitte zerlegt werden. Um das Gewebe schneidbar zu machen, ist eine harte
Konsistenz erforderlich, die durch Paraffineinbettung erzielt wird.

Folgende Schritte sind erforderlich:

- Das Fixiermittel wird iiblicherweise mit Leitungswasser herausgewaschen. Es
erfolgt dann eine Entwisserung in einer aufsteigenden Alkoholreihe. Das
Gewebe wird schrittweise in 70 bis 100%igen Athylalkohol gebracht.

- Da Paraffin in Alkohol nicht I6slich ist, wird der Alkohol durch
Methylbenzoat und anschlieend Benzol ausgewaschen.

- Anschliefend kommt das Gewebe in einem Thermostaten in fliissiges
Paraffin (Schmelzpunkt 58-60°C). Dabei werden alle Losungsmittel durch
Paraffin ersetzt und alle Spalten durchtrankt. Eingebettet wird schlief8lich bei
Raumtemperatur.
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2.2.3.3.2. Schneiden des paraffineingebetteten Gewebes

Vorbereitung der Objekttriger

Vor dem Schneiden der Paraffinblocke miissen die Objekttrager zum Aufziehen
der Gewebsschnitte vorbereitet werden.

Protokoll:

1) Die DIN A4 groBlen Polyethylenfolien werden so geliefert, dall sie einem
Blatt Papier gleicher GréBe aufliegen. Mit einer Schere werden, der besseren
Handhabung wegen, Papier und Folie gemeinsam in etwa 2 x 4cm grof3e
Stiicke geschnitten.

2) Der Objekttrager wird mit 100%igen Ethanol befeuchtet und an das
zugeschnittene Folienstiick gehalten. Durch Adhésionskréifte haftet die Folie
gut am Objekttrager.

3) Mit einem Handschuhe wird die Folie gegléttet und nach kurzer Trocknung
mit Nagellack an den Seitenrdndern befestigt.

4) Nach Trocknung wird der Folie Poly-L-Isyin aufgetropft und moglichst gut
verstrichen. Poly-L-Lysin dient der besseren Haftung des Gewebsschnitts auf
dem Objekttrager.

5) Anschliefend wird erneut eine Stunde bei 37° C oder iiber Nacht bei
Raumtemperatur getrocknet.

6) Vor dem Auftragen der Gewebsschnitte sollten die Objekttrager 30min unter
UV-Licht gelegt werden, um Kontaminationen zu vermeiden.

Schneiden der Paraffinblocke

Die Paraffinblocke werden anschlieend mit Hilfe eines Mikrotoms geschnitten.
Das geschnittene Gewebe wurde mittels eines angefeuchteten Streifens aus
Transparentpapier in ein kaltes Wasserbad gebracht. Der auf der
Wasseroberfliche schwimmende Gewebsstreifen kann dann auf einen
vorbereiteten Objekttrager aufgezogen werden. Um den aufgezogenen
Gewebsstreifen zu glétten, wird der bezogene Objekttrager kurz in ein heilles
Wasserbad getaucht, so daB3 sich der groBere Teil des Gewebsstreifens vom
Objekttrager 16st und sich auf der heiBen Wasseroberfldche strecken kann.

2.2.3.3.3. Entparaffinierung und Firbung

Erst nach Entparaffinierung der auf die Objekttrager gezogenen Gewebsschnitte
ist eine effiziente Farbung moglich. Zum anderen muf3 das Paraffin entfernt
werden, um eine Isolation per UV-Laserstrahlung zu ermdglichen. Die
Entfernung des Paraffins erfolgt durch Auswaschung mit Xylol. Vor der
anschlieBenden Fiarbung muBl das Xylol in einer absteigenden Alkoholreihe
ausgewaschen werden. Gefarbt wurde mit Himatoxylin und Eosin.
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Protokoll:

Alle verwendeten Losungen befinden sich in getrennten Farbekasten. Insgesamt
sind 20 Farbekdsten notwendig. Die mit den Gewebsschnitten bezogenen
Objekttrager werden nacheinander in die einzelnen Késten iiberfiihrt.

Entparaffinierung

1) Diese erfolgt durch 20miniitige Inkubation der Objekttrager in Xylol. Dabei
wird der Firbekasten nach je fiinf Minuten gewechselt, so daB die
Konzentration des in LOsung gegangenen Paraffins mit jedem Wechsel
abnimmt wéhrend die Kapazitit des Xylols Paraffin zu adsorbieren steigt.

2) AnschlieBend werden die Schnitte jeweils fiinf Minuten in absolutem Ethanol
und anschlieBend je drei Minuten lang in einer absteigenden Alkoholreihe (2x
80%, 2x 70% Ethanol) gewaschen.

3) Vor der Farbung werden die Objekttrager zweimal in Aqua dest. getaucht.

Farbung

Die Farbelosungen miissen vor Verwendung filtriert werden!

4) Nun wird fiinf Minuten in Mayer’s Hamalaun Losung gefarbt, anschlieBend
werden die Objekttrager erneut in Aqua dest. getunkt und dann 10min in
Leitungswasser geblaut.

5) Im ndchsten Schritt erfolgt die Farbung mit Eosin fiir 3min. Auch hier werden
die Objektrager im Anschluf} kurz in Aqua dest. gewaschen.

6) Abschliefend wird in einer aufsteigenden Alkoholreihe (90% Ethanol und
Ethanol abs.) kurzzeitig entwéssert und dann in Aqua dest. gespiilt.

Vor der Mikrodisskektion miissen die Schnitte iiber Nacht bei 56°C getrocknet

werden.

2.2.3.4. Isolation spezifischen Zellmaterials mittels Laser Microbeam
Microdissection (LMM) und Laser Pressure Catapulting (LPC)

Laser Microbeam Microdissection (LMM)

Zum Schneiden arbeitet man mit einem Fokus in Folienebene. Die hohe
Energiedichte fiihrt fiir Bruchteile einer Sekunde zur Entstehung dullerst hoher
Temperaturen und ermoglicht die gezielte Zerstérung und damit das Schneiden
von Gewebe. Fakultativ kann noch vor dem Schneiden eine Ablation von
Material erfolgen, das nicht isoliert werden soll und unmittelbar an das zu
isolierende Areal angrenzt. Dazu mul3 der Fokus so eingestellt werden, daf3 er
gerade iiber der Folienebene liegt. Voraussetzungen fiir die erfolgreiche Ablation
und Mikrodissektion i1st die Trockenheit des Gewebsschnitts, da sonst ein
Durchdringen des Lasers nicht mdglich ist. Schon die Luftfeuchtigkeit kann das
Schneiden unmdglich machen. Daher wurden die vorbereiteten Objekttrager bis
zuletzt in einem Brutschrank bei 37°C aufbewahrt.
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Laser Pressure Catapulting (LPC)

Zum Katapultieren verwendet man hdhere Energien, wobei sich der
Fokusdurchmesser im Optimalfall mit dem ausgeschnittenen Areal deckt. Das
Cap eines Reaktionsgefifles dient als Auffanggefil und ist {iber der
Objekthalterung aufgehdngt. In dieses wird zur besseren Haftung des
katapultierten Materials 1pl Mineralol gegben.

Abbildung 7:  Ablauf des LMM und LPC:
a) Préparierter Objekttrager mit nagellack-fixierter
Transportfolie und aufgezogenem Gewebsschnitt;
b) Ablation umliegenden Gewebsmaterials, das nicht
mitisoliert werden soll;
¢) Mikrodissektion;
d) Katapultieren des mikrodissezierten Materials.

Probe

Transportfolie

Objektiriiger

) b)

Laserstrahl
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2.2.3.5. Extraktion der DNA aus Gewebe mittels Isopropanol-
Prizipitation als Voraussetzung fiir anschliefenden
TTV-Nachweis per PCR

Isopropanol-Prizipitation
Kit: DNA Isolation Kit (Puregene, Gentra Systems)

Protokoll:

Zellyse

1) 90 pl Cell Lysis Solution werden in Reaktionsgefdlen vorgelegt. Die Caps
dieser ReaktionsgefiBBe dienen als Auffanggefdle fiir katapultiertes
Untersuchungsmaterial.

2) Nach erfolgter Katapultierung wird das Reaktionsgefdil mit dem
entsprechenden Cap geschlossen und 4 min bei 13000 g zentrifugiert, um das
isolierte Material zur Lyse in den Puffer zu bringen.

3) Anschliefend werden 10 pl Proteinase K in einer Konzentration von 2mg/ml
zupipettiert.

4) Der Proteinase K Verdau erfolgt tiber Nacht bei 55 °C.

RNAse-Verdau

5) 1 pl RNAse werden zugegeben und die Losung bei 37 °C fiir 15-60 min
inkubiert.

Proteinprizipitation

6) Nach Abkiihlung auf Raumtemperatur werden 30 pl Protein Precipitaion
Solution zupipettiert, die Mischung 20 sec gevortext und 5 min auf Eis
gefallt.

7) Es folgt ein dreiminiitiges Zentrifugieren bei maximaler Geschwindigkeit.

DNA Prazipitation

8) 100 pul Isopropanol und 0,5 pl Glycogen als DNA-Triager werden vorgelegt.

Der Uberstand wird zugegeben und die Losung gemischt.

9) Erneut wird bei maximaler Geschwindigkeit 5 min zentrifugiert.

10)Der Uberstand wird verworfen und 100 pl 70%iger Ethanol zugegeben.

11)Bei maximaler Geschwindigkeit wird einminiitig zentrifugiert.

12)Der Uberstand wird verworfen und das Pellet 10 bis 15 min luftgetrocknet.

DNA Hydratation

13)In 20 pl DNA Hydration Solution wird das Pellet gelost. Zur Rehydratation
wird eine Stunde bei 65 °C oder iiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert.

14)Die DNA wird bei 4 °C oder zur langfristigen Lagerung bei —20 °C bis
—80 °C aufbewahrt.

Die hydrierte DNA kann anschliefend als Matrize in der Polymerasenketten-
reaktion eingesetzt werden.
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3. Ergebnisse

3.1. Etablierung und Optimierung verschiedener
Polymerasenkettenreaktionen zum TTV-Nachweis

3.1.1. UTR(A)-PCR zum TTV Nachweis

Die verwendete UTR(A)-PCR ist nested (N) und beruht auf der Amplifikation
eines Fragments aus dem nichtkodierenden konservierten Bereich des TTV-
Genoms. Aufgrund der hohen Sensitivitit dieses PCR Systems wurde es zur
Pravalenzuntersuchung von 100 Blutspendern, 100 Prostituierten, 58
Homosexuellen und 97 intravends Drogenabhédngigen verwendet.

Die optimierten Amplifizierungsbedingungen weichen geringfligig von
Okamotos Protokoll ab (Okamoto et al., 1999b). Ein optimales Annealing erfolgt
bei 62°C (siche Abbildung 8). Beziiglich der MgCl, Konzentration zeigt sich
eine relative Insensitivitit (siche Abbildung 9). Einzige Unterschiede zwischen
der ersten (UTR(A)-N1) und zweiten Runde (UTR(A)-N2) betreffen die Primer,
die Menge eingesetzter Matrize und die Zyklusanzahl und sind aus dem
Protokoll zu entnehmen.

Protokoll: UTR(A) PCR; Primer NG133/NG147, NG134/NG132

PCR-Bezeichnung Primerpaare

UTR(A)-N1 NGI133/NG147

UTR(A)-N2 NG134/NG132

Ansatz S50pl Endvolumen

10x Puffer 15 mM MgCl, enthaltend Sul

MgCl, 25 mM 1l

dNTP-Mix 5 mM 2ul

Primer sense 10 pmol/pl 2ul

Primer 10 pmol/pul 2 ul

H,0O ad 50 pl ad 50 ul

Amplitaq s5U/ul 0,25 ul

Matrize Extrahierte DNA-Losung/ Sul/
PCR-Produkt aus UTR(A)-N1|3 ul

Cycler

Delay 95°C 4 ‘

Denaturierung 95°C 30"

Annealing 62°C 30" Zyklusanzahl: 35 in N1/ 30 in N2

Extension 72°C 40

Delay 72°C T

Soak 4°C 00

Das PCR-Produkt der ersten Runde hat eine Lange von 143 bp, das der zweiten
von 110 bp.
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Abbildung 8: Gelelektrophorese- UTR(A)-PCR: Optimierung der Annealing-
temperatur: Mit zunehmender Temperatur nimmt die Spezifitit der PCR zu, bei
64°C erfolgt zum Teil kein Annealing mehr.

60°C 62°C 64°C

Abbildung 9: Gelelektrophorese- UTR(A)-PCR: Optimierung der MgCl,
Konzentration:. Zwei nebeneinanderliegende Banden reprasentieren jeweils zwei
verschiedene Seren. Die MgCl, Endkonzentration im PCR Ansatz betrégt von
links nach rechts 1,5; 2; 2,5; 3 und 3,5 mM. Da mit dem bloBen Auge keine
Verdanderung der Bandenstirke zu erkennen ist, kann daraus eine relative
Insensitivitidt der PCR gegeniiber MgCl, geschlossen werden.
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Abbildung 10: Screening: Jede vierte Probe dient als Negativkontrolle.

Jede vierte Probe diente als Negativkontrolle, das hei3t, es wurde Wasser anstelle
von DNA zupipettiert, um mogliche Kontaminationen durch Verschleppung zu
kontrollieren.

3.1.2. Weitere PCR-Systeme mit Amplifikation des kodierenden
Bereichs als Voraussetzung fiir die Genotypenermittlung durch
Sequenzierung

3.1.2.1. N22-PCR mittels NG-Primersets

Die N22-PCR ist nested (N) und beruht auf Amplifikation des N22 Fragments
aus dem kodierenden Bereich des TTV Genoms, das zur Entdeckung von TTV
filhrte. Anhand der Sequenzierung dieses Amplifikats erfolgt tiblicherweise die
Genotypisierung. Die  Amplifizierungsbedingungen  weichen  ebenfalls
geringfligig von Okamotos Protokoll ab. Ein optimales Annealing zeigt sich bei
64°C (siehe Abblidung 11). Einzige Unterschiede zwischen der ersten (N22-N1)
und zweiten Runde (N22-N2) betreffen die Primer, die Menge eingesezter
Matrize und die Zyklusanzahl und sind aus der Tabelle zu entnehmen.
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Protokoll: N22-PCR; Primer NG059/NG063, NG061/NG063

PCR-Bezeichnung Primerpaare

N22-N1 NGO059/NG063

N22-N2 NG061/NG063

Ansatz S0ul Endvolumen

10x Puffer 15 mM MgCl, enthaltend |5 pl

MgCl 25mM 1l

dNTP 5 mM 2 ul

Primer sense 10 pmol/ul 3l

Primer antisense |10 pmol/ul 3ul

H20 ad 50ul ad 50 pl

Amplitaq SUMI 0,25 ul

Matrize Extrahierte DNA-Losung/ |5 pl/
PCR-Produkt aus N22-N1 (3 ul

Cycler

Delay 94°C 3

Denaturierung  94°C 30"

Annealing 64°C 30" Zyklusanzahl: 35 in N1/ 30 in N2

Extension 72°C 45"

Delay 72°C 7

Soak 4°C 0

Das PCR-Produkt der ersten Runde hat eine Lange von 286, das der zweiten von
271 bp.

Abbildung 11: Gelelektrophorese- PCR Produkte aus N22-N2 bei unter-
schiedlichen Annealingtemperaturen

62°C . 64°C
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3.1.2.2. N22-PCR mittels AK-Primersets

In Analogie zu den NG-Primersets wird auch mit dieser PCR die zur
Genotypisierung verwendete N22 Region amplifiziert. Da mit dieser N22-PCR
aber nur sechs der insgesamt 23 Genotypen erfal3t werden (Tanaka et al., 1999;
Muljono DH et al., 2001), sollte mit degenerierten Primersets versucht werden,
weitere Genotypen zu detektieren. Zur Konstruktion der neuen Primer dienten
Genbanksequenzen von an die N22 Region angrenzenden Bereichen. In der
Genbank fanden sich nur die Sequenzen fiir vier der 16 Genotypen, wobei nur
einer dieser vier Genotypen laut Literatur mit N22-NG-Primern amplifiziert
werden konnte (Tanaka et al., 1999).

Abbildung 12: Aus der Genbank abrufbare Sequenzen der N22-Region vier
verschiedener Genotypen als Grundlage fiir Primerkonstruktion. NG- als auch
AK-Primer eingezeichnet. (AB008394 entspricht Genotypl, ABO017770
Genotyp2, AB017163 Genotyp 11 nach Okamoto, AB025946 entspricht dem
Genotyp Sanban, Okamoto et al., 1998b; Hijikata M et al., 1999).

Sense primer NG059,NG061 und AK059, AK061

AK ()|59 AK O|61 NG 059 NG |()61

AB0S394  AMAGIACAATCOATTCACAGACAGAGIAGAAGEOAACATCT TATGATAG 1933
ABD17770  AACATATAACOOCTTCTCAGACAGAGEAGAAGECAATATGCTATGATAG 52
ABD17613  CACATACAACOCACTAATGEACAAGGEICAMGECAACAMATATGGTTTC 1972
AB025946  CACATACAACOOOCTCATGEACAMGIEGTAGCACCAQGTATGGITTC 1924

Consensus a taaacc t gaca gg aggcaa tatgg t

—
AB008394 ACTEXC 1939
AB017770 ACTEXC 58
AB017613 AATATC 1978
AB025946 AGTACA 1930

Gonsensus at

Antisense primer NG063 und AK063

AK 063 NG 063
|I | ]
[ I
AB008394 TAAACTTTGGAAATGETAAAATAOCAGG 2186
AB017770 TAAATTTTGGAAACCGTAAAATGOCAGS 305
AB017613 CAAACTTTGCAATGAAAAATAOCCTC 2228

AB025946 GAAACTTTGGTGACCGAAAATAATTEA 2186
Consensus aaa tttgg a gg aaa (¢

Die Primer wurden so gewdhlt, dall sie in moglichst konservierten Bereichen
liegen. Die allgemein iiblichen Regeln zur Primerkonstruktion wurden beachtet.
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Lange: Im allgemeinen wird empfohlen, da3 Primer mit einer Ldnge von 18 bis

21 Nukleotiden konstruiert werden. Da die AK-Primer degeneriert sind, wurde

eine grofere Lange gewihlt.

1) Vor allem die inneren Enden sollten moglichst gut konserviert sein und auf G
oder C enden, damit die Tag-Polymerase besser angreifen kann.

2) Der GC-Gehalt sollte zwischen 40% und 60% liegen. Diese Bedingung
konnte fiir Primer AK059 und AK063 nicht eingehalten werden.

3) Die Bildung von, die PCR inhibierenden Primerdimeren, muf3 vermieden
werden.

Abbildung 13: Primeranalyse AK059/AK061/AK063

AKO059  Oligo: 5'-ACATACAACCCMYTCAYRGACARAGG-3'
Primer: 26 Basen

Komposition 9A; 7C, 3G; 2T; 5 andere*

Prozent: 34% A;26% C; 11% G; 7% T; 19% andere*

Thermo Tm = 63.4°C Hybridization Tm = 52.6°C GC+AT Tm = 77.0°C

AKO061  Oligo: 5'-GACARAGGAGAAGGCAACAWGNTATGG-3'
Primer: 27 Basen

Komposition 10 A; 3 C;9 G; 2 T; 3 andere*

Prozent: 37% A; 11% C;33% G; 7% T; 11% andere*

Thermo Tm = 65.3°C Hybridization Tm = 55.9°C GC+AT Tm = 81.0°C

AK063  Oligo: 5'-CTGGCATTTTWCCRTTTCCAAAGTTT-3'
Primer: 26 Basen

Komposition 4 A; 6 C; 3 G; 11T; 2 andere*

Prozent: 15% A; 23% C; 11% G; 42% T; 7% andere*

Thermo Tm = 64.3°C Hybridization Tm = 51.0°C GC+AT Tm = 72.0°C

* andere steht fir die Nukleotide: M, R, Y, W und N
M=AoderC;Y=CoderT;R=AoderG;W=AoderT;N=A,C,GoderT

Abbildung 14: Analyse moglicher Dimerenbildung unter Primern

AKO063_AKO059
Max konti nui erliche Konplenentaritat: 3 bp
5' - CTGCCATTTTWCCRTTTCCAAAGTTT- 3'
|||
3' - GGARACAGRYACTYMCCCAACATACA- 5'
Max di skontinuierliche Konplenentaritat: 8 bp
5' - CTGGCATTTTWCCRTTTCCAAAGTTT- 3'

|11 1 [ | |
3' - GGARACAGRYACTYMCCCAACATACA- 5'
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AKO063 AKO061
Max konti nui erliche Konpl enentaritat:
5' - CTGGCATTTTWCCRTTTCCAAAGTTT- 3'
||
3' - GGTATNGWACAACGGAAGAGGARACAG 5
Max di skontinuierliche Konplenentaritat:
5' - CTGCCATTTTWCCRTTTCCAAAGTTT- 3'

| 1l
3' - GGTATNGWACAACGGAAGAGGARACAG 5

3 bp

13 bp

Das Ausmal} der Komplementaritit der Primer bedeutet keine Inhibition der PCR

(personliche Mitteilung, Dr. Nitschko).

Protokoll : N22-PCR; Primer AK059/AK063, AK061/AK063

PCR-Bezeichnung Primerpaare

N22-N1 AK059/AK063

N22-N2 AKO061/AK063

Ansatz S50ul

Puffer 15 mM MgCl, enthaltend |5 pl

MgCl 25mM 1 ul

dNTP 5mM 2 ul

Primer sense 10 pmol/ul 3ul

Primer antisense |10 pmol/ul 3ul

H20 ad 50ul ad 50 ul

Amplitaq S5U/ul 0,25 ul

Matrize Extrahierte DNA-Losung/ |5 ul/
PCR-Produkt aus N22-N1 3 ul

Cycler

Delay 94°C 3

Denaturierung 94°C 30"

Annealing 62°C 30" Zyklusanzahl: 35 in N1/ 30 in N2

Extension 72°C 457

Delay 72°C 7

Soak 4°C 0

Das Produkt der ersten Runde hat eine Lange von 304 bp, das der zweiten von

279 bp.
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3.1.2.3. Long Distance PCR

Die Long Distance PCR amplifiziert ein Fragment von ca. 3,4 kb, ist nested (N)
und wurde ebenfalls erstmals von Okamoto et al. beschrieben (Okamoto et al,
1999b). Die Amplifizierungsbedingungen entsprechen weitgehend den Angaben
nach Okamoto. Optimiert wurde die MgCl,-Konzentration. Aulerdem stellte sich
heraus, daB3 nur durch Hot Start das gewiinschte Produkt amplifiziert wird. Unter
Zusatz von DMSO (Dimethylsulfoxid) konnte die Ausbeute und Spezifitdt der
PCR weiter gesteigert werden.

Einzige Unterschiede zwischen der ersten (LD-N1) und zweiten Runde (LD-N2)
betreffen die Primer, die Menge eingesezter Matrize und die Zyklusanzahl und
sind aus der Tabelle zu entnehmen.

Protokoll: Long Distance PCR, Primer NG133/NG135, NG134/NG136

PCR-Bezeichnung Primerpaare
LD-NI1 NG133/NG135
LD-N2 NG134/NG136
Ansatz S50pl Endvolumen
Puffer 20 mM MgCl S5ul

dNTP 2,5 mM 8 ul

Primer sense 10 pmol/ul 2 ul

Primer antisense |10 pmol/ul 2 ul

MgCl, 25 mM 3ul

DMSO 99% 2,5 ul

H20 ad 50ul ad 50 ul

Amplitaq S5U/ul 0,5

Cycler

Delay 94°C 230"

Denaturierung  94°C 30"

Annealing 60°C 30" Zyklusanzahl: 35in N1/ 25 in N2
Extension 72°C 37

Delay 72°C 10

Soak 4°C o0

Das Produkt der ersten Runde hat eine Lénge von 3387 bp, das der zweiten von
3354 bp.
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Abbildung 15:
Long Distance
PCR Produkte nach
elektrophoretischer
Auftrennung

auf dem Agarosegel

3.2. Privalenzergebnisse

Hinweise auf bestimmte Ubertragungswege von Virusinfektionen lassen sich
durch Pridvalenzuntersuchungen von Gruppen mit erhohtem Infektionsrisiko
durch einen bestimmten Ubertragungsweg im Vergleich zu einer Kontrollgruppe
ziehen.

3.2.1. TTV-Gesamtprivalenzen der vier untersuchten
Bevolkerungsgruppen

Das Screening mittels UTR(A)-PCR ergab ein positives Ergebnis bei 81 von 100
Blutspendern (81%), bei 93 von 100 Prostituierten (93%), bei 56 von 58
Homosexuellen (96,7%) und bei 90 von 97 intravends Drogenabhdngigen
(92,8%). Im Vergleich zu den Blutspendern sind die Privalenzen der
Risikogruppen fiir sexuell (Homosexuellen und Prostituierte) und parenteral
(Intravends Drogenabhéngige) iibertragene Virusinfektionen signifikant hoher
(Tabelle 4). Zu beriicksichtigen ist das zusdtzliche Risiko der HIV-positiven
Homosexuellen, da die Immunsuppression die Wahrscheinlichkeit fiir ein
positives PCR Ergebnis zusitzlich erhoht.

Tabelle 4: Vergleich der TTV-Priavalenzen der vier verschiedenen Kohorten
nach UTR(A)-PCR-Screening

Untersuchte An- TT Virus P Odds | Konfindenz-

zahl Ratio intervall
positiv | negativ | Risiko- versus Kontrollgruppe
Blutspender 100 | 81 (81%) [19 (19%)
HIV-negative
Prostituierte
HIV-positive
Homosexuelle

100 | 93(93%) | 7(7%) |0,0193 | 3,116 | 1,246 - 7,793

58 |56 (96,7%)|2 (3,3%) | 0,0063 | 6,568 | 1,470 -29,338

HIV-negative
IVDAs

97 190 (92,8%)| 7 (7,2%) | 0,0196 | 3,016 | 1,205 - 7,547
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Im folgenden werden die Pravalenzunterschiede jeder Risikogruppe im Vergleich
zur Kontrollgruppe der Blutspender graphisch dargestellt.

BE= TTV-positiv L TTV-negativ

Abbildung 16: Blutspender und Prostituierte
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Abbildung 17: Blutspender und Homosexuelle
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Abbildung 18: Blutspender und intravends Drogenabhéngige
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3.2.2. TTV-Privalenz und Alter

Je nach untersuchter Kohorte zeigen entweder TTV-Positive oder TTV-Negative
ein hoheres Alter. In keiner Kohorte ergibt sich eine signifikante Korrelation
zwischen TTV-Positivitiat und Alter (Tabelle 5).

Tabelle 5: Durchschnittsalter (Jahre) TTV-Positiver und
TTV-Negativer im Vergleich

Kohorte Alle TT Virus
Untersuchten positiv negativ
Blutspender 39 40 33
HIV-negative Prostituierte 30 30 34
HIV-positive Homosexuelle 44 45 35
HIV-negative IVDA 31 29 32

3.2.3. TTV-Pravalenz und Geschlechterverteilung

Bei der Untersuchung nach einer Korrelation zwischen TTV-Virdmie und
Geschlecht werden Homosexuelle und Prostituierte nicht beriicksichtigt, da sie
beziiglich des Geschlechts keine zufillig gewéhlte Stichprobe darstellen.

Tabelle 6: Geschlecht (ménnlich:weiblich) TTV-Positiver und
TTV-Negativer im Vergleich.

Kohorte Alle TT Virus
Untersuchten positiv negativ
Blutspender 60 /40 51/30 9/10
Mainneranteil in % 85% 15%
Frauenanteil in % 75% 25%
HIV-negative IVDAs 66 /31 62 /28 4/3
Minneranteil in % 94% 6%
Frauenanteil in % 90% 10%
Beide Kohorten 126/ 71 113/58 13/13
Mainneranteil in % 90% 10%
Frauenanteil in % 82% 18%

Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied der Geschlechter bei TTV-Positiven
im Vergleich zu TTV-Negativen.
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3.24. TTV-Privalenz und Hepatitisserologie

Die Hepatitisserologie lag fiir die Homosexuellen und die intravends
Drogenabhéngigen vor (Tabelle 7).

Tabelle 7: Vergleich der Hepatitisserologie TTV-Positiver und TTV-Negativer

Kohorte/ Untersuchungsvariable Anzahl der TT Virus
Untersuchten| positiv ‘ negativ

HIV-positive Homosexuelle 58 56 (97%) 2 (3%)
HIV-negative IVDA 97 90 (93%) 7 (7%)
Alle 155 146 (97,3%)| 9 (5,8%)
Anti HAV IgG +/ Anti HAV IgG -

HIV-positive Homosexuelle 0/0 0/0 0/0

HIV-negative IVDA 15782 14/76 1/6
HBs Ag +/ HBs Ag -

HIV-positive Homosexuelle 4/54 4/52 0/2

HIV-negative IVDA 4/93 4/84 0/7
Anti HBs +/ Anti HBs -

HIV-positive Homosexuelle 0/0 0/0 0/0

HIV-negative IVDA 46 /51 43 /47 3/4
Anti HBc IgG + / Anti HBc IgG -

HIV-positive Homosexuelle 34/24 32/24 2/0

HIV-negative IVDA 41/56 40 /50 1/6
Anti HCV +/ Anti HCV -

HIV-positive Homosexuelle 0/58 0/56 0/2

HIV-negative IVDA 60 /37 56/34 4/3
HCV RNA +/HCV RNA -

HIV-positive Homosexuelle 0/0 0/0 0/0

HIV-negative IVDA 39/58 37/53 2/5

Zwar ergeben sich im Vergleich zu den Blutspendern signifikant hdhere
Infektionsraten von Hepatitis B bei Homosexuellen und von Hepatitis C bei
intravends Drogenabhingigen. Allerdings zeigt sich keine signifikante
Konkomitanz von TTV-Positivitdit und diesen Infektionen. Angesichts der
insgesamt sehr hohen TTV-Privalenz wire eine solche Korrelation auch schwer
nachzuweisen.
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3.2.5. TTV-Privalenz und Leberenzyme

Vom Blutspendedienst des Bayerischen Roten Kreuzes (BRK) werden solche
Spender ausgeschlossen, deren GPT-Leberwerte 45 U/l {iberschreiten
(personliche Mitteilung, BRK). Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied
zwischen GPT- bzw. yGT-Mittelwerten TTV-Positiver und TTV-Negativer. Bei
TTV-negativen intravends Drogenabhingigen liegen die Leberenzymwerte sogar
hoher als bei den TTV-positiven intravends Drogenabhédngigen (Tabelle 8).

Tabelle 8: Vergleich der Leberenzymwerte TTV-Positiver und TTV-Negativer

Untersuchungsvariable/ Alle TT Virus
Kohorte Untersuchten positiv negativ
GPT Mittelwert
HIV-positive Homosexuelle 19 U/1 19 U/1 29 U/1
HIV-negative IVDAs 23 U/ 2201 30U/1
yGT Mittelwert
HIV-positive Homosexuelle 26 U/l 26 U/l 22U/
HIV-negative IVDAs 79 U/ 78 U/l 93 U/l

3.2.6. TTV-Pravalenz und HGV-Serologie

Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen bestehender oder
ehemaliger HGV-Infektion und TTV-Virdmie (Tabelle 9).

Tabelle 9: TTV Virdmie Homosexueller und Hepatitis G Serologie

Kohorte/ Anzahl der TT Virus

Untersuchungsvariable Untersuchten positiv negativ

HIV-positive Homosexuelle 58 56 (96,7%) 2 (3,3%)
GBV-C RNA +, anti E2 - 17 16 1
GBV-C RNA -, anti E2 + 20 19 1
GBV-C RNA -, anti E2 - 21 21 0
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3.2.7. TTV-Priavalenz und HI'V-Infektion

Zu den vier untersuchten Kohorten gehoren auch 58 HIV-positive Homosexuelle.
Ein Vergleich der TTV-Priavalenz dieser Gruppe von rund 97% mit der
Durchseuchungsrate HIV-negativer Prostituierter von 93% ergibt keinen
signifikanten Unterschied. Ein Vergleich dieser beiden Kohorten ist sinnvoll,
weil beide mit dem Risiko fiir einen sexuellen Ubertragungsweg von TT Virus
behaftet sind und sich damit hauptsédchlich in dem Merkmal der Koinfektion mit
HIV unterscheiden.

Tabelle 10: HIV-Koinfektion TTV-Positiver und TTV-Negativer im Vergleich

Kohorte Anzahl der TT Virus
Untersuchten positiv negativ
HIV-negative Prostituierte 100 93 (93%) 7 (7%)
HIV-positive Homosexuelle 58 56 (96,7%) 2 (3,3%)
3.3. Amplifikation der genotypendefinierenden N22-Region und

Ermittlung der Genotypenverteilung durch Sequenzvergleich

Verschiedene Genotypen sind so definiert, dal3 sie sich in mindestens 30% ihrer
Sequenz unterscheiden. Bisher wurde die Genotypenermittlung durch
Sequenzvergleich der N22-Region durchgefiihrt. Ohne eine Amplifikation ist die
Sequenzierung des N22 Bereichs allerdings nicht moglich. Genau hier liegt das
Problem, da die Primerregionen des N22-Bereichs eine so hohe
Sequenzvariabilitit aufweisen, dafl nicht alle Genotypen mittels veroffentlichten
NG-Primersets nach Okamoto erfallit werden konnen (Okamoto et al., 1998).

3.3.1. Amplifikation der N22-Region durch verschiedene PCR-Systeme:
N22-PCR mit NG-Primersets, N22-PCR mit AK-Primersets und
Long Distance PCR

Um auch solche Genotypen typisieren zu konnen, die bei Screening mittels
N22-PCR mit NG-Primersets ein falsch negatives Ergebnis zeigen, wurden zwei
weitere PCR-Systeme zur Amplifikation des N22 Bereichs etabliert und in ihrer
Nachweissensitivitit fiir TTV evaluiert. Da die UTR(A)-PCR als die derzeit
sensitivste PCR zum TTV Nachweis gilt, wurden 28 Seren ausgesucht, von
denen alle UTR(A)-PCR (NG-Primersets) positiv, aber nur zehn N22-PCR
(NG-Primersets) positiv waren. AnschlieBend wurden diese Seren mit den neuen
PCR Systemen getestet. Dabei handelte es sich zum einen um eine PCR, die
ebenfalls den N22 Bereich amplifiziert, bei der aber degenerierte Primer zum
FEinsatz kommen, die an konserviertere Sequenzbereiche annealen (AK-
Primersets). Zum anderen wurden alle Seren zusétzlich mit der neu etablierten
Long Distance PCR gescreent.
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3.3.2. Vergleich der TTV-Nachweissensitivitiit verschiedener
PCR-Systeme zur Amplifikation der genotypendefinierenden
N22-Region

Zu den 28 ausgesuchten Seren zdhlten zehn Blutspender und je sechs intravends
Drogenabhingige, Prostituierte und Homosexuelle. Die Ergebnisse des
Screenings mittels N22-PCR mit den neuen AK-Primersets und Long Distance
PCR werden im folgenden beschrieben (siche Tabelle 11).

N22-PCR mit AK-Primersets

Zwolf der 28 (42,8%) ausgewdhlten UTR(A)-positiven Seren ergaben bei
Testung mit den AK-Primersets positive Ergebnisse. Darunter waren zehn Seren,
die auch mittels N22-PCR (NG-Primersets) ein positives Ergebnis zeigten.

Long Distance PCR

In der Long Distance PCR waren drei von zehn Blutspendern, zwei von sechs
intravends Drogenabhingigen, zwei von sechs Prostituierten und drei von sechs
Homosexuellen positiv. Damit ergaben 35,7% der 28 UTR(A)-PCR positiven
Seren in der Long Distace PCR ein positives Ergebnis. Die zehn Long Distance
PCR-Produkte verteilten sich auf fiinf N22-PCR Positive (NG-Primersets) und
fiinf N22-PCR Negative (NG-Primersets).

Tabelle 11:  Uberblick iiber Screeningergebnisse nach Testung mit
N22-PCR (AK-Primersets) und Long Distance PCR

Blutspender

Serum Long Distance
UTR(A)-PCR N22-PCR N22-PCR

Tube . . . PCR
NG-Primersets NG-Primersets AK-Primersets .

No NG-Primersets

430 positiv positiv positiv negativ

432 positiv positiv positiv positiv

458 positiv positiv positiv negativ

493 positiv positiv positiv negativ

405 positiv negativ negativ negativ

411 positiv negativ negativ positiv

413 positiv negativ negativ negativ

414 positiv negativ negativ positiv

418 positiv negativ negativ negativ

462 positiv negativ negativ negativ
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IVDA

Serum
Tube

UTR(A)-PCR
NG-Primersets

N22-PCR

NG-Primersets

N22-PCR
AK-Primersets

Long Distance
PCR

No NG-Primersets
4 positiv positiv positiv positiv

84 positiv positiv positiv negativ

3 positiv negativ negativ negativ

6 positiv negativ negativ negativ

55 positiv negativ negativ positiv

73 positiv negativ positiv negativ
Prostituierte

Serum  rp(A)-PCR N22-PCR N22-PCR Long Distance
Tube NG-Primersets NG-Primersets AK-Primersets PCR .

No NG-Primersets
31 positiv positiv negativ negativ

54 positiv positiv positiv positiv

27 positiv negativ negativ negativ

32 positiv negativ negativ negativ

34 positiv negativ negativ positiv

44 positiv negativ negativ negativ
Homosexuelle

Serum - rp(A)-PCR  N22-PCR N22-PCR Long Distance
Tube . . . PCR

No NG-Primersets NG-Primersets AK-Primersets NG-Primersets
20 positiv positiv positiv positiv

26 positiv positiv positiv positiv

15 positiv negativ negativ negativ

19 positiv negativ positiv negativ

24 positiv negativ negativ negativ

2 positiv negativ positiv positiv
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3.3.3. Sequenzierungsergebnisse und Genotypenermittlung

Es lagen insgesamt N22-PCR Produkte (NG und AK-Primersets) von 13 der 28
verschiedenen Seren vor. Insgesamt konnten acht dieser PCR Produkte mit den
NG-Primern sequenziert werden. Eine Sequenzierung mit den AK-Primersets
ergab keine verwertbaren Sequenzen. Ein Alignment der, mit NG Primern
sequenzierten, Abschnitte ergab eine Zuordnung zu den Genotypen 1 und 2 nach
Okamoto.

Abbildung 19: Alignment eigener N22-Sequenzen und der N22-Sequenzen nach
Okamoto (AB008394 entspricht Genotyp 1 und AB017770 Genotyp 2)

N22_B430 TGCCTAGTAGCAGACCTACCACT GTGGGCAGCAGCATATGGGTATTTAGAATTCTGCTCT 87
N22_B432 TGCCTAGTAGCAGACCTACCACT GTGGGCAGCAGCATATGGGTATTTNGAATTCTGCTCT 82
N22_B458 TG CTcaTAGagaACt TgCCc CTGTGGECet NAGE ATACGGaTATacAGAATaCTGCagce 98
N22_14 TGCCTAGTAGCAaACCTACCACT GTGGGCAGCAL CATATGE TACTTAGAATTCTGCTCT 112
N22_| 84 TGinnAt agGanaACt gACCt nTGNGGGCct CAGE ATACGGnTAcacAGAATaCTGCagc 95
N22_P31 TGCCTcaTAGagaACt TgCCt CTGTGGGECct CAG ATAcGGaTAcacAGAATaCTGCngn 72
N22_P54 ... L. GACCTACCACT GTGGGCAGCAGCATATGGGTATTTAGAATTCTGCTCT 48
N22_H26 TGCCTAGTAGCAGACCTACCACT GT GGGCAGCAGCATATGGGTATTTAGAATTCTGCTCT 98
AB017770 TG CTAaTAGaAaACaTgCCct TGTGGEECct CAGt ATATGGaTAcac AGAATaCTGCagce 159
AB008394 TGt TAaTAt CAGACCTACCt CTaTGGGBCAGCAGCATATGGATATgTAGAATTt TG gCa 2040
Consensus ac cc t gggc a atagg ta gaat tg

N22_B430  AAAAGCACAGGAGACACAAACATACACATGAATGCCAGACTGCTAATAAGAAGTCCCTTT 147
N22_B432  AAAAGCACAGGAGACACAAACATACAL ATGAATGCCAGACTGCTAATAAGAAGTCCCTTT 142
N22_B458 AAAgt aACAGGAGACt CAAACATAgAacacAAct gCAGAL gt gTt ATt AGAAGcCCaTac 158
N22_14 AAAAG ACAGGAGACACAAAL ATACACATGAATGCCAGACTaCTAATAAGAAGTCCCTTT 172
N22_| 84 AAAgt aACAGGAGACE CAAACATAgAacacAAct gCAGAL gt gTt ATt AGAAGC CCCTac 155
N22_P31 AAAgt aACAGGAGAL t CAAACATAnAacacAAct gCAGAL gngTt ATAAGAAGC CCCTac 132
N22_P54 AAAAGCACAGGAGACACAAACATACACAT GAATGCCAGACTGCTAATAAGAAGTCCCTTT 108
N22_H26 AAAAGCACAGGAGACACAAACY TACACAT GAATGCCAGACTGCTAATAAGAAGTCCCTTT 158
ABO17770 AAAgt aACAGGAGACACAAACATAgAacacAAct gt AGAL gt gTAATt AGAAGC CCCTaT 219
AB008394  AAAAGX ACAGGAGACCcaAAACATACACATGAATGCCAGYCTaCTAATAAGAAGTCCCTTT 2100
Consensus aaa acaggaga aaa ta a aa ag t at agaag cc t

N22_B430  ACAGACCCCCAGCTAATAGTACACACAAACCCCAATAAAGCCTTTGTACCTTATTCTTTA 207
N22_B432  ACAGACCCCCAGCTAATAGTACACACAAACCCCAATAAAGCCTTTGTACCTTATTCTTTA 202
N22_B458 ACAG t CCaCAG TAt TgGac CACAacAAt CCCct cAgAGECTacGIgCCTTATage TTt 218
N22_14 ACAGACCCCCAaCTAATAGTACACACAgACCCCAC TAAAGGCTTTGTACCTTACTCaTTA 232
N22_184 ACAG aCCaCAaCTgt TAGac CACAac AAt CCCct cAgAGGaTac GTACCc TAcagc TTt 215
N22_P31 ACAG aCCaCAaCTgt TAGac CACANCcAAtL CCCcccAgAGGaTacGTACCc TAcagce TTt 192
N22_P54 ACAGACCCCCAGCTAATAGTACACACAAACCCCAAC AAAGECTTTGTACCTTATTCTTTA 168
N22_H26 ACAGACCCCCAGCTAATAGTACACACAAACCCCAATAAAGGCTTTGTACCTTATTCTTTA 218
AB017770  ACAG aCCt CAGCTgc TAGac CACAacAACagCct TAggGGaTacGTACCcTAcagcaTA 279
AB008394  ACAGACCCaCAaCTAc TAGTACACACAgACCCCACaAAAGCCTTTGTt CCTTACTCTTTA 2160
Consensus acag ccca t t g caca a ¢ a ggt gt ccta t
N22_B430  AACTTTGGAAATGGTAAAATGCCAG 233
N22_B432  AACTTTGGAAATGGTAAAATGCCAG 227
N22_B458  AACTTTGGAAATGGTAAAATGCCAG 245
N22_14 AACTTTGGAAATGGTAAAATCGCCAG 257
N22_184 AACTTTGGAAATGGTAAAATGCCAG 240
N22_P31 AACTTTGGAAATGGTAAAATCGCCAG 217
N22_P54 AACTTTGGAAATGGTAAAATGCCAG 193
N22_H26 AACTTTGGAAATGGTAAAATGCCAG 245
ABO17770  AAt TTTGGAAAC GGTAAAATGCCAG 304
AB008394  AACTTTGGAAATGGTAAAATGCCAG 2185
Consensus aa tttggaaa ggtaaaatgccag
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Abbildung 20: Homologiebaum der N22-Sequenzen
(AB008394 entspricht Genotypl, AB017770 Genotyp 2)
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Um die N22-Region zu sequenzieren, bendtigt man einen gut bindenden
Sequenzierungsprimer. Ublicherweise werden nicht einklonierte PCR-Produkte
mit den Primern sequenziert, die auch zur Amplifikation verwendet werden.

Bei den Produkten der Long Distance PCR hétte dies aber nicht zur Erfassung
des gewiinschten N22-Bereichs gefiihrt, da in einer Sequenzierungsreaktion
maximal 600 Basenpaare gelesen werden, die N22 Region aber mehr als 600
Basenpaare von den Annealingbereichen der Sequenzierungsprimer entfernt ist.
Daher wurde der Versuch unternommen, die N22-Region der Long Distance
PCR Produkte mittels NG- oder AK-Primersets zu sequenzieren. Allerdings
konnte nur eines von fiinf Long Distance PCR Produkten zum Teil mit NG-
Primern sequenziert werden. Ein anschlieBendes Alignment zeigte aber, dal} sich
der NG-Sequenzierungsprimer nicht an den gewiinschten Annealingbereich des
PCR Produkts, sondern an einen anderen Sequenzabschnitt, angelagert hatte.
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34. Lasergestiitzter Nachweis von TT Virus in Zellteilen und

Zellarealen von Leber, Pankreas, Milz, Colon und Ileum

34.1. Isolierung definierter Kompartimente

Aufgrund der unterschiedlichen Beschaffenheit verschiedener Gewebsarten
erwiesen sich Paraffinschnitte unterschiedlicher Dicke als optimal fiir die
anschliefende lasergestiitzte Isolierung. Diese lag bei Spm fiir die Milz, bei 8um
fiir Leber und Pankreas und bei 10um fiir Colon und Ileum.

Um ein standardisiertes Vorgehen zu ermoglichen, muflite festgelegt werden,
welche Zellteile und Areale in welchem Umfang isoliert werden sollten.
Wihrend in der Leber Zellteile, nimlich Hepatozytenzellkerne isoliert wurden,
stand sonst die Isolation ganzer Zellareale im Vordergrund. Diese Areale
umfaliten weille und rote Pulpa der Milz, Anteile des endokrinen und exokrinen
Gewebes des Pankreas und des Epithels und der Lamina propria mucosae von
Colon und Ileum. Die Einhaltung bestimmter Mengen isolierter Partikel war
durch einfaches Abzédhlen der Zellkerne und die computergestiitzte Abmessung

isolierter Zellareale gegeben (Tabelle 12).

Tabelle 12:  Art und Menge des isolierten Untersuchungsmaterials
verschiedener Gewebe
Be- |LE- |MILZ PANKREAS |COLON ILEUM
zeich-  BER
nung
1 1 Weille Pulpa |Endokriner 1/2 Krypte im 1/2 Krypte im
Zell- |50 pm Anteil, 50 pum  |Transversalschnitt |Transversalschnitt
kern |Durchmesser [Durchmesser
2 6 Weile Pulpa |Endokriner Eine Krypte im Eine Krypte im
Zell- |100 um Anteil, 100 pm |Transversalschnitt |Transversalschnitt
kerne |Durchmesser |[Durchmesser
3 12 Rote Pulpa  |Exokriner Areal aus Lamina |Areal aus Lamina
Zell- |50 um Anteil, 50 um  |propria mucosae, |propria mucosae
kerne |(Durchmesser |Durchmesser |Grof3e entsprechend 1
entsprechend 1
4 Rote Pulpa  |Exokriner Areal aus Lamina |Areal aus Lamina
100 pm Anteil, 100 pm |propria mucosae, |propria mucosae
Durchmesser (Durchmesser |Grdfe entsprechend 2
entsprechend 2
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Folgende Abbildungen veranschaulichen beispielhaft die Isolierung von

Hepatozytenzellkernen und Zellarealen aus Milz, Pankreas, Ileum und Colon.
(Abbildung 21 und 22).

Abbildung 21: Isolierung von Hepatozytenzellkernen. Nach Ablation wurden die
Hepatozytenzellkerne spezifisch isoliert. a) Gewebsschnitt vor

Abbildung 22: Isolierung verschiedener Zellareale aus Milz, Pankreas, [leum
und Colon. Von links nach rechts a) Gewebsschnitt vor LMM;
b) Gewebsschnitt nach LMM; c¢) Gewebsschnitt nach LPC.
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Vorbeugen einer Kontamination und Kontaminationskontrolle:

Um der Gefahr einer Kontamination vorzubeugen, wurden die entnommenen
Gewebsproben in getrennten Gefdflen fixiert. AuBerdem wurden beim Schneiden
am Mikrotom nach jedem neuen Paraffinblock Messer und Wasserbad
gewechselt und das Wasser des Wasserbads regelmdfig per PCR auf TTV
untersucht. Weiterhin wurden, die am Paraffinblock auflen gelegene,
Gewebsteile verworfen und das Lasergerat mit einem DNA vernichtenden Mittel
gereinigt. Desweiteren wurden die Extraktionsreagenzien am Ende der Arbeiten
mittels PCR auf eine TTV-Kontamination tiberpriift. Es gab keinen Anhalt fiir
eine Kontamination.

3.4.2. Screeningergebnisse mittels UTR(A)-PCR im Uberblick

Gescreent wurde das isolierte Gewebsmaterial von sieben Leberschnitten, sechs
Milzschnitten, und je drei Pankreas-, Colon- und Ileumschnitten. Jeder dieser
Schnitte ist unterschiedlichen Gewebsproben zuzuordnen. Das Gewebe stammte
von sechs intravends Drogentoten, bezeichnet mit ,,183%, ,,186%, ,,205%, ,,252%,
256 und ,,1951“. Nur bei dem Fall ,,KMS“ handelte es sich um einen
intravends drogenabhingigen Patienten, der wegen einer Hepatitis unklarer
Genese leberbiopsiert wurde. Gewebsproben der Obduzierten und des Patienten
wurden nach Organen getrennt paraffineingebettet und entsprechend mit ,,183,
,186%, ,,205%, ,,252%, ,.256%, ,,1951° und ,,KMS* bezeichnet. Die Seren aller
untersuchten Falle waren TTV-positiv. Klinische Daten lagen uns nicht vor.

Zur Kontrolle der Kontaminationsgefahr wurden in jeder PCR Negativkontrollen
eingesetzt.

Screening der verschiedenen Organe

Leber

Ein, sechs und zwolf Zellkerne wurden aus Gewebsschnitten sieben
verschiedener Paraffinblocke isoliert. Dieses Screening wurde zweimal
durchlaufen, wobei die UTR(A)-PCR sowohl nach Isolation nur eines Zellkerns
als auch nach Isolation von sechs und zwolf Zellkernen aus jedem der sieben
Schnitte ein positives Ergebnis ergab. Vereinzelt negativen Ergebnissen des
ersten Screeningdurchlaufs standen positive Ergebnisse des zweiten Durchlaufs
gegeniiber und umgekehrt (Tabelle 13).
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Tabelle 13: Screeningergebnisse der Hepatozytenzellkerne im Uberblick.
Die Nummern kennzeichnen die Anzahl isolierter Zellkerne (siche Tabelle 12).
Positive Ergebnisse sind grau unterlegt.

Paraffinblock [Paraffinblock |[Paraffinblock [Paraffinblock
No. 183 No. 186 No. 205 No. 252

Screening 1 1 |2 |3 1 |2 |3 1 | 2 |3 1 2 |3
Screening 2 1 |2 |3 1 | 2 |3 1 |2 |3 1 2 (3
Paraffinblock [Paraffinblock |[Paraffinblock
No. 256 No. 1951 No. KMS
Screening 1 1 2 |3 1 2 |3 1 |2 |3
Screening 2 1 |2 |3 1 |2 |3 1 |2 |3

Milz

Aus den sechs Milzschnitten wurden jeweils zwei Areale gleicher GroBe aus
roter und weiBler Pulpa isoliert. Aus einem Gewebsschnitt (Paraffinblock
No. 205) ergaben sich positive UTR(A)-PCR Ergebnisse von Zellmaterial
sowohl roter als auch weiller Pulpa. AuBlerdem konnte TTV aus der roten Pulpa
(Parrafinblock No. 183 und No. 252) zweier und aus der weillen Pulpa
(Paraffinblock No. 256) eines weiteren Schnitts nachgewiesen werden (sieche
Tabelle 14).

Pankreas

Jeweils zwei gleichgrof3e Areale aus dem exokrinen und endokrinen Anteil der
drei Pankreasschnitte wurden mikrodissektiert, wobei die nur UTR(A)-PCR aus
Zellmaterial des exokrinen Anteils einer der drei Gewebsschnitte (Paraffinblock
No. 252) ein positives Ergebnis zeigte (siche Tabelle 14).

Colon

Auch hier lagen zur Untersuchung drei Gewebsschnitte vor. Isoliert wurden
ebenfalls jeweils zwei gleichgrole Areale aus dem Darmepithel und aus der
lymphozytenreichen Lamina propria mucosae. Hier war der TTV Nachweis aus
dem Epithel eines (Paraffinblock No. 256) und der Lamina propria mucosae
(Paraffinblock No. 205) eines anderen Gewebsschnitts positiv (siche Tabelle 14).

Ileum

Analog wurden aus dem Darmepithel und der Lamina propria mucosae des
Ileums Areale isoliert, wobei TTV aus dem Ileumepithel des Obduzierten ,,No
256* nachgewiesen werden konnte, dessen Colonepithel ebenfalls TTV-positiv
war. AuBerdem =zeigte sich die Lamina propria mucosae eines weiteren
Gewebsschnitts (Paraffinblock No. 252) TTV-positiv (siche Tabelle 14).
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Tabelle 14: Screeningergebnisse verschiedener Zellareale aus Milz, Pankreas,
Colon und Ileum im Uberblick. Positive Screeningergebnisse aus
Hepatozytenzellkernen sind zum Vergleich nochmals aufgefiihrt. Die Nummern
definieren die isolierten Areale (sieche Tabelle 12). Positive Ergebnisse sind grau
unterlegt.

Paraffinblock No. 183 Paraffinblock No. 186

Leber 1 2 3 Leber 1 2 3

Milz 1 2 3 4 Milz 1 2 3 4
Paraffinblock No. 205 Paraffinblock No. 252

Leber 1 2 3 Leber 1 2 3

Milz 1 2 3 4 Milz 1 2. 3 4
Pankreas| 1 2 3 4 Pankreas| 1 2 3 4
Colon 1 2 3 4 Colon 1 2 3 4
Ileum 1 2 3 4 Ileum 1 2 3 4
Paraffinblock No. 256 Paraffinblock No. 1951

Leber 1 2 3 Leber 1 2 3

Milz 1 2 3 4 Milz 1 2 3 4
Pankreas| 1 2 3 4

Colon 1 2 3 4 Paraffinblock KMS

Ileum 1 2 3 4 |Leber ‘ 1 | 2 | 3 |
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4. Diskussion

4.1. Einfluf} verschiedener Primersets auf Privalenzergebnisse
in Blutspendern

Untersuchungen zur Epidemiologie von TT Virus basieren vor allen Dingen auf
PCR-Priavalenzuntersuchungen. Bisher wurden in Prédvalenzstudien drei
verschiedene Primerset Kombinationen aus dem kodierenden Teil der N22
Region und zwei verschiedene Primerset Kombinationen aus dem
nichtkodierenden Teil der UTR(A) Region des TTV Genoms verwendet
(Nishizawa et al., 1997; Okamoto et al., 1998; Takahashi et al., 1998; Simmonds
et al., 1998) (Tabelle 15).

Tabelle 15: Liste bisher verwendeter Primer fiir Pravalenzstudien

Quelle Offizielle Eigene Amplifizierte Anmerkung
Bezeichnung  Bezeichnung Region

Nishizawa et RDO037, RD038, Primer Set N22 nested PCR

al. (1997) RDO051, RD052 Komb. A

Okamoto et al. NG059, NG061, Primer Set N22 seminested

(1998) NGO063 Komb. B PCR

Okamoto et al. NG133, NG147, Primer Set UTR(A) nested PCR

(1998) NG132,NG134 Komb. C

Takahashi et al. T801, T935 Primer Set UTR(A) einfache PCR

(1998) Komb. D

Simmonds et  A5430, A5427, Primer Set N22 nested PCR

al. (1998) A8761, A5432 Komb. E
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Untersuchungen gleicher Kohorten von Blutspendern mit verschiedenen
Primersets ergaben sehr unterschiedliche Pravalenzen (Tabelle16).

Tabelle 16: Abhéngigkeit der Prdvalenzergebnisse von der Verwendung
unterschiedlicher Primer

Quelle Untersuchte Primer TTV Positive
Haufe Dissertation, 500 Blutspender ~ Primer Set Komb. A 1 %
2000 aus Deutschland  Primer Set Komb. B 10,20 %

Primer Set Komb. B 7,70 %
26 Blutspender aus Primer Set Komb. D 57,70 %
Grof3britannien Primer Set Komb. E 0,00 %

Primer aller Set Komb. 57,70 %

Primer Set Komb. B 35 %

Irving et al., 1999

Kato et al., 1999 120 Blutspender Primer Set Komb. D 80 %
aus Japan i
Primer aller Set Komb. 82 %
Ok 1 30 Bl d Primer Set Komb. B 17 %
amoto et al., utspender aus Primer Set Komb. C 93 9
1999 Japan

Primer aller Set Komb. 93 %

Fiir die Pridvalenzuntersuchungen dieser Arbeit wurde mit der UTR(A)-PCR
nach Okamoto die derzeit sensitivste Nachweismethode ausgewihlt. Das
Screening von 100 bayerischen Blutspendern ergab hierbei eine Prévalenz von
81%.

Die gleiche Kohorte wurde in unserer Arbeitsgruppe schon zuvor mittels N22-
PCR unter Verwendung der RD-Primer nach Nishizawa und der NG-Primer nach
Okamoto gescreent, wobei sich die Pravalenzen auf 0% und 13% beliefen
(Haufe, Dissertation 2000). Dabei zeigte jedes einzelne Serum, das in der N22-
PCR mittels NG-Primer positiv war, auch in der UTR(A)-PCR ein positives
Ergebnis. Ahnlich divergierende Privalenzergebnisse von, in dieser Arbeit, 13%
(N-22 PCR, NG Primer) bzw. 81% (UTR(A)-PCR, NG Primer) fand Okamoto,
als er dieselben PCR Systeme verwendete, um 30 gesunde japanische
Blutspender zu screenen und sich in 17% (N-22 PCR, NG Primer) bzw. 93%
(UTR(A)-PCR, NG Primer) ein TTV-positives Ergebnis zeigte (Okamoto et al.,
1999).

Methodisch mu3 die Mdglichkeit der Kontamination als Ursache fiir sehr viel
hoheren Detektionsraten der UTR(A)-PCR ausgeschlossen sein. Eine mogliche
Kontamination wurde in dieser Arbeit kontrolliert, indem jede vierte Probe als
Negativkontrolle diente. Ein positives PCR Ergebnis muf3 folglich auf
Vorhandensein der entsprechenden Matrize im Serum beruhen.
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Fiir den Pravalenzunterschied gibt es verschiedene Erkldrungsmoglichkeiten.

Angesichts der Sequenzvariabilitit von TTV spielt der Grad der Konservierung
gewdhlter Primerregionen sicherlich eine groBBe Rolle flir die Nachweisqualitét
der PCR. Da konservierte Primerregionen zu einem besseren Annealing der
Primer fiihren bzw. ein Annealing im Einzelfall tiberhaupt erst moglich machen,
steigt die Nachweisempfindlichkeit mit den Grad der Konservierung
entsprechender Bereiche. Angesichts der Tatsache, dal der nichtkodierende
Bereich eines Genoms naturgemil einem viel geringeren Selektionsdruck
ausgesetzt ist als der kodierende Bereich, weist dieser im allgemeinen auch die
starkere Konservierung auf. Ein Vergleich des Alignment aus der Genbank
abrufbarer Sequenzen verschiedener Genotypen aus den Bereichen der beiden
Primerregionen der nichtkodierenden UTR(A) Region und der kodierenden N22
Region macht diesen Unterschied deutlich (Abbildung 23 und 24).

Abbildung 23: Alignment der UTR(A) Sequenzen der Genotypen 1, 11 und
SANBAN mit Einzeichnung der Annealingbereiche der Primer (Okamoto et al.,
1999, Mushawar et al., 1999).

Sense Primer NG133, NG134
NG 133 NG 134

| . | |
I [ ]
AB008394 AGTAAGTQCACT TOCGAATARCTGAGT TTTOCACBOOOGICOCAG 137
AB017613 AGTAAGTQCACT TOCGAATARCTGAGT TTTOCACBOOOGICOCARG 137
AB025946 ACTAACTQACACT TOCGAATARCTGAGT TTTOCACBOOOGICO3CAG 133
Consensus  a taa tgcacttccgaat ggct gagt tt t ccacgcccgt ccgecageg

Antisense Primer NG132, NG147

NG 135 NG 147
L | |
ABO0S394  AGTCAAGEECAATTOGAXTTORGACTAC 234
ABO17613  AGTCAAGECAATTORICTORGACTGRC 234
ABO25946  AGTCAAGECAATTORICTORGACTGR. 230
Qonsensus  agt caaggggcaat t cggget cgggact ggec
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Abbildung 24: Alignment der N22 Sequenzen der Genotypen 1, 2, 11, und
SANBAN mit Einzeichnung der Annealingbereiche der Primer (Okamoto et al.,
1999; Mushawar et al., 1999)

Sense Primer NG059, NG061
NG 059

| NG 061

|
AB008394 OOCQAOOOGO(-IGOGQAGZDQAOATGW ATCGATAGACTGX 1939
ABO17770 CTCAGACAGAGGAGAAGCAATATGCTATGEATAGACTGC 58

AB017613 AATCGACAAGTECAAARCAACAALATATGGET TTCAATATC 1978
AB025946 CATQCACAAACEEGTAGCAACCACGTATGGT TTCAGTACA 1930
Consensus gaca Qg aggcaa tatggt at

Antisense Primer NG063
NG 063

| |
AB008394 AAACTTTGEAAATGGTAAAATAOCAGA 2187
AB017770 AAATTTTGAAACSGTAAAATAOCAGA 306
AB017613 AAACT TTACAATGAAAAATGOCCTCA 2229
AB025946 AAACT TTGETGACTAAAATEATTGAC 2187
Consensus aaa tttgg a gg aaa g

Da derzeit nur die UTR(A) und N22 Sequenzen der Primerbereiche von drei
bzw. vier verschiedener Genotypen vorliegen, insgesamt aber mindestens 23
Genotypen von TTV bekannt sind, ist unklar, ob die hohere Detektionsrate der
UTR(A) PCR auf einer hoheren Nachweissensitivitit derselben Genotypen
beruht, die schon mittels N22-PCR detektiert werden konnten, oder ob die
UTR(A)-PCR die Erfassung zusitzlicher Genotypen ermdglicht, die mittels N22-
PCR nicht nachzuweisen sind. Eine Literaturrecherche ergab, dal3 bisher nur die
Genotypen 1, 2, 3, 4 und 6 nach Okamoto durch die N22-PCR erfalit werden
konnen (Tanaka et al., 1998). Aulerdem wurde berichtet, daf3 bis zu einer Kopie
klonierter TTV DNA des Genotyp la nach Okamoto sowohl mittels UTR(A)-
PCR als auch mittels N22-PCR erfafit werden konnten (Okamoto et al., 1999).
Dies 14Bt vermuten, dal andere Genotypen als die des Genotypen la fiir die
hohere Detektionsrate von TTV in der UTR(A)-PCR verantwortlich sind.
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Eine andere Erkldrung fiir die unterschiedlichen Privalenzergebnisse der
gleichen Kohorte wire das Vorliegen von TTV Fragmenten, die den
nichtkodierenden UTR(A) Bereich aber nicht die kodierende N22 Region
beinhalten (Deletion der N22 Region). Wiirden nur solche Fragmente und keine
ganzen TTV Genome als Matrizen der PCR vorliegen, wire konsequenterweise
ein Nachweis mittels N22-PCR nicht mdglich.

Letztlich sollte davor gewarnt werden, mogliche Krankheitsassoziationen und
Ubertragungswege von TTV auf der Grundlage von Privalenzdaten zu
beurteilen, wenn diese durch ein Screening mit unterschiedlichen Primerset
Kombinationen zustande gekommen sind. Sich dessen bewul3t zu sein, spielt eine
entscheidende Rolle, weil die PCR bis vor kurzem als einzige
TTV-Nachweismethode zur Verfiigung stand und den meisten Studien zur
Aufkliarung der Epidemiologie von TTV zugrunde liegt.

4.2. Einflufl von Sequenzvariabilitit und TTV-Koinfektionen auf die
Sequenzierreaktion: Methodische Alternativen

Sequenzvariabilitit

In der bisher umfangreichsten Studie zur Sequenzvariabilitit von TTV wurden
fast vollstindige Genomsequenzen elf verschiedener Isolate und drei
verschiedener Genotypen miteinander verglichen. Diese Untersuchungen
ergaben eine Sequenzidentitéit von 80% fiber alle Genomsequenzen hinweg mit
einer Schwankungsbreite von 73,8 bis 96,5 % (Erker et al., 1999). Ein
entsprechender Vergleich von Teilbereichen des offenen Leserahmens 1 (ORF1)
zeigte 78% Sequenzidentitit, wobei hypervariable Regionen mit nur 40%
Sequenzidentitdt und konserviertere Bereiche mit bis zu 95% Sequenzidentitét
abwechseln. Fiir den Sequenzbereich der N22 Region (Nukleotidposition 2000
bis 2200) als Teilbereich von ORF 1 wird eine mittlere Sequenzidentitit von
72% unter den 11 untersuchten Isolaten angegeben. Besser als die N22 Region
sollen sich daher Bereiche von 550 Nukleotiden Lénge zwischen den
Nukleotidpositionen 200 und 1400 sowie 2200 und 2800* fiir eine
Genotypenermittlung durch Sequenzvergleich eignen (Erker et al., 1999).

Die Sequenzvariabilitidt der N22 Region fiihrt dazu, dal nur etwa sechs der 23
Genotypen durch die N22-PCR mit den NG Primersets zu detektieren sind.

Um auch die anderen Genotypen zu erfassen, wurde in dieser Arbeit der Versuch
unternommen, den N22 Bereich im Rahmen einer Long Distance PCR zu
amplifizieren und anschlieBend mit Primern aus dem Annealingbereich der N22-
PCR zu sequenzieren.

" Die Nukleotidpositionen beziehen sich auf das Isolat GH1, Accession No. AF122913
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Da die Sequenzzierreaktion im Gegensatz zur PCR nur einen einzigen gut
bindenden Primer erfordert, besteht die Mdglichkeit, dal eine
Sequzenzierreaktion mit einem der Primer aus dem Annealingbereich der N22
Region funktioniert, selbst wenn eine Amplifikation mit entsprechenden
Primersets in der PCR nicht moglich war. Es wurden sowohl die NG-Primersets
von Okamoto als auch neu konstruierte degenerierte Primer zur Sequenzierung
des Long Distance PCR Produkts verwendet. Allerdings konne nur eines von
fiinf Long Distance PCR Produkten mit NG-Primern sequenziert werden. Ein
anschliefendes  Alignment zeigte allerdings, da sich der NG-
Sequenzierungsprimer an ganz anderer Stelle des PCR Produkts angelagert hatte.
Dies ist durch die Sequenzvariabilitit der Annealingbereiche bei gleichzeitiger
Repetition dhnlicher Sequenzmotive in anderen Genombereichen zu erklaren.
Hochstwahrscheinlich war eine Sequenzierung der anderen vier Long Distance
PCR Produkte aus dem gleichen Grund nicht moglich.

TTV-Koinfektionen

In einem anderen Versuch wurde die N22 Region des Long Distance PCR
Produkts mit den neu konstruierten degenerierten AK-Primern sequenziert. Diese
Primer binden an konserviertere Bereiche unmittelbar auferhalb der N22
Sequenz. Allerdings war das sequenzierte Stiick zu kurz und die Sequenzqualitit
mangelhaft, so dal keine Genotypisierung moglich war. Dies mag auf eine
Infektion mit mehreren Genotypen zuriickzufiihren sein. In diesem Falle ist es
denkbar, dal ein Primer sich an konkurrierende Genome anlagert und sich
iberlagernde Sequenzen zu nicht auswertbaren Sequenzergebnissen fiihren.
Diese Annahme wird durch Berichte iiber Koinfektionen von Patienten mit
multiplen TTV Genotypen gestlitzt. Danach sind Koinfektionen mit bis zu vier
verschiedenen Genotypen moglich (Ball et al., 1999; Niel et al., 2000). In einem
Fall wurden acht Patienten untersucht, wobei sechs Patienten Koinfektionen mit
zwei bis sieben verschiedenen TTV Isolaten zeigten, die bis zu vier
verschiedenen Genotypen zugeordnet werden konnten (Niel et al., 2000). Eine
Genotypisierung war in beiden Féllen nur durch bestimmte methodische
Vorgehensweisen moglich.

Methodische Alternativen

Die eine Moglichkeit beruht auf Einsatz so weit vorverdiinnter extrahierter DNA
bei der Amplifizierungs-PCR, daBl nach dem Zufallsprinzip immer nur ein
Genotyp effektiv in der nachfolgenden PCR amplifiziert wird. Pro
Patientenserum werden hier Aliquots von bis zu 40 PCR Ansédtzen nach diesem
Prinzip gescreent, so dal} bei Vorliegen mehrerer Genotypen in einem Serum mal
der eine und mal der andere Genotyp in einer PCR amplifiziert werden. Das
Vorliegen von genotypenspezifischen PCR Produkten wirkt sich giinstig auf die
Sequenzierungsreaktion aus, weil jetzt im besten Fall nur ein Genotyp pro
Reaktion sequenziert wird (Ball et al., 1999). Es kann mit dieser Methode in der
Regel nur der dominierende Genotyp nachgewiesen werden.
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Die andere Methode erfordert die Einklonierung amplifizierter TTV DNA. Da
bei dem Klonierungsvorgang ein Plasmid nur einen TTV DNA-Strang und ein
Bakterium nur ein Plasmid aufnimmt, wird bei der anschlieBenden Vermehrung
dieses Bakteriums auch nur ein bestimmter Genotyp mitvermehrt. Es konnen so
genotypenspezifische Bakterienklone geziichtet werden, die ein Plasmid mit
einem Virusstamm enthalten. Die DNA eines Klons kann dann extrahiert und
sequenziert werden (Niel et al., 2000). Um Mehrfachinfektionen zu erkennen,
miissen also verschiedene Bakterienklone etabliert werden.

Fiir die Charakterisierung der Sequenz verschiedener TTV-Genotypen ist der
zweite Weg der erfolgversprechendere.

Dabei sollte grundsédtzlich beriicksichtigt werden, dal eine Genotypisierung
durch Sequenzvergleich nur dann sinnvoll sein kann, wenn die entsprechende
Sequenz fiir den Genotyp charakteristisch ist. Dies zu beurteilen erfordert einen
Sequenzvergleich moglichst vieler verschiedener Genotypen. Dann erst kann
eine geeingnete Sequenzregion und -ldnge festgelegt werden.

Zudem wiirde die Erstellung eines allgemein giiltigen Klassifikationssystems und
ein Ende der individuellen Bezeichnung von Genotypen zu mehr Transparenz
und damit Effektivitit in der TTV-Genotypenforschung fiihren.

4.3. Lasergestiitzter Nachweis viraler DNA aus Zellteilen und
Zellarealen: Moglichkeiten und Grenzen

Untersuchungen zum Gewebstropismus eines Virus sind die Grundlage wichtiger
epidemiologischer ~ Erkenntnisse ~zur  Ubertragung, Pathogenitit und
Krankheitsassoziationen des Erregers. Unter Tropismus versteht man die
Féahigkeit eines Virus bestimmte Zellpopulationen in Organen zu infizieren.
Neben dem eigentlichen Nachweis des Virus ist die Isolierung entsprechenden
Untersuchungsmaterials oft methodischer Bestandteil solcher Untersuchungen.

Dabei ist der Erkenntnisgewinn in Hinblick auf Virus-Wirtszell-Interaktionen
und mogliche pathophysiologische Zusammenhédnge umso grofler, je spezifischer
die Isolation des entsprechenden Untersuchungsmaterials erfolgt. In vielen
Untersuchungen werden  Nukleinsduren durch einen  unspezifischen
Gewebsverdau oder durch Waschung und Aufreinigung bestimmter
Zellpopulationen aus Zellsuspensionen gewonnen. Im ersten Fall ist der
Nachweis aus bestimmten Zellen nicht mdglich. Allein das Vorliegen
nachzuweisender Nukleinsduren im Extrazelluldirraum oder im Serum kann zu
einem positiven Nachweis fithren. Im zweiten Fall sind Unspezifitit in dem
Aufreinigungsprozess und, trotz Waschung, die Kontamination durch
extrazelluldr vorhandene Nukleinsduren hdufige methodische Probleme.
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Beide Moglichkeiten, sowohl der Gewebsverdau als auch die Aufreinigung
bestimmter Zellpopulationen, schlieBen einen intrazytoplasmatischen oder
intranukledren Nachweis entsprechender Nukleinsduren prinzipiell aus. Hierzu
sind bisher sehr aufwendige Methoden wie die In-Situ-Hybridisierung nétig.

Die lasergestiitzte Isolierung mit anschlieBender PCR zum Nachweis ist daher
grundsitzlich als Alternative in Betracht zu ziehen. Allerdings hat auch diese
Methode ihre Grenzen.

Zum einen kann die Spezifitit der Isolierung durch die Beschaffenheit des zu
isolierenden Materials eingeschriankt sein. Ist die Zellkern-Zytoplasma-Relation
beispielsweise sehr klein, so wird es schwierig sein die Zellkerne spezifisch zu
isolieren. Grundsétzlich kann man bei der Arbeit am Mikroskop nicht
ausschlieBen, daB3 auch bei relativ grof3er Zellkern-Zytoplasma-Relation, wie dies
bei der Hepatozytenzellkernisolation der Fall ist, geringe Anteile von Zytoplasma
mitisoliert werden. Bei der Isolation ganzer Zellen ist zu tiberlegen, ob nicht auch
virale Nukleinsduren, die den Zellrdndern auBlen anhaften, zu einem positiven
PCR-Ergebnis fiihren konnen. Davon ist prinzipiell auszugehen.

In diesem Fall diirfte man also bei positivem PCR-Ergebnis nicht von dem
intrazelluldren Vorhandensein des entsprechenden Virus ausgehen.

AuBlerdem ist zu beriicksichtigen, dall die nachzuweisende Nukleinsdure eine
gewisse Lange nicht iiberschreiten sollte, weil es durch die Konservierung in
Fixiermittel zu Strangbriichen der DNA kommen kann, so dafl der Nachweis
unter Umstidnden falsch negativ ausfillt. Von der Firma P.A.L.M., die das
Lasergerit vertreibt, wird eine Nukleinsdureldnge des PCR-Produkts von < 400
Basenpaaren bei Fixierung in 4%er Formalinlosung empfohlen (Lahr,
personliche Mitteilung).

Falsch negative Ergebnisse konnten prinzipiell auch auch durch DNA Schédden
bei Ablation, Mikrodissektion und Katapultieren des Untersuchungsmaterials
zustande kommen. Bei der Umwandlung von Photoneneneergie in elektrische
Anregungsenergie wiaren DNA Schidden prinzipiell durch photochemische, also
das Aufbrechen chemischer Bindungen, oder photophysikalischen Prozesse, also
temperaturbedingte Vorgédnge, denkbar. Allerdings liegt die Wellenldnge des
UV-Lasers mit 337 nm so weit von dem Absorptionsmaximum der DNA
(260 nm) entfernt, dall es auBBerhalb des Laserfokus kaum zu photochemischen
Reaktionen kommt. Da auBlerdem die Temperatur exponentiell vom Wirkort des
Lasers nach aullen hin abnimmt, sind auch photophysikalische Prozesse als
Ursache fiir DNA Schédden zu vernachléssigen.

69



Ein weiteres Problem im Falle eines negativen PCR Ergebnisses besteht darin,
dal man nicht sicher unterscheiden kann, ob das Ergebnis durch das Nicht-
Vorhandensein des Viruses im isolierten Untersuchungsmaterial oder durch ein
MiBlingen des Laser Pressure Catapulting bedingt ist. Mit Hilfe einer B-Aktin-
PCR, die anfangs parallel zu der UTR(A)-PCR zum TTV Nachweis durchgefiihrt
wird, konnte man in Zukunft eine Unterscheidung ermdglichen.

Letztlich ist die Kontaminationsgefahr bei allen Arbeitsschritten zu
beriicksichtigen. Diese ist prinzipiell denkbar bei Gewebsentnahme, bei der
Fixierung, dem Schneiden am Mikrotom, der Entparaffinierung und Féarbung, der
Arbeit am Lasergerdt sowie der DNA-Extraktion und PCR. In dieser Arbeit
wurde einer Kontamination vorgebeugt und die Kontaminationsgefahr
kontrolliert (sieh 3.4.1.).

4.4. Ubertragungswege

4.4.1. Signifikant hohere Privalenzen in Risikogruppen fiir sexuelle und
parenterale Ubertragungswege

Neben 100 bayerischen Blutspendern, die eine TTV-Privalenz von 81%
aufwiesen, wurden Prostituierte, Homosexuelle und intravends Drogenabhingige
mittels UTR(A)-PCR gescreent. Diese Gruppen haben im Vergleich zu
Blutspendern ein erhohtes Risiko fiir sexuell (Prostituierte und Homosexuelle)
und parenteral (Intravends Drogenabhingige) lbertragbare Virusinfektionen.
Alle Homosexuellen waren HIV-infiziert, so dal die zuséitzliche
Immunosuppression dieser Gruppe beriicksichtigt werden mufl. TTV-positiv
waren 56 von 58 Homosexuellen (96,7%), 93 von 100 Prostituierten (93%) und
90 von 97 Intravends Drogenabhidngigen (92,8%). Die Pridvalenzen der
Risikogruppen waren im Vergleich zu Blutspendern in jedem Fall signifikant
hoher.

Parenterale Ubertragung

Die Ubertragung auf dem Blutweg gilt als gesichert und konnte in dieser Arbeit
durch die signifikant hdohere Durchseuchung von 92,8% bei intravends
Drogenabhingigen im Vergleich zu 81% bei Blutspendern bestétigt werden.
Urspriinglich  gaben  kontrollierte PCR-Untersuchungen von mehrfach
transfundierten Hamophilen, Thalassdmieerkrankten wund Dialysepatienten
Hinweise auf eine Ubertragung auf dem Blutweg. In jeder dieser Gruppen fanden
sich im Vergleich zu Blutspendern signifikant hoéhere TTV-Priavalenzen
(Takayama et al., 1999, Oguchi et al., 1999, Prati et al., 1999). Zusétzlich wurden
in England Faktor VIII und IX Gerinnungspriparate auf TTV untersucht, wobei
56% der Préparate ein positives PCR Ergebnis zeigten (Simmons et al., 1999).
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Da auBlerdem HGV hauptsichlich auf parenteralem Weg iibertragen wird, kann
eine hohe HGV und TTV Préivalenz innerhalb derselben Gruppe ebenfalls als
Hinweis auf eine parenterale Ubertragung von TTV gedeutet werden. Die hier
untersuchte Gruppe der HIV-positiven Homosexuellen wurde in unserer
Arbeitsgruppe zusdtzlich auf HGV und Anti-E2 getestet. Von 58 untersuchten
Homosexuellen waren 60,3% HGV und/oder Anti-E2-positiv und 96,7% TTV-
positiv. Auch dies ist ein Hinweis auf mogliche parenterale Infektionen. Die
Bedeutung dieses Ubertragungsweges in Hinblick auf Krankheitsassoziationen
ist aber derzeit nicht bekannt.

Sexuelle Ubertragung

Die in dieser Arbeit signifikant hohere Pravalenz von TTV bei Prostituierten mit
93% und Homosexuellen mit 96,7% im Vergleich zu Blutspendern mit 81% laf3t
sich vor allem als Hinweis auf einen sexuellen Ubertragungsweg deuten.
Allerdings kann auch die Immunosuppression der HIV-positiven Homosexuellen
zu einer hdufigeren Persistenz von TTV und damit zu der hohen Durchseuchung
beitragen haben.

Die Moglichkeit der sexuellen Ubertragung von TTV ist bisher nicht ausreichend
gepriift worden. Eine Untersuchung von 52 Prostituierten, 81 Homosexuellen
und einer Kontrollgruppe von 44 Gesunden mittels N22-PCR ergab Pravalenzen
von 13%, 10% und 4,5% (MacDonald D M et al, 1999). Die
Pravalenzunterschiede waren hier nicht signifikant.

Andere non-parenterale Ubertragungswege

Die TTV Durchseuchung von bayerischen Blutspendern ist mit 81% zwar sehr
hoch, aber immer noch niedriger als bei japanischen Blutspendern, die zu 93%
ein positives Ergebnis zeigen (Okamoto et al., 1999b. In einem anderen Bericht
iber die hohe Durchseuchung und weite Verbreitung von TTV bei Blutspendern
verschiedenster Lander werden Privalenzen von 82% in Bolivien, 85% in
Agypten und 97% in Myanmar angegeben (Abe et al., 1999). Diese
Untersuchungen beruhen alle auf Verwendung von Primersets aus dem
nichtkodierenden Bereich von TTV. Untersuchungen der deutschen
Normalbevolkerung ergaben eine TTV Prédvalenz von nur 12% (Viazov et al.,
1999). Da diese PCR Untersuchung aber mit Primern aus dem kodierenden
Bereich durchgefiihrt wurde, ist ein hoher Anteil falsch negativer Ergebnisse
wahrscheinlich.

Aufgrund der allgemein sehr hohen Infektionsraten bei Gesunden mufl man von
nonparenteralen Ubertragungswegen ausgehen.
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Fikal-orale Ubertragung

Der Nachweis von TTV-Partikeln aus Stuhl sowie die erfolgreiche orale
Inokulation von Tamarinen mit aufgereinigten TTV-Partikeln aus Stuhlproben,
sprechen fiir eine fikal-orale Ubertragung (Okamoto et al., 1998; Luo K, 2000).

Vertikale Ubertragung

Eine vertikale Ubertragung von der Mutter auf das Kind ist nicht auszuschlieBen,
da ein Nukleotidsequenzvergleich von TTV aus gepaarten Mutter-Kind Seren
Homologien von bis zu 100% erbrachte (Sugiyama K., 1999). Gestiitzt wird
diese Moglichkeit auch durch den Nachweis von TTV in Nabelschnurblut und
Brustmilch (Saback F L et al., 1999; Schroter M et al. 2000).

Aerogene Ubertragung

AuBerdem konnte TTV in Speichelproben und Rachenabstrichmaterial
nachgewiesen werden (Ishikawa T, 1999; Ross R S et al., 1999), so dal3 auch
eine Ubertragung iiber Tropfcheninfektion in Betracht zu ziehen ist.

4.4.2. Nachweis von TTYV in q.er Darmwand von Colon und Ileum als
Hinweis auf fakal-orale Ubertragung

Ein Virus, das eine systemische Infektion verursacht, kann prinzipiell mehrere
Eintrittspforten haben, iiber die es in den Wirt gelangt. Mogliche Eintrittspforten
setzen bestimmte Ubertragungswege voraus. Zum Beispiel kommt der Darm als
Eintrittspforte prinzipiell nur dann in Frrage, wenn das Virus fikal-oral
tibertragen wird. Umgekehrt kann man von dem Nachweis eines Virus an der
Eintrittspforte auf den Ubertragungsweg schlieBen. Allerdings muB bei
parenteral iibertragbaren Virus wie TTV, auch beriicksichtigt werden, daf3 es auf
himatogen Wege zu vermeintlichen Eintrittspforte gelangt sein kann. Generell
kommen neben dem Gefidllsystem bei direkter Inokulation, der Respirationstrakt,
der Verdauungstrakt und auch der Urogenitaltrakt als Eintrittspforten fiir TTV in
Frage. Fiir alle vier Mdglichkeiten gibt es epidemiologische Hinweise, wie
Priavalenzuntersuchungen gezeigt haben (siche 4.4.1.).

Pathogene Viren, die fdkal-oral iibertragen werden, konnen zu einer lokalen
Infektion des Verdauungstrakts fiihren und/oder iiber die Mucosa in tiefere
Gewebsschichten der Darmwand eindringen und sich von dort systemisch im
Wirt ausbreiten.

Jedes Virus, das zu einer systemischen Infektion fiihrt, hat einen priméren
Replikationsort in der Néhe der Eintrittspforte. Von dort breitet es sich dann iiber
den Blutweg, die Lymphe oder entlang der Nerven im Organismus aus, wobei
gewisse Zellpopulationen in bestimmten Organen infiziert werden.
Typischerweise kommt es aber erst bei Virusvermehrung in bestimmten Organen

zu klinischen Symptomen, falls es sich um ein pathogenes Virus handelt (Fields
BN, 1996; S 181).
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Der Nachweis des TTV Virus in bestimmten Abschnitten und Anteilen der
Darmwand sind mit einem fékal-oralen Infektionsweg zu vereinbaren. Auch die
spezifischen viralen Eigenschaften von TTV sprechen dafiir.

Ein Virus, das die Mucosa von intraluminal infiziert, muf} nicht nur siurestabil,
sondern auch unempfindlich gegeniiber Gallensduren und resistent gegen eine
proteolytische  Inaktivierung  durch  Verdauungsenzyme  sein.  Die
Unempfindlichkeit gegeniiber Gallensduren ist fiir TTV gegeben, da es keine
Hiille besitzt, die durch Detergenzien zerstort wiirde, was eine Inaktivierung oder
Zerstorung des Erregers zur Folge hitte. Diese Eigenschaft wurde auch durch die
Behandlung von TTV-positiven Gerinnungspréiperaten mit Detergenzien gepriift.
Die Behandlung mit Detergenzien hatte, im Gegensatz zur Pasteurisierung fiir 10
Stunden bei 60°C, kaum einen virusinaktivierenden Effekt (Simmonds et al.,
1998).

In der vorliegenden Arbeit konnte TTV im Darmepithel von Ileum und Colon
eines obduzierten intravends Drogenabhingigen nachgewiesen werden.
AulBlerdem war die Lamina propria mucosae von Colon bzw. [leum zwei weiterer
Obduzierter TTV-positiv. Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe, da3 TTV
aus dem Darmlumen in die Epithelzellen und von da weiter in die Lamina
propria mucosae gelangt. Fiir Reo- und Polioviren wurde dieser Vorgang
elektronenmikroskopisch untersucht (Wolf J L et al., 1983; Sicinski et al., 1990).
Sowohl Reoviren als auch Polioviren haften sich zunichst an die Oberfldche
sogenannter M-Epithelzellen an, um dann innerhalb von Vesikeln durch das
Zytoplasma der Epithelzelle geschleust und an der basalen Zellseite in den
Extrazellulirraum der Peyerschen Plaques abgegeben zu werden. Ob dieser
Invasionsweg unter Enteroviren allgemein verbreitet ist, weil man allerdings
nicht.

4.5. Krankheitsassoziationen von TT Virus und Modifikation der
Henle-Koch-Postulate

Die Henle-Koch-Postulate wurden Ende des 19. Jahrhunderts erstellt und galten
lange Zeit als unumstéBliches Paradigma bei dem Kausalitdtsnachweis fiir die
infektiose Genese einer Krankheit.

Die vier Postulate fordern, daB3 1. der Erreger in entsprechenden Lisionen
nachweisbar sein muf3, 2. der Erreger in Kultur isoliert wurde, 3. die Krankheit
durch Inokulation des Erregers in einem neuen Wirt ausldsbar ist und 4. der
Erreger aus den entstandenen Léasionen des neuen Wirts zu isolieren ist.
Urspriinglich wurden diese Postulate fiir den Kausalitdtsnachweis von Bakterien
und Protozoen als Erreger bestimmter Krankheiten erstellt.
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Da Viren nicht immer nachweisbar sind und aullerdem bei chronischen,
neoplastischen und langsam progredienten neurologischen Viruserkrankungen
entsprechende Krankheitssymptome nicht in angemessener Zeit durch
Inokulation in Tieren ausgelost werden konnen, war eine Anwendung dieser
Postulate auf Viren nur eingeschriankt moglich. Daher wurden die Postulate
mehrmals iiberarbeitet, zuletzt 1982 durch Evans (Fields B N, 1996; S 23). Nach
dem Prinzip ,,guilt by association® ermdglichen die Kausalitdtskriterien nach
Evans eine indirekte Beweisfiihrung auf der Grundlage epidemiologischer Daten
und serologisch falbarer Reaktionen.

Abbildung 25: Kriterien fiir den Nachweis viraler Krankheitsassozitionen

1. Die Priavalenz der Krankheit ist bei Personen, die dem mutmaflichen Virus
ausgesetzt sind, signifikant hoher als bei Personen, die dem mutmaBlichem
Erreger nicht ausgesetzt sind.

2.  Die Inzidenz der Krankheit ist be1 Personen, die dem mutmallichen Virus
ausgesetzt sind, signifikant hoher als bei Personen, die dem mutmaBlichem
Erreger nicht ausgesetzt sind (prospektive Studien).

3. Die erkrankten Personen waren dem Virus hiufiger ausgesetzt als die nicht
Erkrankten.

4.  Chronologisch setzt die Krankheit nach Kontakt mit dem mutmaBlichen
Virus und nach einer angemessenen Inkubationszeit ein.

5.  Ein Spektrum an Krankheitszeichen und —symptomen, das von mild bis
schwer reicht, setzt nach dem Kontakt mit dem mutmaBlichen Erreger auf.

6. Eine meBbare Reaktion des Wirts, wie eine Antikorperbildung und/oder
eine zelluldr-vermittelte Immunantwort setzt nach dem Kontakt mit dem
mutmaBlichen Erreger ein. Je nachdem, ob eine Sensibilisierung bereits
vorliegt, erfolgt die Art der Immunantwort unterschiedlich.

7. Experimentell 14Bt sich die Krankheit nach Kontakt mit dem mutmallichen
Virus in freiwilligen Personen oder in Tieren reproduzieren,
Nichtexponierte einer Kontrollgruppe bleiben aber gesund.

8.  Die Eliminierung des mutmaBlichen Viruses und/oder seines Vektors fiihrt
zu einem Sinken der Krankheitsinzidenz.

9. Priaventionsmafnahmen oder modifizierte Infektionsbedingungen nach
Immunisierung oder unter Medikamentengabe fiihrt zu einem Sinken der
Krankheitsinzidenz.

10. Die Beweisfiihrung sollte aus biologischer und epidemiologischer Sicht
schliissig sein.

Trotz aller Modifikation bleibt die Anwendung dieser Kriterien in vieler Hinsicht
problematisch. Ein Virus wie TTV mit sehr hoher Sequenzvariabilitit wiirde
strenggenommen eine genotypenspezifische Beweisfithrung erfordern.

74




Es muB auch davor gewarnt werden, im Falle einer fehlenden
Kausalititsbeziehung zwischen TTV und einer Krankheit von der Harmlosigkeit
dieses Erregers auszugehen. SchlieBlich ist es moglich, dafl ein Virus nur unter
ganz  spezifischen = Wirtsfaktoren, wie Immunsuppression, genetischer
Pradisposition, hohem Alter und schlechtem Erndhrungszustand seine pathogene
Wirkung entfaltet. AuBerdem bleiben virusbedingte chronische, neoplastische
und langsam  progrediente  neurologische  Erkrankungen bei dem
Kausalitdtsnachweises nach Evans unberiicksichtigt.

4.6. Hohe TTYV Privalenz bei Gesunden

4.6.1. TTYV, ein apathogenes Virus?

Der Ausgang einer Virusinfektion wird allgemein durch Virus- und
Wirtsfaktoren bestimmt. Angesichts der Variabilitdit dieser Faktoren,
insbesondere auf der Seite des Virus TTV, sind trotz der hohen TTV Privalenz
von 81% bei 100 getesteten gesunden Blutspendern, pathogene Konsequenzen
einer TTV Infektion nicht auszuschlieBen.

Infolge der hohen Sequenzvariabilitit von TTV ist es moglich, dal zwar
diejenigen Genotypen, mit denen Blutspender groBtenteils infiziert sind, keine
pathogene Wirkung besitzen, fiir andere Genotypen ist eine pathogene Wirkung
degegen vollig offen. Unter Blutspendern in Deutschland sind die Genotypen 1
und 2 nach Okamoto besonders haufig (Viazov et al., 1999). Die Verteilung der
anderen 21 TTV Genotypen ist unklar, da entsprechende Untersuchungen durch
die mangelhafte Sensitivitdit bzw. fehlende Genotypenspezifitit des TTV
Nachweises eingeschrinkt werden.

Die Sequenzvariabilitdt kann einen sehr groBen Einflul} auf die pathogene Potenz
von TTV haben, da schon geringe Verdnderungen die Funktion viraler
Genprodukte modifizieren und damit das Schicksal der infizierten Zelle
malgeblich beeinflussen konnen. Die sehr hohe Sequenzvariabilitit von TTV

1aBt ein entsprechend hohes Ausmal} solcher Verdnderungen erwarten (siche
4.8.).

Wirtsfaktoren stellen neben viralen Eigenschaften den zweiten entscheidenden
EinfluB auf den Ausgang einer Virusinfektion dar. Ein illustratives Beispiel
zeigte 1955 der sogenannte ,,Cutter Incident in den USA, als 120 000
Schulkinder mit einer nicht ordnugsgemill inaktivierten Poliovirus-Vaccine
geimpft wurden. Dabei kam es in 10-25% zu einer Infektion und in nur 0,05% zu
einer Erkrankung der Kinder. Dies entspricht der Entwicklung einer
paralytischen Poliomyelitis in etwa 60 Féllen (Nathason N et al., 1955).
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Immunstatus, Alter, genetische Priadisposition und Erndhrungszustand haben
einen bedeutenden EinfluB auf die pathogenetischen Konsequenzen. Die hohe
TTV Préavalenz bei dem selektiven Kollektiv der Blutspender als eine Gruppe
,uberdurchschnittlich Gesunder® schliefit also eine pathogene Wirkung unter
anderen Wirtsbedingungen nicht aus.

4.6.2. Hohe Pravalenz als Indikator fiir chronischen Infektionsverlauf

Die hohe Priavalenz bei Gesunden wird durch den hohen Anteil chronischer
Infektionsverldufe mitbedingt. Eine Langzeitstudie zeigte bei 86% von 48 TTV-
positiven Patienten einen chronischen Infektionsverlauf (Lefrére J-J et al., 2000).
Chronisch bedeutete hier eine Mindest-Infektionsdauer von einem Jahr.
Tatsdchlich waren 22 der Patienten schon bei Einschlufl in die Studie TTV-
positiv, wobei nach einer mittleren Infektionsdauer von 4,8 Jahren bei elf dieser
Patienten TTV nicht mehr nachweisbar war. Dazu kommt, dall die wahre
Pravalenz aufgrund mangelnder Nachweissensitivitit der PCR moglicherweise
noch unterschitzt wurde. Die Chronizitdtsrate ist folglich eher noch hoher
anzusetzen.

Pathogenetisch bedeutsam bei chronischen Infektionen ist die Unterscheidung
zwischen einer Persistenz in Serum und einer Persistenz in bestimmten Zellen.
Da die hohe Préavalenz bei Gesunden methodisch auf den Nachweis von TTV aus
Serum zuriickzufiihren 1ist, werden an dieser Stelle Ursachen fiir eine
persistierende Virdmie diskutiert. Diese kann sowohl durch Reinfektionen, eine
mangelhafte Immunantwort als auch durch die Lyse virusinfizierter Zellen
bedingt sein. Jeder dieser Mechanismen ist potentiell mit unterschiedlichen
pathogenen Konsequenzen verbunden.

Reinfektionen und das Ausbleiben einer effizienten Immunantwort konnten
angesichts der hohen Sequenzvariabilitit von TTV zwei ineinandergreifende
Mechanismen darstellen, in deren Folge es zur Persistenz einer Virdmie kommt.

Ahnlich wie bei Influenzaviren wire es moglich, daB durch eine Variabilitéit der
Oberflichenantigene bei wiederholter Infektion mit verschiedenen Genotypen
keine effiziente Immunantwort zustande kommt. Fiir ein Antigendrift spricht
auch die Entdeckung hypervariabler Bereiche im Leserahmen ORF 1, welcher
fiir ein Capsidprotein kodiert. (siche 1.2.4.).

Zusitzlich kann die relativ kleine Partikelgro8e von TTV die Clearance durch
das Immunsystem behindern. Tatsdchlich stellt die Partikelgroe eine der
wichtigsten Faktoren fiir die Beseitigung eines Erregers dar (Fields B N, 1996, S
182). In Tierversuchen konnte gezeigt werden, dal Vacciniaviren nach
Inokulation in Méausen schon nach einer Stunde zu > 99,99% entfernt waren
(Brunner K T et al., 1960).
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Durch Opsonisierung mit Antikérpern oder Komplementfaktoren ist eine
schnelle Clearance auch bei kleinen Erregern moglich. Doch auch dieser Prozess
konnte durch die Variabilitit antigener Eigenschaften von TTV gehemmt
werden.

AuBlerdem wire die direkte Infektion von Zellen der Immunabwehr eine
Erklirung fiir die persistierende TTV Virdmie. Viele Viren vermehren sich
beispielsweise in Makrophagen, ohne da3 es hierdurch zu dem fiir die jeweilige
Krankheit phénotypenspezifischen Bild kommt (siehe 4.9.2.). Dies trifft
beispielsweise fiir Reoviren, Coronaviren und Togaviren zu (Mims C A et al.,
1984). Auch eine Replikation von TTV in Lymphozyten konnte zu einer
Persistenz der Virdmie beitragen und ist nicht auszuschlieBen (siche 4.9.2.).
Daneben wurde Dbeobachtet, dal die Replikation von Viren in
GefédBendothelzellen mit anschlieBender Lyse und Freisetzung von Viren zu der
Persistenz einer Virdmie beitragen kann (Friedman H et al., 1981).

4.7. TTV-Privalenz bei Hepatitiserkrankten und
Immunsupprimierten

Um der Frage nach einer Krankheitsassoziation von TTV mit Lebererkrankungen
nachzugehen, wurden Homosexuelle und intravends Drogenabhéngige
hinsichtlich ihrer Hepatitisserologie und ihrer Leberwerte bei bestehender TTV
Virdmie untersucht. Angesichts der sehr hohen Durchseuchung von 96,7%
(Homosexuelle) und 92,8% (Intravends Drogenabhingige) ergaben sich keine
signifikanten Korrelationen zwischen TTV Virdmie und einer HAV-, HBV-oder
HCV-Koninfektion. Auch die Mittelwerte der Leberenzymwerte von
Glutamatpyruvattransaminase (GPT) und y-Glutamattransaminase (yGT) TTV-
Positiver und TTV-Negativer zeigten keinen signifikanten Unterschied.

Diese Ergebnisse stehen in FEinklang mit bereits verdffentlichten
Priavalenzuntersuchungen von TTV bei Patienten mit akuter und chronischer
Hepatitis, die ebenfalls keinen Hinweis fiir TTV als ursdchliches infektioses
Agens erbrachten (Fikuda et al., 1999; Viazov et al., 1999). Allerdings wére es
aus den bereits genannten Griinden (siehe 4.6.1.) voreilig zu folgern, TTV sei bei
der Pathogenese von Hepatitiden grundsitzlich nicht involviert.

Daneben galt es, einem moglichen Zusammenhang von TTV und HIV durch
Vergleich der Prévalenzen von HIV-positiven Homosexuellen und HIV-
negativen Prostituierten nachzugehen, die beziiglich ihres Risikos fiir sexuelle
Ubertragung eine in etwa homogene Gruppe darstellen. Mit 96,7% und 92% lag
die Durchseuchung bei beiden Gruppen sehr hoch, ein signifikanter Unterschied
zeigte sich nicht. Die Moglichkeit, dal HIV zu einer Persistenz der TTV
Infektion beitragt, ist aber zu beriicksichtigen und kann nur durch kontrollierte
Léangsschnittstudien geklirt werden.
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4.8. TTYV, ein DNA Virus mit ungewohnlich hoher Sequenzvariabilitit

Benutzt man die Sequenz der N22 Region als Grundlage fiir die
Genotypisierung, so ergibt sich eine Klassifikation von derzeit 23 Genotypen, die
sich in mindestens 30% ihrer Sequenz unterscheiden (Muljono DH et al., 2001;
Okamoto et al., 1999). Nachdem Genotypen mit Homologien von nur 44,7%
entdeckt wurden, wurde sogar der Vorschlag gemacht, ndher verwandte
Genotypen zu TTV-Schwiarmen zusammenzufassen, die zwar einer Virusfamilie
angehoren aber unterschiedlichen Viren zuzuordnen wéren (Khudyakov et al.,
2000).

Eine derart hohe Sequenzvariabilitét ist flir DNA Viren duBerst untypisch. Die
Mutationsrate fiir DNA Viren liegt mit 10® bis 10" sehr viel niedriger als fiir
RNA Viren mit 10 bis 10* (Fields B N, 1996; S 114). Erklirt wird dieser
Unterschied im allgemeinen durch den Mangel von Proofreadingfunktionen bei
der RNA-abhéngigen RNA Synthese (Holland et al., 1982).

Fiir die untypisch hohe Sequenzvariabilitit von TTV kommen verschiedene
Erklarungsmoglichkeiten in Betracht.

Geht man davon aus, daB das TTV Genom durch eine Polymerase mit
Proofreadingaktivitit repliziert wird, so kann die hohe Sequenzvariabilitidt durch
eine sehr lange Evolutionszeit bedingt sein (Ball J K et al., 1999).

Eine andere Erkldrung wére ein hoher Selektionsdruck durch das Immunsystem
und ein Selektionsvorteil fiir mutierte Genotypen, die beispielsweise andere
Antigeneigenschaften besitzen und deswegen vom Immunsystem nicht erkannt
werden (siehe 4.6.2.) (Nishizawa et al., 1999).

AuBerdem konnen Koinfektionen fiir einen Pool von Genotypen in einem
Individuum sorgen, so daBB es durch Simultaninfektionen einer Zelle und
Genomrekombination zur Entstehung neuer Genotypen kommen konnte.

Durch die Sequenzvariabilitit bedingte Verdnderungen der Genprodukte von
TTV kénnen sich unter anderem auf die Wirtsspezifitit, die Ubertragung, den
Tropismus zu bestimmten Zellarten, die Mutationsrate und letztendlich auf die
Art moglicher Krankheitsassoziationen auswirken. Beispiele hierfiir geben
andere Virusfamilien.
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Die Wirtsspezifitit von animalischen Parvoviren dndert sich durch nur wenige
Unterschiede der Aminosduren. Weniger als 2% der DNA Sequenz entscheiden
dariiber, ob der jeweilige Genotyp Katze, Hund, Nerz oder Waschbér befillt
(Modrow S und Falke D, 1998). Bei Influenzaviren wird eine
genotypenspezifische Verdnderung des Neuraminidaseproteins fiir hohere
Virustiter im Bronchialsekret und damit die effektivere Ubertragung iiber
Tropfcheninfektion verantwortlich gemacht (Schulman J L, 1967). Bei Reoviren
entscheiden wenige Mutationen in der Sequenz fiir ein Zellerkennungsprotein
des Capsids dariiber, ob ein Genotyp Ependymzellen oder Neurone befillt, wobei
nur letzteres eine Enzephalitis zur Folge hat, die oft todlich endet (Weiner H L,
1980). Die Mutationsrate eines Virus kann durch Mutationen der viralen
Polymerase und eine verdnderte Proofreadingaktivitdt beeinfluBit werden (Fields
B N, 1996; S 194). Dieser Mechanismus diirfte fiir TTV kaum eine Rolle spielen,
weil das TTV Genom vermutlich nicht fiir eine eigene Polymerase kodiert.

Alle genannten Beispiele sind durch Sequenzvariationen des kodierenden
Genomteils bedingt. Daneben koénnen auch Mutationen in nichtkodierenden
Genomabschnitten maBgeblichen Einflu auf die Virulenz eines Virus haben.
Zuriickzufiihren ist dies auf die Modulation von Transkription und Replikation
durch Konformationsdnderungen entsprechender Nukleotidsdure-Abschnitte.
Beispielsweise beeinflussen bei Polioviren Konformationsanderungen von stem-
loop Strukturen des nichtkodierenden Genombereichs die Bindung von
Ribosomen und damit die Translationsaktivitdt (Skinner M A, 1989).

Auch TTV weist im nichtkodierenden Genombereich stem-loop Strukturen auf.
Allerdings ist dieser Teil des Genoms relativ stark konserviert, so da3 dieser
Mechanismus keine grof3e Rolle fiir die Virulenz von TTV spielen diirfte.

Die Entwicklung eines einfach anwendbaren Systems zum
genotypenspezifischen  Nachweis von TTV  scheint demnach der
erfolgversprechendste Ansatz fiir zukiinftige Studien zur Epidemiologie und zu
Krankheitsassoziationen zu sein.

4.9. Nachweis von TT Virus in Hepatozytenzellkernen

TTV konnte in Leber, Milz, Pankreas, Colon und Ileum nachgewiesen werden.
Von besonderer Bedeutung ist der Nachweis in Hepatozytenzellkernen, da dies
als Hinweis auf Leberzellen als Replikationsort gedeutet werden kann. Dabei
muf} sichergestellt werden, dass jeweils nur ein einziges Kernareal zur
Untersuchung gelangt. Dies gelang mit Lebergewebe, nicht aber mit anderen
untersuchten Geweben, bei denen jeweils nur Zellareale mit mehreren Zellen
1soliert werden konnten. In diesem Fall bleibt offen, ob intra- oder extrazellular
vorliegende Nukleinsduren fiir ein positives PCR Ergebnis verantwortlich zu
machen sind.
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Ein, sechs und zwolf Hepatozytenzellkerne aus Gewebsschnitten von sechs
Intravends Drogenabhdngigen wurden jeweils in zwei Screeningdurchlédufen
isoliert. Die UTR(A)-PCR zum TTV Nachweis ergab bei allen Untersuchten in
mindestens einem Screeningdurchlauf ein positives Ergebnis. Vereinzelt negative
Ergebnisse konnen auf verschiedene Ursachen zuriickzufiihren sein (siehe 4.3.).
In einer anderen Studie konnte TTV per In-Situ-Hybridisierung in den
Hepatozyten von allen 15 untersuchten seropositiven Patienten nachgewiesen
werden (Rodriguez-Inigo et al., 2000). Die Pravalenz, mit der TTV in
Leberzellen von Seropositiven vorzukommen scheint, spricht fiir eine
Viruspersistenz.

Bei der Beurteilung dieser Ergebnisse, sollte beriicksichtigt werden, daf3 kein
genotypenspezifischer Nachweis gefiihrt wurde. Es wire also nicht folgerichtig,
die hier diskutierten Aspekte auf alle Genotypen zu beziehen.

4.9.1. Infektionsstadien von TT Virus im Rahmen der
Virus-Wirtszell-Interaktionen

Ein DNA Virus, das im Kern einer Zelle nachgewiesen werden kann, muf} die
typischen Infektionsstadien im Rahmen der Virus-Wirtszell-Interaktionen
zumindest bis zu einem gewissen Punkt erfolgreich durchlaufen haben. Diese
Stadien laufen nach dem immer gleichen Muster ab und bestehen aus
Adsorption, Penetration, Uncoating, Transkription, Translation, Replikation,
Virusmorphogenese und Freisetzung.

Die Adhésion setzt spezifische Rezeptoren von Virus und Wirtszelle voraus.
Allerdings muf3 die Bindung des Virus keineswegs zu einer Infektion der Zelle
fiihren, da die Penetration von der Funktion weiterer Proteine abhingig ist und
oft ein ganz bestimmtes Milieu erfordert. Typischerweise dringen Viren ohne
Hiille durch rezeptorvermittete Endozytose in die Wirtszelle ein. Dabei schniirt
sich ein Teil der Zellmembran unter Aufnahme des gebundenen Virus zu einem
Endosom ab, das in der Zelle meist durch Ansduerung wieder lysiert wird. Damit
niitzen Viren ohne Hiille einen Transportweg, der auch unter physiologischen
Bedingungen zur Aufnahme rezeptorgebundene Partikel in die Zelle dient.

Unter Uncoating versteht man im Falle von TTV die Freisetzung des
Nukleoproteins aus dem Kapsid. Prinzipiell kann dieser Prozess schon vor
Aufnahme in die Zelle, beispielsweise im Darmlumen oder auf der
Zelloberfliche unmittelbar nach Adhision stattfinden (Bodkin et al., 1989;
Crowell et al., 1971). Auch ein Uncoating innerhalb des Endosoms oder im
Zytoplasma nach Freisetzung des Viruspasrtikels aus dem Endosom kommt in
Frage (Martin K et al., 1991; Singh I et al., 1992).
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Die Replikation und Transkription viraler DNA findet gewohnlich im Zellkern
unter Verwendung der Polymerasen des Virus und der Wirtszelle statt. Nur die
Pockenviren kodieren fiir eine eigene Transkriptase, wodurch eine mRNA
Synthese im Zytoplasma moglich wird (Kayser F H et al; 1998; S 391). Da das
TTV Genom offensichtlich keine eigene DNA-Polymerase besitzt, ist eine TTV-
Replikation im Kern der Wirtszelle wahrscheinlich. Dafiir spricht nicht nur der
TTV Nachweis aus Hepatozytenzellkernen, sondern auch das Vorkommen von
doppelstrangigen TTV-Intermediaten in der Leber, die am Replikationsprozess
mafgeblich beteiligt sein konnten.

Methodisch beruht der Nachweis doppelstringiger TTV-Formen auf
Verdauungsexperimenten extrahierter DNA aus gepaarten Serum- und
Leberproben (Okamoto et al., 2000). Angesichts dieser Hinweise ist die TTV-
Infektion von Hepatozyten kaum noch fraglich, fiir eine Replikation spricht
derzeit allerdings nur der Nachweis doppelstringiger TTV-DNA Formen.

4.9.2. Unterscheidung von Infektion, Replikation und Translation

Nur in permissiven Zellen kommt es nach Infektion zu einer Replikation und
Expression viraler Gene. Aufgrund zellspezifischer Bedingungen ist eine
Virusvermehrung in non-permissiven Zellen nicht moglich. Oft ist das
intrazelluldre Milieu dieser Zellen mit einer Virusreplikation bzw. -transkription
nicht vereinbar. Die Expression viraler Gene kann aber auch durch das Fehlen
zelluldrer Proteine, die meist als Transaktivatoren an der Virustranskription
beteiligt sind, verhindert werden. Zellspezifische Unterschiede beeinflussen den
Infektionsverlauf also maBigeblich. In der Folge kommt es zu einer produktiven,
restriktiven, abortiven oder latenten Infektion.

Die produktive Infektion permissiver Zellen geht mit der Replikation und
Produktion neuer Viruspartikel einher. Wirtszellen konnen auch nur transient
permissiv sein, wobei das Virus oft persistent bleibt bis Replikation und
Transkription wieder moglich sind. Zu einem Zeitpunkt sind dann immer nur
einige der infizierten Zellen einer Zellpopulation von der Virusvermehrung
betroffen. Man spricht in diesem Fall von einer restriktiven Infektion. Bei
abortiver Infektion ist eine Einleitung der Virusvermehrung nur teilweise oder
gar nicht moglich. Hier kommt es entweder zur Infektion nonpermissiver Zellen
oder zur Infektion einer permissiven Zelle mit einem defekten Virus. Das
Vorliegen einer Persistenz des Virusgenoms ohne die Bildung infektioser
Partikel in transient non-permissiven Zellen kennzeichnet die latente Infektion
(Fields B N, 1996; S 102).
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Der hdufige Nachweis von Viruspartikeln im Serum legt im Falle des TT Virus
meist eine produktive Infektionsform nahe. Restriktive, abortive oder latente
Infektionsformen kommen aber durchaus auch in Betracht. In Abhéngigkeit von
den Genotypen konnte mal die eine und mal die andere Infektionsform eine
bedeutendere Rolle spielen. Die moglichen Konsequenzen einer TTV Infektion
von Hepatozyten sind dementsprechend vielféltig.

4.9.3. Hepatozyten als moglicher Replikationsort von TT Virus und
pathogenetische Bedeutung

Ob eine Infektion letztendlich symptomatisch wird, hdangt von vielen Faktoren
sowohl auf Erreger- als auch auf Wirtsseite ab. Sowohl Infektion als auch
Replikation kénnen, aber miissen nicht eine zytopathologische Wirkung haben.
Asymptomatische Infektionen sind durchaus mit einer Virusinfektion bzw. -
replikation vereinbar (Fields B N, 1996; S 174).

Pathologische Konsequenzen einer Virusinfektion kdnnen prinzipiell auf drei
Mechanismen beruhen, ndmlich der Wirkung toxischer Genprodukte des Virus
auf den Wirtszellmetabolismus, den Reaktionen des Wirts auf infizierte Zellen
und der Modifikation der Genexpression der Wirtszelle durch strukturelle oder
funktionelle Interaktionen mit viralen Genprodukten (Fields B N, 1996; S 101).

Da sich eine direkte toxische Wirkung viraler Genprodukte in Form eines
Zelluntergangs mit akuter Symptomatik manifestieren wiirde, ist dieser
Mechanismus eher unwahrscheinlich. Zumindest geben weder Priavalenzstudien
noch Untersuchungen iiber den Infektionsverlauf in einzelnen Individuen einen
Anhalt fiir TTV als Erreger akuter Infektionen (siehe 1.2.2). Wenn TTV
tiberhaupt krankmachend ist, dann sind die beiden letztgenannten Mechanismen
mit  groBerer Wahrscheinlichkeit fiir  pathogenetische  Konsequenzen
verantwortlich.  Dafiir  spricht auch der typischerweise chronische
Infektionsverlauf.

Reaktionen des Wirts auf infizierte Zellen laufen im Rahmen der zelluldren
Immunabwehr unter Mitbeteiligung von T-Lymphozyten, Makrophagen und
Interleukinen ab. Fiir derartige Reaktionen gibt es bei TTV derzeit histologisch
und klinisch keinerlei Hinweise. Man mul} daher von der Existenz viraler
Strategien ausgehen, die eine effiziente Immunantwort verhindern.
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Bereits diskutiert wurde die Mdglichkeit einer Antigenvariation mit konsekutiver
Ausschaltung der T-Zell-Effektorfunktionen. In Frage kommen aber auch eine
virusinduzierte Suppression der Expression von Prisentationsmolekiilen auf der
Wirtszelloberflache und eine Latenz des Virus bei weitgehender Restriktion der
viralen Genexpression (Fields B N, 1996; S 229). Eine weitere Moglichkeit wire
die Ausschaltung antiviraler Zytokinwirkungen durch virale Proteine von TTV.
Die unterschiedliche Empfindlichkeit verschiedener TTV Genotypen gegeniiber
Interferon deutet solch einen Mechanismus an (Chayama et al., 1999).
Dariiberhinaus konnte auch die Entwicklung einer Immuntoleranz gegeniiber
TTV eine Rolle spielen. Durch klonale Deletion von spezifischen T-
Effektorzellen im Thymus und in der Peripherie konnte eine Viruspersistenz bei
pranatal infizierten Kindern erklart werden. Dieser Mechanismus spielt bei der
Hepatitis B Virus (HBV) Persistenz von Neugeborenen HBV-infizierter Miitter
eine  entscheidende Rolle (Chisari et al., 1992). Durch eine
Antigeniiberstimulation kann es auch beim Erwachsenen zur Deletion von
T-Effektorzellen in der Peripherie kommen. Auch hier wird bei Hepatitis B Virus
ein pathogenetischer Zusammenhang mit dem chronischen Infektionsverlauf
vermutet (Matloubian M et al., 1994).

Die Modifikation der Genexpression der Wirtszelle durch Interaktionen mit
viralen Genprodukten stellt unter anderem die pathogenetische Grundlage fiir die
Entstehung eines Hepatozelluldiren Karzinoms dar. Untersuchungen zur TTV
Priavalenz bei entsprechenden Patienten gaben allerdings keinerlei Hinweise fiir
eine Rolle von TTV bei der Karzinomgenese (Tagger et al, 1999; Tangkijvanich
P et al, 1999). AuBlerdem konnten Southern-Blot-Untersuchungen keine
Integration von TTV in das Wirtszellgenom zeigen (Yamamoto T et al., 1998).
Dennoch ist, in Anbetracht des typischerweise chronischen Infektionsverlaufs,
eine pathogenetische Bedeutung von TTV im Sinne einer Karzinomgenese nicht
auszuschlieBen. Eine zeitliche Latenz bis zum Eintritt der Symptome kénnte das
Ausbleiben histopathologischer Befunde und akuter klinischer Phdnomene
erkléren.
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4.10. Vorkommen von TT Virus in Milz, Pankreas, Colon und Ileum —
Spekulation iiber weitere Replikationsorte

TTV konnte sowohl aus Arealen der Milz, des Pankreas und der Mucosa des
Ileums und Colons nachgewiesen werden. Da jeweils ganze Zellareale isoliert
wurden, kann der TTV Nachweis auf TTV DNA aus dem Extra- oder
Intrazellularraum beruhen. Die einzige Ausnahme betrifft den TTV Nachweis
aus Darmepithel, da Kryptenanteile des Ileums und Colons als Ausstiilpungen
der Lamina epithelialis mucosae im Darmlumen spezifisch isoliert werden
konnten.

Geht man davon aus, daB3 positive PCR Ergebnisse auf extrazelluldr vorliegende
TTV DNA zuriickzufiihren sind, so stellt sich die Frage, wie TTV dorthin
gelangt. Eine Moglichkeit wiére die Lyse infizierter Zellen im Extrazelluldrraum
und infolgedessen die Freisetzung von TTV.

Eine bedeutendere Rolle diirfte aber der Austritt von TTV aus dem GefaBBsystem
spielen. Dieser kann entweder aktiv durch direkte Infektion des Gefaflendothels
oder durch passiven Transport im Rahmen der Diapedese infizierter Zellen, wie
zum Beispiel Makrophagen, Lymphozyten und Granulozyten erfolgen. Beispiele
hierfiir geben Masern-, Mumps- und Rotelnviren (Fournier J G et al., 1985;
Summer B A, 1978; Wolinsky J S et al., 1976). Im Falle einer Lyse infizierter
Zellen konnen die Viren anschlieBend in den Extrazelluldrraum freigesetzt
werden.

Positive PCR Ergebnisse konnten aber genauso auf intrazelluldr vorliegende
TTV DNA beruhen. SchlieBlich ist die virale Infektion verschiedenster
Zellpopulationen im Rahmen der systemischen Ausbreitung kein seltenes
Phanomen. Dabei muB} sich die Infektion dieser Zellen keineswegs in Form einer
entsprechenden klinischen Symptomatik duBern. Dafiir liefert das Hepatitis B
Virus (HBV) ein gutes Beispiel. DNA, mRNA und selbst intermediére
Replikationsformen von HBV konnten nicht nur aus Hepatozyten, sondern auch
aus Monozyten, dem Gallengangsepithel und -endothel, glatten Muskelzellen,
Driisenzellen des Pankreas, Korneagewebe, und lymphoblastozytiren Zellen
nachgewiesen werden (Bancroft W H et al., 1971; Lie-Injo L E et al., 1983;
Sanchez et al., 1983; Blum et al., 1983; Shiraki et al., 1974; Raber et al., 1987).
Ein positiver Nachweis konnte auBlerdem aus verschiedensten Organen gefiihrt
werden, darunter Lymphknoten, Milz, Gonaden, Schilddriise, Niere, Nebenniere,
und kultivierten Knochenmarkszellen (Elfassi E et al., 1984; Romet-Lemonne J
L et al., 1983). Replikative Formen und selbst in das Wirtsgenom integrierte
Sequenzfragmente fanden sich auBerdem in Nervenzellen und Zellen der
Nebenniere immunsupprimierter Patienten (Mason A et al., 1993).
Begleitsymptome einer HBV bedingten Hepatitis, wie Glomerulonephritiden,
Vaskulitiden, Pankreatitiden und Neuropathien sind allerdings auf eine
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Immunkomplexbildung zuriickzufiihren und beruhen nicht etwa auf direkten
zytopathischen Effekten der Virusinfektion.

Die zelluldre Infektionsbreite ist von der Adhédsions- und Penetrationsfahigkeit
des Virus abhidngig. Adhdsion und Penetration werden widerum durch viele
Faktoren beeinfluf8t (sieche 4.9.1.). Ohne die hdmatogene Ausbreitung von HBV
wire aber eine Infektion solch unterschiedlicher Zellpopulationen gar nicht
moglich. Diese Voraussetzung wire auch fiir TTV gegeben.

Ein positiver Nachweis von TTV erfolgte im einzelnen aus roter und weiller
Pulpa der Milz, dem exokrinen Anteil des Pankreas und aus der Lamina propria
mucosae und Lamina epithelialis mucosae des Ileums und Colons, so da} die
unterschiedlichsten Zellpopulationen als potentieller Replikationsort fiir TTV in
Frage kommen.

Eine Infektion bzw. Replikation von TTV in Makrophagen als Bestandteil des
retikuloendozytiren Systems (RES) konnte die positiven PCR Ergebnisse aus der
Pulpa der Milz und der Lamina propria mucosae des Darms erkldren. Zu dem
RES gehoren alle phagozytoseaktiven Zellen, die von Monozyten abstammen.
Nach primérer Virusreplikation in Ndhe der Eintrittspforte ist das RES als
sekundirer Replikationsort oft an der systemischen Ausbreitung hdmatogener
Viren beteiligt (Mims C A et al., 1984). Eine hdmatogene Ausbreitung von TTV
nach fikal-oraler Ubertragung wire auf diese Weise denkbar. Gestiitzt wird diese
Vermutung durch den Nachweis von TTV-DNA aus Monozyten des Bluts. Dies
spricht fiir ein Adhdsionsvermogen mit anschlieender Penetration von TTV in
diese Zellen (Okamoto et al., 1999a; Poovaran et al., 1999). Untersucht wurden
30 Gesunde und 19 Intravends Drogenabhingige (IVDAs), wobei die Monozyten
aller Gesunder und von elf der IVDAs TTV-positiv waren. Es ist allerdings
fraglich, ob durch die PBS-Waschung , mit deren Hilfe die Zellen aufgereinigt
wurden, eine Kontamination durch Anhaftung von TTV auf den Zelloberflachen
wirklich ausgeschlossen werden kann. Methodisch noch strittiger ist der
Nachweis von TTV aus lysiertem Gewebe des Knochenmarks. Auch hier wurden
positive PCR Ergebnisse als Hinweis fiir eine Replikation von TTV in
Monozyten gewertet (Kikuchi K et al., 2000). Ein weiteres Argument fiir diese
These wire aber die hdufig zu beobachtende persistierende Virdmie, da in Folge
der Virusvermehrung in Makrophagen die Phagozytose von im Blut frei
schwimmenden Viren verhindert werden konnte (siehe 4.6.2.).

Der Nachweis von TTV aus dem exokrinen Anteil des Pankreas ist
moglicherweise ebenfalls auf intrazellulir in den azindsen Tubulusdriisen
vorliegende TTV DNA zurilickzufiihren. SchlieBlich konnte auch HBV aus den
Driisenzellen nachgewiesen werden. Andere Untersuchungen iiber den TTV
Nachweis aus dem Pankreas liegen nicht vor.
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Der TTV Nachweis im Darmepithel wurde mit Hilfe der Untersuchung einzelner
Zellen gefiihrt, so daB3 das positive PCR Ergebnis auf intrazelluldr vorliegende
TTV DNA beruhen sollte. Das Epithel konnte bei einer TTV Infektion als
Eintrittspforte nach fikal-oraler Ubertragung eine Rolle spielen (siche 4.4.2.). In
diesem Zusammenhang wére auch eine primdre Replikation von TTV in
Epithelzellen denkbar. Allerdings kiimen nach fikal-oraler Ubertragung auch die
Lymphknoten der Lamina propria mucosae als primidrer Replikationsort in
Betracht. Sie dienen hdmatogenen Viren haufig als Ausgangspunkt flir eine
systemische Infektion. Beispielsweise gelangen Flavi-, Masern- und Polioviren
nach primérer Vermehrung in den Lymphknoten iiber die efferenten Lymphwege
in den Ductus thoracicus und von dort aus in die systemische Zirkulation (Fields
B N, 1996; S180-182). Der gleichzeitige Nachweis aus Milz und Lamina propria
mucosae bei zwei von drei Obduzierten wire also nicht nur mit einer Infektion
von Makrophagen, sondern genausogut mit einer Infektion von Lymphozyten in
Einklang zu bringen.

Angesichts des groBtenteils nicht beweiskriftigen Nachweises von TTV nach
Isolation ganzer Zellareale ist bei der Interpretation dieser Daten Vorsicht
geboten. Die UngewiBheit iiber die intra- oder extrazellulare Lage von TTV und
die gleichzeitige Isolation verschiedener Zellen 146t viel Freiraum fiir
Spekulation iber mogliche Replikationsorte.
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S. Zusammenfassung

TT Virus (TTV) wurde 1997 erstmals aus dem Serum eines Patienten mit
Posttransfusionshepatitis isoliert und nach den Initialen des Indexpatienten
benannt. Aufgrund seines einzelstringigen zirkuliren DNA-Genoms mit
negativer Polaritit und einer Linge von etwa 3,8 kb wurde es der vollig neuen
Familie sogenannter Circinoviridae zugeordnet. TTV ist in der gesunden
Bevolkerung weit verbreitet. Aufgrund der hohen Sequenzvariabilitit ist eine
pathogene Wirkung einzelner Genotypen dennoch nicht auszuschlieBen. Es
wurden zunéchst zwei und spéter 23 verschiedene Genotypen entdeckt. Da TTV
nicht nur im Blut, sondern auch in Stuhlproben nachgewiesen werden konnte,
erscheint neben der parenteralen auch eine fikal-orale Ubertragung moglich.

Um die Pravalenz von TTV zu untersuchen, wurde im Rahmen dieser Arbeit eine
sensitivere PCR-Methode etabliert und ein Screening von Blutspendern sowie
Gruppen mit erhohtem sexuellem und/oder parenteralem Infektionsrisiko
durchgefiihrt. Es ergab sich eine TTV Priavalenz von 81% bei Blutspendern
(81/100), von 92,8% bei Intravends Drogenabhingigen (90/97), von 93% bei
Prostituierten (93/100) und von 96,7% bei Homosexuellen (56/58). Die
signifikant hohere Durchseuchung aller Risikogruppen bestitigt die parenterale
und suggeriert eine sexuelle Ubertragung.

Da insbesondere zur Klarung moglicher Krankheitsassoziationen von TTV ein
genotypenspezifischer Nachweis unumgénglich erscheint, wurde auerdem eine,
den gesamten kodierenden Bereich des Virusgenoms umfassende,
long-distance-PCR etabliert, so dal3 beliebige Bereiche des amplifizierten TTV
Genoms durch Sequenzvergleich genotypisiert werden konnen.

Letztlich wurde der Tropismus von TTV zu unterschiedlichen Zellpopulationen
und Geweben untersucht. Dazu wurden durch Laser Microbeam Microdissection
und Laser Pressure Catapulting Zellteile und Zellareale aus Gewebsschnitten von
Leber, Milz, Pankreas, Colon und Ileum isoliert, um dort durch anschlieende
PCR ecinen TTV Nachweis zu fiithren. Der PCR-Nachweis von Viren in
selektierten Zellarealen und kleinen Zellverbianden, die mit Hilfe der Laser
Microbeam Microdissection isoliert wurden, wird damit zu einem neuen
Anwendungsgebiet dieser Lasertechnik.
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TTV konnte aus Hepatozytenzellkernen, den Epithelzellen von Ileum und Colon,
dem exokrinen Anteil des Pankreas und der Pulpa der Milz nachgewiesen
werden. Eine Replikation in Hepatozyten ist dulerst wahrscheinlich, da in einer
anderen Studie auch per In-Situ-Hybridisierung ein Nachweis aus Leberzellen
moglich war und doppelstrangige TTV Intermediate in der Leber vorzukommen
scheinen. Der Nachweis aus Darmepithel kann als Hinweis auf den Darm als
Eintrittspforte und im Sinne der fikal-oralen Ubertragung gedeutet werden.
Positive PCR Signale aus anderen Gewebsarten konnen auch auf extrazellular
vorliegende TTV-DNA, die an diese Zellen absorbiert wurde, beruhen.

Eine Kombination von lasergestiitzter Isolationstechnik, genotypenspezifischem
TTV Nachweis sowie Histologie und Klinik erscheint der erfolgversprechendste
Ansatz  fir kiinftige Untersuchungen zur Epidemiologie wund zu
Krankheitsassoziationen von TT Virus. Dabei sollte von einer einseitigen
Fokussierung auf das Krankheitsbild der Virushepatitis Abstand genommen
werden, da diese vorwiegend historisch bedingt ist und von anderen
pathogenetischen Zusammenhédngen ablenken konnte. Sollte sich TTV aber als
»apathogens Organell“ des Menschen entpuppen, so wére dieses erste humane
Circinovirus doch eventuell als Vektor fiir die Gentherapie geeignet. Ein
Interessensverlust ist jedenfalls keineswegs zu erwarten.
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