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1 Einleitung

1.1 Einfuhrung
Aus Patienten, bei denen sich nach Bluttransfusionen im Serum erhdhte Werte fir Alanin

Aminotransferase (ALT) zeigten, gelang es 1997 Nishizawa et al. die DNA eines bisher
unbekannten Virus zu isolieren. Bei diesen Patienten war keiner der bisher bekannten viralen
Hepatitiserreger (Hepatitis A bis E) nachweisbar. Mit der reprasentativen Differenzanalyse
fand man in Seren von drei dieser Patienten eine DNA Sequenz, die keine Ahnlichkeit zu
bisher vorhandenen Sequenzen in der Datenbank hatte. Das Vorkommen dieser neuen
Sequenz schien mit dem Auftreten von Hepatitis zu korrelieren, und es stellte sich schnell
heraus, daR diese Sequenz einem neuen viralen Agens angehorte. Das Virus wurde nach den
Initialen des ersten Patienten TT-Virus (TTV) genannt. Dieses Akronym sollte auRerdem
nach der Auffassung von Nishizawa et al. auch fur ,transfusion-transmitted virus® stehen
(97). Es stellte sich aber bald heraus, daR Transfusionen nicht die haufigste Ubertragungsart
sind. In einer neueren Veroffentlichung von Hino et al. wurde die Abkirzung TT in Torque
Teno umgedeutet, was in Anspielung auf die biochemische Natur des Virusgenoms soviel wie
»dinner Ring“ heift (40).

In den wenigen Jahren seit seiner Entdeckung wurde TTV intensiv erforscht, um die
molekularen Eigenschaften herauszufinden und zu untersuchen, ob es Lebererkrankungen
verursacht. Diese Untersuchungen fiihrten zu dem SchluB, dafl eine Virdmie von TTV
weltweit in extrem hoher Haufigkeit in anscheinend gesunden Individuen vorkommt. Seine
grolRe Pravalenz, die Persistenz und die fehlende Pathogenitat lasst TTV als ein kommensales
Virus erscheinen. Der Begriff des Kommensalismus ist bislang auf Viren nicht angewendet

worden, ist jedoch bei anderen Mikroorganismen durchaus ublich (34).

1.2 Virusaufbau

1.2.1 Physikalische Eigenschaften und Taxonomie
Mushahwar et al. konnten in Filtrationsuntersuchungen von TTV-positivem Plasma, mit

Polycarbonatfiltern abnehmender Grolie, einen Partikeldurchmesser von 30-50 nm messen
(91). Durch Ultrazentrifugation wurde eine isopyknische Dichte von 1,31-1,35 g/ml im
Céasiumchlorid-, und von 1,26 g/ml im Saccharose-Gradient bestimmt (91, 105). Folgende
Untersuchungen zeigten, dalR TTV keine externe Lipidhtlle besitzt:

Die Fraktion, die im Saccharosegradienten einen Peak zeigte, wurde mit 5%igem Tween 80
behandelt. Die so behandelten Partikel zeigten wiederum einen Peak bei 1,26 g/ml im

Saccharosegradienten (105).



TTV konnte in der Galle von infizierten Patienten nachgewiesen werden (146). Aus der hohen
Prévalenz von TTV-Infektionen bei Hadmophiliepatienten, die unterschiedliche Praparate von
Gerinnungsfaktoren erhielten, wurde gefolgert, dal Methoden, die behillte Viren
inaktivieren, die TTV-Infektiésitdt nicht beseitigten. Préparate, die mit dem
Solvent/Detergent-Verfahren behandelt waren, fiihrten bei den Empfangern zu einer héheren
TTV-Pravalenz als solche, die in trockenen Zustand auf 65°C erhitzt worden waren (12, 128,
137, 153).

Weitere Charakterisierungen zeigten, dal? Nukleinsdauren, die aus TTV gewonnen wurden,
gegenliber DNase | und Mung Bean Nuklease sensitiv , jedoch gegeniiber RNase A und
selektiven Restriktionsenzymen resistent waren. Diese Eigenschaften sind typische
Charakteristika von Einzelstrang DNA (105). Anfanglich flhrte die Sequenzierung des
mutmallich kompletten Genoms des japanischen Prototyps TA278 zu der Vermutung, dal
das Genom linear sei (105). Aus taxonomischer Sicht wurde TTV zu diesem Zeitpunkt am
ehesten der Familie der Parvoviridae zugeordnet (8). Jedoch wurde spater erkannt, dal? die
Enden der bis dahin bekannten Sequenz durch eine schwierig zu amplifizierende GC-reiche
Region miteinander verknipft sind und daher die DNA zirkuldr ist.

Um die Polaritdt des TTV Genoms zu untersuchen, wurden Hybridisierungsversuche mit
Klonierter Einzelstrang DNA durchgefuhrt. Die Versuche zeigten, dal3 das TTV Genom im
Viruspartikel als Minusstrang vorliegt (91).

Viren von Wirbeltieren, die ein kleines zirkuldres Einzelstrang DNA-Genom und keine
aulere Lipidhulle aufweisen, werden gegenwaértig in die Familie der Circoviridae (68)
eingeteilt. Endgltige Klarheit Gber die Taxonomie von TTV ist bis heute nicht gegeben.
Mushahwar et al. (91) schlugen vor, daR TTV, wegen der GrolRe und Struktur des Genoms
und anderen Eigenschaften, ein Mitglied einer neuen Virusfamilie sein kdnne, welche von
ihnen Circinoviridae genannt wurde.

Bisher gab es hauptsachlich drei bekannte Circoviren, die bei Wirbeltieren vorkommen: (i)
Das ,,Beak and feather disease virus“ (BFDV), welches die Schnabel- und Federkrankheit bei
Papageien verursacht. (ii) Das Circovirus der Schweine (porcine circovirus, PCV), welches
hauptséchlich in zwei Subtypen eingeteilt wird, von denen der Subtyp Il das PMWS
(postweaning multisystemic wasting syndrome) bei Ferkeln nach Absetzten vom Muttertier
verursacht, und (iii) das ,,chicken anemia virus* (CAV) (5, 85). BFDV und PCV, sowie eine
Reihe verwandter Viren, werden aufgrund groRerer Gemeinsamkeiten im Genus Circovirus

zusammengefallt. CAV bidet zur Zeit das einzige Mitglied des Genus Gyrovirus.



Viren mit zirkularem DNA-Genom, die Pflanzen infizieren, werden neuerdings in eine neue

Familie (Nanoviridae) eingeordnet.

Tabelle 1: Vergleich der Eigenschaften von TTV mit zwei weiteren DNA-Einzelstrang-Viren

(125)

Eigenschaften

B19

CAV

TV

Virusstruktur

Gestalt unbehllt, isometrisches | unbehllt, isometrisches | Parvovirus- und
Nukleokapsid, Nukleokapsid, Circovirus dhnlich
Oberflachenprojektion Oberflachenprojektion
kann vorhanden sein kann vorhanden sein

Grole 18-22 23-25 30-50

Symmetrie ikosaedrisch ikosaedrisch ikosaedrisch

Physikochemkalische

Eigenschaften

Dichte in 1,38-1,51 1,33-1,34 1,31-1,35
Casiumchlorid

(g/ml)

Stabilitat Resistent gegen Resistent gegen Resistent gegen

Lésungsmittel, trockene

Hitze und niedrigem pH

Ldsungsmittel, trockene

Hitze und niedrigem pH

Ldsungsmittel, trockene

Hitze und vermutlich

niedrigem pH
Isoelektrischer 6,17 (VP1) 11,02 (VP1) 10,52 (ORF1)
Punkt des groften
kodierten Proteins
Genom
Typ Einzelstrang DNA Einzelstrang DNA Einzelstrang DNA
GroRe in kB ~5,0 ~2,3 ~3,8
Form linear, mit ,,inverted geschlossene Ringform geschlossene Ringform
terminal repeats* an
beiden Enden
Polaritét Negativ und positiv Negativ Negativ
ORFs ORF-S und ORF-L VP1, VP2, VP3 und ORF1, ORF2 und andere
andere kleinere Kleinere
Variabilitat gering gering hoch

CAV scheint mit dem TTV nédher verwandt zu sein als die anderen oben genannten
Circoviren. Es besitzt drei grof3e offene Leserahmen, die mit VP1, VP2 und VP3 bezeichnet

werden, und weitere kleine offene Leserahmen, ahnlich dem TTV (s.u.)



Ende 2000 veroffentlichten Takahashi et al. (135) die Existenz eines anderen neu entdeckten
Virus mit Eigenschaften zwischen denen von TTV und CAV. Dieses Virus zeigte eine
ahnliche Dichte wie TTV, war jedoch mit einer GréRe unter 30 nm Kleiner, und von der
Genomlange kurzer als TTV. Das neu entdeckte Virus wurde TTV-like mini virus (TLMV)
genannt. Es wurde vorgeschlagen, daf diese drei Viren, CAV, TTV, TLMV (118), eine neue
Virusfamilie bilden konnten, die mit dem Namen Paracircoviridae bedacht wurde.

Im Mai 2002 wurde von Hino et al. schlieBlich eine Arbeit verdffentlicht, gemaR der TTV
einem neuen Genus der Familie Circoviridae zugeteilt werden sollte. Das neue Genus wurde
Annellovirus, nach dem lateinischen Begriff ,,annellus* (kleiner Ring), genannt (40). Die fir
die Nomenklatur zustandige Internationale Kommission flr die Taxonomie der Viren (ICTV)

hat hiertiber noch nicht entschieden.

1.2.2 Genomaufbau und vermutete Proteinprodukte
Ende 1999 waren 10 vollkommen sequenzierte TTV lIsolate bekannt, deren Genomlange von

3808 Nukleotiden (SANBAN) bis 3853 Nukleotiden (TA278 und JA20) variierte. Das Genom
wird in eine potentiell kodierende Region von ca. 2,6 kb L&nge und in eine untranslatierte
Region (UTR) von 1,2 kb eingeteilt. Erst genannte beinhaltet zwei offene Leserahmen (ORF1
und ORF2), welche im antigenomischen Plusstrang vorliegen und teilweise Uberlappen. Beim
Prototyp TA278 liegt der ORF1 zwischen den Nukleotiden 589 und 2898 und kodiert fur 770
Aminosauren. Der zweite Leserahmen (ORF2) befindet sich zwischen den Nukleotiden 107
und 712 und kodiert fiir 150 Aminosauren. Sequenzanalysen von insgesamt 11 Isolaten (23)
zeigten das Vorkommen eines weiteren kleineren offenen Leserahmen (ORF3), welcher bei
TA278 zwischen Nukleotid 2904 und 3074 zu finden war und fir 57 Aminoséuren kodiert. Es
kommen zwar in vereinzelten Isolaten weitere kleinere offenen Leserahmen vor, ihnen wird
aber wegen der fehlenden Konserviertheit keine groRere Bedeutung zugeordnet (23, 84).
Vergleicht man die ORF’'s von TTV mit denen von CAV, so kénnte ORF1 von TTV fur das
aquivalente Protein zum VP1 Protein des CAV kodieren. Das vermutete Translationsprodukt
hat eine groRe Anzahl von Argininresten in den ersten 100 aminoterminalen Aminosauren
(105) und &hnelt somit dem N Terminus des Kapsidproteins von CAV.

Des weiteren enthalten die ORF1-Produkte von TTV und VP1 von CAV Kkurze
Aminosadurenmotive, die charakteristisch fir replikationsassoziierte Proteine (Rep) sind.
Solche Rep’s sind typisch fur DNA-Replikationsproteine, die den Mechanismus des
»rollenden Ringes“ (rolling circle) unterstitzen (35, 61, 82). Proteine anderer Circoviren
besitzen ebenfalls solche Motive (76, 82).



Der zweite offene Leserahmen (ORF2) von TTV konnte fur ein Strukturprotein kodieren, das
auch bei der viralen Replikation beteiligt ist. Es wird angenommen, daR die Translation dieses
Abschnittes von einem Initationstriplett ausgeht, welches sich beim TAZ278 Isolat an
Nukleotid 263 befindet (39, 91, 103). Ein Sequenzabschnitt von 5 Aminoséuren auf dem
Proteinabschnitt zwischen AS 46-66 vom ORF2 Protein ist bei allen bisher sequenzierten
TTV lsolaten und auch bei CAV gleich (39). Kamahora et al. (54) wiesen darauf hin, dal3 der
ORF 2 héufig in zwei verschiedene offene Leserahmen (ORF 2a und 2b) unterteilt werden
kann.

Die UTR von TTV enthélt ein G und C reiches Segment. Sie hat durch sogenannte ,,inverted
repeats”, kurze, gegenlaufige Wiederholungen von sehr &hnlichen, aber nicht identischen
Nukleotidsequenzen, die Féhigkeit verschiedene ,stem-loop“ (sog. Haarnadelschleifen)
Strukturen zu formen (103).

Eine weitere Gemeinsamkeit der UTR's von TTV und CAV ist das Vorhandensein einer 36
Nukleotide langen Sequenz, die zu (iber 80% konserviert ist (84).

Die Abbildung 1 zeigt eine Darstellung des Genomaufbaus von TTV anhand des Prototyps
TA278.
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CAV-dhnliche Sequenz

(3816-3851) Initiationstelle der Translation
(263)
GC-reicher Abschnitt TA;g'E;BO"*
(3732-3853) (85-90) CAV-dhnliches AS-Motiv

(398-460)
Potentielle
Haarnadelschleifen RF 2

(107-712)
Poly (A)-Signal
(3073-3078)
\ Arg-reiche Region
ORF 3

(2904-3074)

ORF 1

(589-2898)

N22-Region
(1847-2346)

Abbildung 1: Genomaufbau von TTV. Die Nukleotidnummern beziehen sich auf das TA278 Isolat. Die
Graphik ist aus einem Artikel von Benidelli et al. ibernommen (6) und Uberarbeitet worden.
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1.3 Replikationsmechanismus
Durch die Kenntnis anderer Circoviren kann auf die Replikationsstrategien von TTV

riickgeschlossen werden. Allerdings ist auch Uber die Replikation anderer Circoviren recht
wenig bekannt.

Circoviren replizieren im Nukleus und scheinen dabei von zelluléren Proteinen abhdngig zu
sein, die in der S-Phase des Zellzyklus exprimiert werden (24, 25).

Transkriptionsanalysen von CAV haben zur ldentifikation eines einzigen RNA Transkriptes
mit einer Lange von 2,0kb gefiihrt, welches als eine polycistronische mMRNA fungieren kdnnte
(113). Im Gegensatz dazu hat das porcine Circovirus 2 mRNAs vom Minusstrang und eine
mRNA (ORF1) vom Plusstrang (76). Kamahora et al. konnten durch das Einbringen von
TTV-Genom (VT416) in COS1-Zellen, mit Hilfe eines Plasmidvektors, einige Vermutungen
Uber die Transkription von TTV aufstellen (54). Aus den COS1-Zellen exprimierten sie drei
Klassen von mRNA's. Die Léngen der mRNA's ergaben 3,0; 1,2 und 1,0 kb. In der
Abbildung 2 ist das VT416-Genom und dessen mRNA's schematisch dargestellt. Die
3’Enden von allen drei mRNA’s waren zwischen 7 und 10 Nukleotiden von dem einzigen
Poly(A)-Signal entfernt. Diese Ergebnisse lielen vermuten, dal3 die drei TTV mRNA's den
gleichen internen Promoter, TATA-Box und Cap-Site benutzen. AulRerdem wies diese Studie
darauf hin, da TTV keine mRNA vom Plusstrang herstellt. Es deutet also einiges darauf hin,

daf? sich Transkriptionsstrategien der Circoviren untereinander unterscheiden kdnnen.
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Abbildung 2: Schematisches Diagramm vom VT416-Genom und seinen mRNAs. Im oberen Feld sind drei
Leserahmen des VT416 Genoms dargestellt. Das offene Dreieck deutet auf die Position der ,,cap site* und das
geschlossene Dreieck zeigt das ,,poly(A)Signal*“. Kurze und lange vertikale Linien zeigen ATGs und Stop
Codons. Die vorrausgesagten ORFs sind durch Nummern angegeben. Das schattierte Areal zeigt das erste
,»splicing* an, welches fiir alle drei mMRNAs gemeinsam ist. Das untere Feld weist auf die genutzten Leserahmen
und Konfigurationen der 3.0-, 1.2-, und 1.0-kb mRNAs. Durchgezogene Linien zeigen die Exons und gepunktete
Linien die Introns an.. Die Késtchen stehen flir kodierende Regionen. Aufgrund des alternativen ,,splicings* der
1.0-kb mRNA ist das 5°-terminale Ende nt 2567 mit einem Sternchen markiert. (54)

Der Mechanismus der DNA Replikation ist nicht sicher geklart. Die oben erwéhnten Motive,
die sich im ORF1 des TTV finden lassen, geben Hinweise, dal Circoviren nach dem
Mechanismus des ,,rollenden Ringes* (rolling-circle) replizieren (76, 82). Die Existenz von
Rep-Protein-Motiven bei TTV bestarkt die Vermutung, daB auch TTV einen ,rolling-circle
Mechanismus benutzt, trotz Abwesenheit des Nonanucleotid-Motivs, welches in vielen Viren
vorkommt, die auf diese Weise replizieren. Von Gilbert und Dressler wurde bereits diskutiert,
dal? dieser Mechanismus fur die Replikation von Einzelstrang DNA Viren gut geeignet sei
(32).
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Motive, die fir bekannte DNA-Polymerasen typisch sind, fehlen in den codierten Produkten.
Von daher ist anzunehmen, dall das Genom von zelluldren Enzymen repliziert wird.
Viruspartikel sammeln sich im Zytoplasma an, wo sie Einschlusskdrperchen bilden kénnen,
und vermutlich bei der Zelllyse freigegeben werden.

Interessanter Weise induziert das VP3 Protein von CAV (bekannt als Apoptin) eine p53
unabhéngige Apoptose, die durch das Proto-Onkogen Bcl-2 beschleunigt wird, und besonders
aktiv in transformierten Zellen ist. Es wurde bereits vermutet, dal Apoptin als zytostatischer
Wirkstoff eingesetzt werden konnte (18, 19).

In einer Veroffentlichung von Manni et al. konnte gezeigt werden, dass durch Rekombination
sich das Virus verandert (77). Dies konnte die grof3e genetische Variabilitat der einzelnen

TTV Isolate miterklaren.
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1.4 Genetische Heterogenitat
Eine grol3e Heterogenitét ist allgemein eher bei RNA Viren bekannt, liegt aber auch bei TTV

vor. Damit steht das DNA Virus TTV im Gegensatz zu den meisten DNA Viren. Die
Heterogenitat ist nicht im ganzen Genom gleich verteilt. Die UTR der einzelnen TTV Isolate
hat relativ wenig Abweichungen untereinander. Zwischen den beiden Isolaten TA278 und
SANBAN, die als Sequenzen mit sehr groBen Abweichungen (57%) untereinander angesehen
werden, besteht in der UTR noch eine Nukleotidiibereinstimmung von 73% (23, 39).
Umfassendere Untersuchungen bezogen sich auf Amplifikate des N22 Segmentes. Ein
Segmentstiick von ca. 220 Nukleotiden dieser Region wurde fur die Genotypisierung als
geeignet gehalten (103-105). Okamoto et al legten in diesen Publikationen fest, dal
Sequenzunterschiede von tber 30% in der 220 Nukleotide langen N22 Region, einen anderen
Genotyp, und Unterschiede von (iber 15% einen anderen Subtyp ergeben.

Jedoch glauben Erker et al (1997), dall Fragmente, welche langer als 500 Nukleotide sind,
besser fur die Genotypisierung geeignet seien (23).

Im Januar 2001 unterteilte man TTV bereits in 16 Genotypen (101, 103) und mehrere
Subtypen. Muljono et al. (90) stellten bereits in einer im Marz 2001 veroffentlichten
Publikation fest, da es mindestens 23 Genotypen von TTV gibt. Die Sequenzen dieser 23
Genotypen unterschieden sich untereinander in tber 40% im ganzen Genom und 60% auf
ihrer Aminoséaureebene. Das Verhaltnis synonymer zu nonsynonymen Mutation sagt etwas
Uber den Selektionsdruck auf die Basensequenz und neutralisierende bzw. T-Zell-Epitope aus.
Diese Unterschiede sind so groB, daf’ sie schon denen verschiedener viraler Arten oder sogar
verschiedener Genera entsprechen (39, 104, 138). Daher wurden die 23 Genotypen vorlaufig
in 4 Hauptgruppen eingeteilt. Die Gruppe 1 wird vom TTV-Prototyp (TA278), der dem
Genotyp 1 angehort, représentiert. Zusatzlich werden in diese Gruppe noch die 5 weiteren
Genotypen 2-6 eingeordnet (101). Gruppe 2 fasst TTV-Isolate der Genotypen 7, 8, 17, 22 und
23 zusammen. Gruppe 3 besteht aus 11 Genotypen (Genotypen 9-16 und 18-20) und enthélt
u.a. die Isolate TUS01, SANBAN und TJNO1 (39, 104, 145). Gruppe 4 bestand vorerst aus
nur einem Genotyp (Genotyp 21) und enthielt die YONBAN-Isolate. (YONBAN ist die
japanische Bedeutung fur ,,die vierte*) (132). SchlieRlich entdeckten Y. H. Peng et al. (112) 9
verschiedene TTV-Varianten, die alle einem anderen Genotyp angehorten, jedoch alle in die
Gruppe 4 einzuteilen waren. Eines dieser Isolate konnte dem bisher bekannten YONBAN-
Genotyp zugeordnet werden. Zusatzlich unterschieden sich bei dieser Studie 4 weitere
Varianten derartig, daB sie einer neuen, 5. Hauptgruppe zugeordnet werden konnten. Diese 4

Varianten wurden in 3 Genotypen unterteilt. Demzufolge konnten durch Peng et al. insgesamt
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11 weitere Genotypen in den TTV-Stammbaum hinzugefugt werden.

resultierende Stammbaum ist in Abbildung 2 dargestelit.

Der sich daraus

CT25-05
JT03-02 CT30-03
cr2s-10 | YT1405 yT1411
6-TFC3155 ; 4cT127-02
ITIR-0 JT05-14
5-THEM1 JTc:ll.310§14
21- KGDOB 21-KC197
LCO1
3-T3PB JT01-01 21-KC186
17-PMV
2-JA1 7-THEM2
4
1-TA278 1 8-THEM3
4-TKM1 5 2
JT33-08 22-Kt-08F
JT34-04—
3 23-Kt-10F
CT44-02
18-TYMS
CT23-11
CT39-25 SENV-G
%szzs
SENV-
JT34-03
16-TS5-I SENV-F
SENV-H
SENV-D
5 12-TJNO1
15-TS13-11 0 11-TUSO1
SENV-C 10-K66-46
SENV-E 13-SANBAN 0.1
14-TS4-|

Abb.3. TTV-Stammbaum. Dieser Stammbaum wurde anhand N22 Region von 57 TTV

Isolaten angefertigt. Die Abbildung stammt aus einer Publikation von Y. H. Peng et al.(112).

Zu diesem Zeitpunkt sind 34 Genotypen bekannt, die in 5 verschiedene Hauptgruppen

eingeteilt werden. Gruppe 1 enthdlt 6 Genotypen, Gruppe 2 werden 5 Genotypen, Gruppe 3

11 Genotypen, Gruppe 4 9 Genotypen und Gruppe 5 3 Genotypen zugeordnet.
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1.5 Diagnostische Methoden
Die Labordiagnose einer TTV Infektion ist derzeit noch schwierig. Dieses hat folgende

Grinde: (i) Bisher wurde noch kein System von Gewebekulturen beschrieben, welches eine
ausreichende Sensitivitét fir eine TTV-Isolierung aufweist. (ii) Die Immunantwort gegen das
Virus ist noch nicht ausreichend verstanden, so daR noch nicht Kklar ist, welchen praktischen
Nutzen antivirale Antikorper in der klinischen Diagnose haben. (iii) ES wurde noch von
keinen Methoden berichtet, die virales Antigen im Plasma entdecken kdnnen.(iv) Keine der
vielen beschriebenen PCR Methoden ist anerkanntermal3en geeignet, das ganze Spektrum der
TTV Varianten zu entdecken. (v) Unsicherheiten tiber die klinische Relevanz von TTV haben
Firmen davon abgehalten, addquate Reagenzien und Diagnosekits zu entwickeln und zu
vermarkten.

Aus historischen Griinden wurde die N22 Region des ORF1 zur Herstellung von Primern von
nested und heminested PCR's genommen. Diese Primer amplifizierten jedoch nur die
Genotypen 1 bis 6, vor allem dann, wenn die Viruskonzentration der anderen Genotypen zu
niedrig war (49, 58, 97, 105, 103). Nach Identifizierung der UTR entwickelte man bald darauf
Primer aus dieser Region, die die meisten der damals bekannten 16 Genotypen erkennen
kdnnen (T801/T935) (49, 63, 62). So stieg die Pravalenz bei Untersuchungen von Takahashi
et al. von 23% auf 92% und bei Studien von Itoh et al. von 20% auf 95%. Die
Nachweisgrenze, die mit diesen PCR Methoden nachgewiesen wurde, liegt derzeit bei 10%-10°
TTV Genomen/ml (4, 101, 146).

Moen et al. (85, 87) entwickelten eine Real-time PCR entwickelten, in welcher TTV und
TLMV quantitativ nachgewiesen wurden. Hierbei konnten Virusmengen in einem Bereich
von 10%-10° Kopien/ml quantifiziert werden.

Auler im Blut wurde TTV noch in Fézes, Speichel, Urin, Nasensekret, Rachenabstrichen und
Muttermilch gefunden (47, 106, 122).
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1.6 Epidemiologie

1.6.1 Geographische Verteilung

Weltweit sind sehr hohe Prévalenzen von TTV bekannt. In den meisten Landern, die
untersucht wurden, zeigte sich, dal} etwa 80% der Probanden TT Virustrager sind. Besonders
hohe Préavalenzen ergaben sich in den Landern Japan, Myanmar, Saudi Arabien, Singapur, wo
fast jeder eine TT Virdmie aufwies. In den USA war die Pravalenz unter den Amerikanern mit
asiatischer und afrikanischer Abstammung hoéher, als bei denen, die der kaukasischen Rasse
angehdren.(80)

Verschiedene Studien haben die geographische Verteilung von TTV Genotypen untersucht.
Genotyp 1 und 2 schienen weltweit verbreitet zu sein, obwohl ihre Prévalenz in verschiedenen
Regionen der Welt erheblich unterschiedlich war. Andere Genotypen dagegen wurden in
einigen geographischen Regionen weniger haufig gefunden. (Tabelle 2)

Es ist unklar, ob diese Daten wirkliche Unterschiede der Genotypen reflektieren, oder
aufgrund bevorzugter Amplifikation von ausgewéhlten Genotypen der PCR's entstanden sind.
In japanischen Hamophiliepatienten wurde Typ 2 viel hdufiger gefunden, als in nicht
H&mophiliepatienten. Dieses lat eine Pradominanz dieses Genotyps in den importierten

Gerinnungsfaktorkonzentraten vermuten (104, 153).
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Tabelle 2: Epidemiologie von TTV Viramie in der allgemeinen Bevolkerung verschiedener
Lander (6). ONT (other not typed) steht fiir andere TTV Isolate, die derzeit keinem Genotyp

zugeteilt werden konnten.
Land

% positive mit

% positive mit UTR

identifizierter Genotyp

ORF1 PCR PCR

Afrika

Kongo 43-44 1,2,0ONT

Agypten 29 85 1,2

Gambia 86 1,2,0ONT

Kenia unbekannt 1-3,8-10

Nigeria 52 1,2,3,0ONT

Sudan 7 2
Asien

China 5-11% 1,2

Japan 10-58% 70-93% 1,2,3,4-8,0ONT

Korea 14 1,2,4

Mongolei 43 1,2,4

Myanmar 96 1,2

Nepal 82 12,4

Pakistan 16 1,2,3

Saudi Arabien 19 100 1

Singnapur 98

Taiwan 10-53%

Thailand 7-36% 1,2,3
Europa

Finnland 17 73

Frankreich 5 1,2,0ONT

Deutschland 7-14% 1,2,3,4,0ONT

Italien 9-50% 1,2,3,4

Spanien 14 1,2,0ONT

Niederlande 72

Grofbritannien 2-10% 47-57% 1,2,3,0ONT
Nordamerika

USA 1-11% 1,2,11
Ozeanien

Papua Neuguinea 75 1,3,0ONT
Sudamerika

Bolivien 82 1

Brasilien 20-62% 1,2,3,0ONT

Kolumbien 16 1,24

Ecuador 71 1,2,0ONT

1.6.2 Ubertragungswege
Obwohl eine erhohte TTV-Prdvalenz bei Patienten, die irgendeine Art von Blut- oder

Plasmaprodukten bekommen haben, oder intravents Drogenabhéngigen, besteht (9, 12, 29,
55, 60, 80, 98, 117, 137, 147), ist nach Meinung von Benidelli der haufigste Ubertragungsweg
eine aerogene Ubertragung. Ein weiterer wichtiger Ubertragungsweg scheint die fakal-orale

Ubertragung zu sein (69, 106, 121, 122, 146). Allerdings gibt es momentan nur einen Beleg
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fir diesen Ubertragungsweg, der zeigt, daR brasilianische Frauen, die Antikorper gegen
Hepatits A besitzen, haufiger mit TTV infiziert waren, als diejenigen, denen diese Antikdrper
fehlten (123). In dem Zusammenhang der fakal-oralen Ubertragung wurde TTV bereits als
viraler Marker fir kontaminiertes Trinkwasser oder Lebensmittel diskutiert, wie z.B.
Escherichia coli schon als bakterieller Marker verwendet wird. Eine Studie aus Indien I4i3t
vermuten, dal} die Kontamination von Trinkwasser oder Lebensmitteln mit TTV durch
Abwasser vor allem in Entwicklungslandern einen mdglichen Ubertragungsweg darstellt
(148).

Fur ein ubiquitar vorkommendes Virus, welches in jungen Individuen vorkommt, wurde die
Mutter-Kind-Ubertragung diskutiert. Anfangliche Studien konnten bei infizierten Muttern
keine TTV DNA in Nabelschnurblut und Blut von Neugeborenen feststellen (43, 108).
Spatere Untersuchungen (89, 123, 102) zeigten jedoch, daR eine prapartale Ubertragung des
Virus moglich ist. Untersuchungen von Bagaglio et al. lieBen vermuten, dal TTV-
Ubertragungen von der Mutter auf ihr Kind sowohl intrauteral als auch perinatal vorkommen.
(3) Ohto et al. waren hingegen der Meinung, daR die hauptsachliche TTV-Ubertragung bei
Kindern auf den Umgang mit infektiosem Material in ihrer Umwelt zuriickzufuhren ist.
Dieses wurde mit dem altersabhdngige Anstieg der TTV-Infektionen im Kindesalter
begriindet (99). Eine Arbeit von Hsu et al. konnte zeigen, dal TTV-Infektionen bei Kindern
signifikant mit Bluttransfusionen assoziiert sind (44).

Laut Untersuchungen von McDonald et al. und Poovorawan et al.(70, 116) spielt die sexuelle
Ubertragung eine eher geringere Rolle. Versuche, eine Ubertragung durch Kontakt im
Haushalt zu beweisen waren nicht tberzeugend (56, 57, 129), obwohl die Entdeckung, dal}
TTV im Speichel, Nasopharyngealsekret, in der Haut und in den Haaren vorkommt (110),
dieses vermuten lassen konnte.

Anfanglich wurde eine zoonotische Ubertragung vermutet, da auch in Hithnern, Schweinen,
Kihen und Schafen TTV nachgewiesen wurde (62). Okamoto et al. konnten allerdings spéater
durch Isolierung von drei TTV-Genomen aus Schweinen, Hunden und Katzen (Sd-TTV3l1,
Cf-TTV10 und Fc-TTV4) zeigen, dall diese TTV-Isolate Genomunterschiede von mehr als
50% untereinander und zu bereits bekannten TTV und TLMV-Isolaten hatten (100). Sie
ahnelten aber bekannten TTV und TLMV-Genomen mehr als tierischen Circoviren. Hier
ergaben phylogenetische Untersuchungen, daR diese Viren (Sd-TTV31, Cf-TTV10 und Fc-
TTV4) nédher mit TTV von niedrigen Primaten und Tupaias verwandt sind als mit denen von
héheren Primaten und TLMV. Diese Tatsache deutet darauf hin, dal} domestizierte Schweine,
Hunde und Katzen naturgeméal mit artspezifischen TT-Viren infiziert sind und a3t vermuten,
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daB es eine weite Diversitat von TTV mit extremen Genomunterschieden gibt. Thom et al.
konnte zeigten mit Hilfe der PCR mit UTR-Primern mehrere Infektionen mit TTV/TLMV-
verwandten Viren in einer Vielzahl verschiedener Affenspezies (140). Damit unterstutzten sie
die Hypothese der Koevolution von TTV-&hnlichen Viren mit ihren Wirten Gber den Zeitraum
der Entwicklung verschiedener Primatenspezies (140). Mit einer PCR, welche mit
spezifischen Primern der UTR von ,simian TTV* (s-TTV) durchgefuhrt wurde, konnte
gezeigt werden, dall 10,5% der japanischen Patienten mit Lebererkrankungen mit s-TTV
infiziert waren. Hingegen waren nur 1,5% der Patienten ohne Lebererkrankungen fir dieses
Virus positiv (50).

Sowohl Kinder als auch Erwachsene sind haufig mit mehreren TLMV-Isolaten verschiedenen
Ursprungs koinfiziert (149).

Zusammenfassend ist zu sagen, dall mehr Untersuchungen mit besser standardisierten
diagnostischen Verfahren benotigt werden, um ein klares Verstandnis der TTV Epidemiologie

zu erhalten.
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1.7 Interaktionen mit dem infizierten Wirt
Untersuchungen von Lefrere et al (64), Oguchi et al. (98) und andere Gruppen haben klar

gezeigt, dal TTV-Trager das Virus Uber viele Jahre in sich tragen kénnen. Es wurde ein
Patient identifiziert, der das Virus Uber mindestens 22 Jahre in sich trug (80). Diese
Ergebnisse lassen eine lebenslange Persistenz des Virus vermuten. Maggi et al. hat bei
Patienten mit einer Hepatitis C die TTV Menge vor und wahrend alpha-Interferontherapie
gemessen und konnte zeigen, dal3 zumindest in einigen Patienten die Viruslast von TTV durch
Interferon gesenkt werden konnte. Bei einigen wenigen Patienten, in deren Plasma keine
Virdmie mehr nachgewiesen werden konnte, zeigten sich geringe Virusmengen in den
peripheren Monozyten. Daraufhin wurde vermutet, dal die Monozyten die TTV Replikation
oder zumindest deren Persistenz unterstiitzen.(73, 74)

Ob auch selbstlimitierende Infektionen existieren, ist nicht ganz geklart. Beschreibungen von
Virdmien, die scheinbar von selbst nach Wochen bis Jahren verschwunden sind, sind
mehrfach veréffentlicht (60, 64, 80, 98, 117, 137, 154) und infizierte Schimpansen scheinen
ebenfalls das Virus nach Monaten zu eliminieren. Allerdings kann hier nicht ausgeschlossen
werden, daR diese Befunde auf eine geringe Virdmie oder Mutationen in der viralen DNA
zurlickzufuhren sind, was wiederum dazu fihren wirde, dal3 sie nach einiger Zeit mit den
diagnostischen Verfahren nicht mehr nachzuweisen waren.

VVon Okamoto et al. (107) wurde diskutiert, ob TTV sich wie ein Episom verhalten kann, oder
sich in die DNA der Wirtszelle integrieren kann, wie dies bei helferabhéngigen Parvoviren
der Fall ist (65).

Zur Zeit ist noch unbekannt, in welchen Zellen TTV sich vermehrt. Allerdings wurden in
Lebergewebe und Galle TTV-Konzentrationen festgestellt, die 10-100 mal héher waren, als
im Plasma und Fékalextrakten (92, 106, 122, 146). Diese Studien lassen stark vermuten, daf3
die Leber das Hauptorgan der TTV-Replikation darstellt. Die Tatsache, daR TTV DNA auch
in mononukledren Zellen festgestellt wurde, fuhrt zu der Annahme, dal3 das Virus auch in
Lymphozyten repliziert. Takahashi et al. konnten nachweisen, daR TTV in verschiedenen
Leukozyten vorkommt, wobei die héchste Konzentration in Granulozyten festgestellt wurde.
In Erythrozyten war das Virus nicht zu finden.(I) Desweiteren konnte Zhong et al. zeigen, dal3
TTV sowohl in Blutmonozyten wie auch in Knochenmarkzellen repliziert (156). In
Monozyten findet die Replikation von TTV allerdings nur statt, wenn die Blutzellen aktiviert
sind (V). Nach Meinung von Shiramizu et al. befindet sich TTV nicht im ZNS des Menschen
(127). Hingegen konnte Pollicino et al. TT-Viren im ZNS nachweisen (115).
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Uber den Abwehrmechanismus des Wirtes gegeniiber TTV ist noch relativ wenig bekannt. Da
bisher noch keine geeigneten viralen Antigene gefunden wurden, sind derzeit Studien tber die
Immunitat gegendber TTV sehr schwierig. Z.B. waren rekombinante 15-kDa Proteine vom
N22 Segment von 2 TTV Isolaten komplett unreaktiv gegeniiber humanem Serum im Western
Blot. (143)

Nishizawa et al. (96) entdeckte, dal® ein grolRer Anteil der zirkulierenden TTV-Partikel in
chronischen Patienten an Immunglobuline der IgG Klasse gebunden waren. Diese Eigenschaft
trat bei kirzlich infizierten Patienten nicht auf.

Pisani et al.(114) fanden heraus dal? kommerzielles humanes Immunglobulin G TTV-DNA
enthielt, wenn es fr den intramuskuldaren Gebrauch hergestellt worden war, aber nicht, wenn
es zum intravenésem Gebrauch von Komplement-aktivierenden Aggregaten befreit wurde.
IgG-Préparate scheinten aber nicht infektits zu sein.

Vor der Entdeckung von TTV entdeckten Tischer et al. (141) Antikorper in Gber 20% der von
ihnen getesteten menschlichen Seren, die mit dem porcinen Circovirus reagierten. Von
Okamoto et al. (104) wurde diskutiert, dall diese Daten darauf hindeuten, dal es eine
Kreuzreaktivitdt zwischen PCV und TTV gébe, jedoch scheint dies bei der fehlenden
Sequenzahnlichkeit sehr unwahrscheinlich.

Kakkola et al. (53) stellten virale Proteine der ORFs 2a und 2b von TTV her um ihre
Antigenitét zu testen. Sie verglichen die ORF 2a und 2b Sequenzen von 18 Genotypen und
fanden heraus, dalR die ORF 2a Sequenzen sehr &hnlich waren, wogegen sich die ORF 2b
Sequenzen extrem voneinander unterschieden. Unter Anderem deuteten die Ergebnisse dieser
Publikation darauf hin, dall die spezifischen Antikorper fur das ORF 2b Protein
genotypspezifisch sein kénnten. Hingegen waren die Antikorper gegen ORF 2a sehr &hnlich
in allen Genotypen. ,Follow-up“-Studien zeigten, dafl bei einer TTV-Infektion eine
persistierende Koexistenz von TTV-IgM und TTV-DNA, oder TTV-DNA ohne
Antikdrpernachweis vorliegt. Kakkola et al. begriindeten das geringe Vorkommen von 1gG
mit einer entweder sehr schwachen Immunantwort gegen dieses wahrscheinlich nicht
strukturelle ORF 2 Protein oder mit einer genotypspezifischen Immunantwort (53).
Zusammenfassend deutet vieles darauf hin, daB TTV infizierte Wirte nachweisbare
Antikdrper gegen das Virus aufbauen, jedoch diese das Virus nicht eradizieren kénnen.
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1.8 Klinische Bedeutung von TTV
Da drei von den funf bluttransfundierten Patienten, an denen TTV erstmals entdeckt wurde

einen erhdhten ALT Spiegel zeigten, kamen Nishizawa et al. zu der Annahme, dal3 TTV eine

maogliche Ursache einiger Formen von akuter und chronischer Hepatitis und fulminantem

Leberversagen sein koénnte.

AnschlieBende Untersuchungen lieRen aber ernsthafte Zweifel an der Korrelation zwischen

Lebererkrankungen und TTV aufkommen:

1. Wie schon erwahnt, ist TTV nicht nur unter Patienten mit Lebererkrankungen weit
verbreitet, sondern auch in der Normalbevdlkerung.

2. Bei der Einteilung der Hamophiliepatienten und anderer Personen mit oder ohne Risiko
von durch Blut tbertragende Infektionen in TTV positive und negative Gruppen, zeigten
die beiden Gruppen keine unterschiedlichen ALT Werte.(7, 43, 67, 80, 93, 98, 111, 134).

3. In mehreren Serien von bluttransfundierten Patienten gab es keine Korrelation zwischen
dem Vorkommen von TTV Infektionen und der Entwicklung einer Hepatitis, und in jedem
Fall waren die ALT Werte unabhéngig von einer TTV Virdmie (33, 39, 64, 80, 98, 126).

4. In mehreren Studien von Patienten mit Hepatitis B oder C wurde keine Korrelation
zwischen der Heftigkeit von Leberschdden oder dem Ansprechen auf eine alpha-
Interferontherapie und gleichzeitiger TTV Infektion gefunden.

5. Schimpansen, die naturlich oder experimentell mit TTV infiziert waren, zeigten keine
biochemischen oder histiologischen Zeichen von Leberschaden (91, 150).

Aulerdem zeigte sich, dall bei TTV positiven Patienten, die wegen einer HCV Infektion mit

alpha-Interferon (mit oder ohne Ribavirin) behandelt wurden, durch diese Therapie zwar TTV

eliminiert werden konnte, die ALT Werte sich aber nicht &nderten, solange HCV noch

nachgewiesen werden konnte (1, 7, 11, 36).

Andere Studien kamen zum Schluf3, daB in einigen Féllen transiente und milde Erhéhungen

im Leberenzymspiegel mit TTV Infektionen assoziiert sind (27, 28, 45, 48, 51, 56, 64, 69, 94,

109). In einigen Untersuchungen von HCV Patienten schienen TTV-Koinfektionen mit

erhohter Heftigkeit von biochemischen und histologischen Parametern, die Leberschaden

anzeigten, assoziiert zu sein. (10, 16, 36, 45, 144, 147, 155). In einer Serie von 26 Patienten
mit fulminantem Leberversagen, ergab die Mortalitdt einen Wert von 100% bei TTV-
infizierten Patienten gegenuiber weniger als 50% bei uninfizierten Patienten (139). Jedoch ist
anzumerken, dalR diese Patienten eine Lebertransplantation und viele Bluttransfusionen
erhalten hatten. Auf Grund dieser Untersuchungen und der scheinbaren Fahigkeit von TTV in

der Leber zu replizieren (13, 102, 120), vertreten dennoch einige Forscher den Standpunkt,
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dal? TTV gelegentlich Lebererkrankungen verursacht. Mit anderen Worten, TTV konnte eine
Ursache filr ungeklarte Hepatitis sein, und somit in diesem Punkt Ahnlichkeit zu vielen
anderen Viren haben, wie z.B. Enteroviren, Adenoviren, CMV, EBV, Masern-, Rételn-, und
Influenzaviren, die dafur bekannt sind, in einem kleinen Teil infizierter Patienten transiente
Leberfunktionsstorungen von unterschiedlicher Heftigkeit zu verursachen. Wie auch bei
diesen Infektionen sind die viralen Determinanten und diejenigen des Wirtes, die eventuell bei
TTV die Lebererkrankung verursachen koénnten, nicht bekannt. Es wird vermutet, dal}
bestimmte Subtypen oder Varianten von TTV speziell hepatotrop sind (49, 103), wie
bestimmte Enteroviren und Adenoviren, oder da TTV eventuell nur dann eine Erkrankung
auslost, wenn es durch Superinfektion anderer Viren aktiviert wird (134).

He et al. berichteten, dal eine Koinfektion weder von TTV noch von Parvovirus B19 bei
Hepatitis-B-Patienten die Intensivitat der Hepatitis steigern kdnnen. (38). Auch beeinflufit
eine TTV-Koinfektion weder die Aktivitat einer chronischen Hepatitis-B-Infektion noch das
Ansprechen auf eine Interferon-Therapie (130).

Eine interessante Studie veroffentlichten Tokita et al.. Sie vermuteten, dal eine hohe TTV-
Viruslast ein unabhangiger Risikofaktor fur ein hepatozellulares Karzinom (HCC) darstellt, da
sie in einer Studie mit 237 Probanden zeigen konnten, daR die Probanden, die eine hohe TTV
Viruslast hatten, gehduft ein HCC aufwiesen. (142) Vieleicht ist diese Tatsache allerdings
eher ein Hinweis, dal3 sich TTV in Tumorzellen besser vermehrt, wie es bereits beim AAV
bekannt ist.

In ambulant behandelten Kindern war die TTV-DNA am haufigsten nachweisbar bei akuter
Gastroenteritis (46). Tajiri et al. duBerten den Verdacht, dal} TTV eine idiopathische neonatale
Hepatitis mit diffuser intrahepatischer Fettdegeneration auslésen koénne (131). In einer
anderen Studie wurde bei diabetischen Patienten eine 50%ige Prévalenz gegenuber 5% in der
Vergleichsgruppe gefunden (29). Hingegen wurde beim Kawasaki-Syndrom (15), Multipler
Sklerose oder anderen Erkrankungen des Zentralnervensystems keine Assoziation gefunden
(F. Maggi, C.Fornai, M. L. Vatteroni). Es wurden auch keine erhéhten TTV-Titer in Patienten
mit Psoriasis, Rheumatoider Arthritis, oder systemischem Lupus erythematosus gefunden
(73). In einer anderen Studie hatten TTV virdmische Patienten mit rheumatoider Arthritis
haufiger Rheumafaktoren (41). Shiramizu et al. konnten wiederlegen, dal TTV mit der akuten
lymphozytéaren Leukdmie (ALL) bei Kindern assoziiert ist (127). Yokoyama et al. entdeckten
durch Versuche mit transgenen Mausen, die das ORF1-Gen besaen, das TTV Epithelzellen
der Niere schéadigen konnte (152).
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Widersprichlich waren die Ergebnisse von Versuchen, eine Korrelation zwischen TTV und
einer Progression von HIV-Infektionen aufzustellen (14, 119). Es wurde untersucht, ob die
TTV-Viruslast als Marker fur das Wiederansteigen der Immunkompetenz bei HIV-Patienten
ndtzlich ist, bei denen eine HAART begonnen wurde (71). Takamatsu et al. konnten keine
Interaktionen zwischen HIV und TTV in HIV-Patienten erkennen, die mit einer HAART
behandelt wurden. In der gleichen Studie konnte gezeigt werden, da die HAART keinen
direkten Einfluf auf eine TTV-Infektion hat (136). Moen et al. stellten dar, dafl eine
Verschlechterung der Abwehrfunktion durch AIDS keinen Effekt auf TTV und TLMV zu
haben scheint (86).

Zusammenfassend ist zu sagen, dal? es bis heute keine klinische Manifestation gibt, die
eindeutig mit TTV assoziiert ist. Deswegen und da die Prévalenz von TTV bei gesunden
Individuen dermalen hoch ist, wird derzeit vermutet, dal} das pathogene Potential von TTV
sehr gering ist. Griffiths et al. (34). aulerten die Vermutung, dal TTV Teil der normalen
menschlichen Mikroflora sei.

Man sollte vielleicht erwahnen, dal’ bei vielen Viren Jahre nach ihrer Entdeckung vergingen,
bis sie einer Erkrankung zugeordnet werden konnten. Zu diesen sogenannten ,,orphan viruses*
gehorten Echoviren, Reoviren, Adenoviren, Parvovirus B19, EBV, und Herpesvirus 6 und 7.
In diesem Kontext ist zu beachten, dal bis vor kurzem das porcine Circovirus ebenfalls zu der
Liste der ,orphan viruses“ zahlte. Eine genetische Variante dieses Virus ist jetzt als
Verursacher des PMWS (postweaning multisystemic wasting syndrome) der Schweine
bekannt, ein Syndrom, welches durch Lymphadenopathie, Hepatitis, Nephritis, Pneumonie,
Myokarditis, und Gastritis charakterisiert ist (22, 37, 81, 88).

Klar ist, dal} weitere atiologische Assoziationen gesucht werden mdissen. Eine mégliche
Richtungsweisung kodnnte vom Verstandnis des natlrlichen Verlaufs von Infektionen und
Erkrankungen die in den Wirten der mit TTV verwandten tierpathogenen Viren auftreten,
abgeleitet werden. Nishizawa et al. (96) fanden heraus, daB TTV im zirkulierenden Blut mit
IgG behaftet ist. Dieses konnte Anlal zur genaueren Untersuchung Uber TTV und
Glomerulonephritis, Vasculitis, und anderen Krankheiten, in denen chronisch vorkommende
Immunkomplexe einen wichtigen &tiopathogenetischen Mechanismus darstellen, sein. Mit
dieser Art der Pathogenese wurde bereits die chronische Infektion mit HCV assoziiert. Wenn
die Beobachtung bestatigt werden kann, dal® TTV nur in Lymphozyten repliziert (74), wenn
sie zum Proliferieren aktiviert werden, kénnte TTV ein idealer Kandidat fur ungeklarte

immunsuppresive Syndrome sein.
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1.9 Ziele der vorliegenden Arbeit
Wie beschrieben bestehen nicht nur Unklarheiten Gber Zelltropismus und Pathogenitat,

sondern auch ber die Struktur von TTV, zu der nur wenige in sich nicht schliissige Daten
vorliegen.
Durch meine Untersuchungen wollte ich herausfinden

e 0b TTV im Blut seines Wirtes als Antigen-Antikorper-Komplex vorkommt.

e 0b der bisher in der Literatur angegebene MelRwert von 30-50 nm flr die GroRe des
TTV-Partikels aufgrund dieser eventuellen vorliegenden Antigen-Antikorper-Komplexe
zu hoch ist.

Dazu habe ich Plasmen von Blutspendern auf die Anwesenheit von TTV untersucht und eine
Real-time PCR (LightCycler PCR) entwickelt. Weiter wurde mit Hilfe von
Ultrazentrifugation und Gelchromatographie Dichten- und GréRRenbestimmungen des TTV-
Partikels durchgefiihrt, und mittels Immunprazipitation das Vorliegen von Antikorpern
geprdft.

Den Nachweis von Antigen-Antikorper-Komplexen ist eine wichtige Grundlage fir das

Verstandnis der Immunantwort des Wirtes auf eine TTV-Infektion.
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2 Materialien

2.1 Chemikalien
Agarose

Bovines Serumalbumin (BSA)
Bromphenolblau

dNTP Set (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
Dynabeads

Eisessig

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Glycerin

Isopropanol
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Saccharose

Salzséure

Trishydroxymethylamin (Tris Base)

2.2 Gerate
Thermocycler (konservativ)

Thermocycler (real-time PCR)

Ultrazentrifugen

Rotor

Rohrchen

Weitere Zentrifugen

FMC(Biozym, Hameln)
Sigma (Deisenhofen)
Sigma (Deisenhofen)
Pharmacia (Freiburg)
Dynal (Hamburg)
Merck (Darmstadt)
Riedel-de Haen (Seelze)
Serva (Heidelberg)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)

Riedel-de Haen (Seelze)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)

Thermal Reactor TR 2, Hybaid

GeneAmp PCR System 9600, Perkin Elmer

LightCycler, Roche

L5-50, Beckman, bzw
Optima LE-80 UZ, Beckman

SW 28/38 (A), Beckman

Zentrifugenréhrchen 1x3%2 in.(25x89mm)

Eppendorf Zentrifuge 5417 C
Heraeus-CHRIST Biofuge A

28



Gelfiltration

Gelmaterial

UV Crosslinker

Spannungstrager

2.3 Puffer

Sdule XK16/100 mit Adapter, Pharmacia

HeliFrac (Fraktionssammler), Pharmacia LKB
Uvicord SD (DurchfluBphotometer), Pharmacia LKB
Rec 101 (Rekorder), Pharmacia LKB

Pump P-1 (Peristaltikpumpe), Pharmacia LKB

2232 Microperpex S (Peristaltikpumpe), LKB

V 7 (Mehrwegventil), Pharmacia

Bio-Gel A-150 m, medium, Bio-Rad
Elektrophoresekammer mit Gelen 8 x 8 x 0,5¢cm

StratalinkerTM 1800

Hoefer Scientific Instruments, Stratagene

PBS: Stammlésung A: NaCl

Stammldsung B: Na2HPO4
KH2PO4

175,239 (ad 1000 ml)
73,15¢
12,28 g (ad 1000 ml)

(fir pH 7,4: 50 ml Stammlésung A, plus 40 ml Stammlésung B (ad 1000 ml))

TE-Puffer: fur pH 7,4 Tris x HCI (pH 7,4)
EDTApH 8
furpH 8 Tris x HCI (pH 8)
EDTApH 8

10 mM
1 mM
10 mM
1mM

Puffer des High Pure Viral Nucleic Acid Kit (DNA-Isolierungskit; Roche Diagnostics)

Bindepuffer pH 4,4 (25°C)

Waschpuffer pH 7,5 (25°C)
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6 M Guanidiniumchlorid
10 mM Harnstoff

10 mM Tris-HCI

20% Triton X-100(v/v)

20 mM NaCl
2 mM Tris HCI
ad 4 fache Menge Ethanol



Puffer zur Kopplung von Antikérpern an Tosyl-aktivierte Dynabeads

Na-Phosphatpuffer, pH 7,4 0,1M
Tris, pH 8,5 02M mit 0,1 %(w/v) BSA
PBS, pH 7,4 mit 0,1 %(w/v) BSA

Agarose-Gelelektrophorese:

TAE (50x) Tris 242 ¢
Eisessig 57,1 ml
EDTA, pH 8,0 100 ml ad 1000 ml
Gel-Ladepuffer: Glycerin 60 mi
SDS, 20 % 1 ml
Bromphenolblau 01g

ad 100 ml mit TE

2.4 Losungen

BSA-L6sungen (in PBS): Bovines Serum Albumin, 1%ig
Carrier RNA: 10 mg/ml

dNTP Mix: 10 mM

Ethidiumbromid: 10 mg/mi

Oligonukleotide: 10 uM

PEG 24% (w/w)

2.5 Enzyme und Enzymkits

Tag-DNA Poymerase Promega (Serva, Heidelberg)
AmpliTaq(TM)-Polymerase Perkin-Elmer (Weiterstadt)
Amplitag-Gold(TM)-Poymerase Perkin-Elmer (Weiterstadt)

2.6 Antikorper bzw. Antiseren
Polyklonaler Ziegenantikdrper gegen humanes IgG; Jackson Immuno Research, Hamburg

C 20-02: (Gerlich, unverdffentlicht) Konformationeller monoklonaler Mausantikérper gegen
das kleine Hullprotein des Hepatitis B Virus (HBs), Affinitatsgereinigt, freundlicherweise
uberlassen von Dr. K. H. Heermann, Gottingen
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2.7 Oligonukleotide
Primer fur das Hepatitis B Virus: , umschlielen das X-Gen; Amplifikat: 189 bp

(Jursch et al. 2002)
HBV X2s ; nt 1413-1436; 5 GAC GTC CTT TGT YTA CGT CCC GTC 3¢
HBV X2as; nt 1601-1578; 5 TGC AGA GGT GAA GCG AAG TGC ACA 3¢

Primer fur das TTV: (Takahashi et al., 1998)

Nukleotidpositionen nach der Sequenz TA 278 nach Okamoto et al.1998. Amplifikat:199 bp
T 801; nt 6-25 5°GCT ACG TCACTAACCACG TG 3

T 935; nt 204-185 5 GT(GCT) CGG TGT GTA AAC TCACC 3°

LightCycler Highprobes fir das TTV:

Nukleotidpositionen nach der Sequenz des Plasmas 17026 (hergestellt von TIB Molbiol)
TTV 5LC 17026  5°- LC Red640-GTC CGC AGC GGC AGC ACC ACG p

TTV 3FL 17026 5- GAATGG CTGAGT TTTTCACGCCX

LightCycler Highprobes fiir die X-Region des HBV (Jursch et al. 2002)

HBV X 5LC; nt 1545-1570; 5° LC Red640-CTC CCC GTC TGT GCC TTC TCA TCT GCP
(P-phoshoryliert)

HBV X 3FL; nt 1519-1543; 5°’ACG GGG CGC ACC TCT CTT TAC GCG G Fluoreszenz

2.8 GroRenstandards fur Agarosegele
DNA-Standard Nr.VI11 Boehringer Mannheim (pUC BM 21/Hpa 11/Dra |, Hind 111): mit 200

Hg/ml: 114, 900, 692, 501/489, 404, 320, 242, 190, 147, 129, 110, 67, 37/34/34/26/19; oder
analog: pUC-Mix (von Fermentas, St.Leon-Rot): mit 500 pg/ml

2.9 Plasmaproben
TTV-Plasmen von asymptomatischen Blutspendern; Prof. Dr. G. Bein, Institut fir klinische

Immunologie und Transfusionsmedizin Gief3en

2.10 HBV-Partikel
HBV-Partikel aus HBV-tranfiszierten humanen Hepatomzelllinie Hep G2.2.15 (Sells M.A. et

al, 1987)
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3 Methoden

3.1 PEG-Fallung
800 pl Plasma wurden mit 400 pl einer 24% PEG (w/w) Ldsung versetzt und fir 10 Minuten

auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde bei 5000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
vorsichtig mit einer Pipette abgezogen und das Pellet mit 200 pl PBS resuspendiert und

gelost.

3.2 Extraktion der viralen DNA mit dem High Pure Kit
Fur die Standard-Reaktion wurden 200 pl Plasma mit 200 pl  Arbeitslésung

(Guanidiniumchloridpuffer mit Poly(A) carrier-RNA erganzt) versetzt und anschliefend mit
50ul Proteinase K-Losung. Nach Proteinase K-Zugabe wurde sofort gut gemischt und 10 min
bei 72°C inkubiert. (Flr einige Versuche wurden die Plasmavolumina bis zu 400 pl erhoht,
wobei alle Volumina proportional erhéht wurden)

Nach der Inkubation wurden die Proben mit 100 ul Isopropanol p.A. versetzt und gut
gemischt. Die High Pure Filter-Tubes wurden in ein AuffanggefaR eingesetzt und die Probe in
das obere Reservoir pipettiert. Danach wurden die Proben bei 8000 x g in der Tischzentrifuge
zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Durchlauf verworfen und das Filter-Tube wurde in ein
neues Auffanggefall eingesetzt. Nun wurden 450 pl Waschpuffer in das obere Reservoir
pipettiert und wie oben zentrifugiert. Wieder wurde der Durchlauf verworfen und das Filter-
Tube in ein neues Auffanggefal eingesetzt, 450 ul Waschpuffer hinzugegeben und wie oben
erwéhnt zentrifugiert. AnschlieBend wurde fir 10 Sekunden noch einmal bei max.
Geschwindigkeit zentrifugiert, das Auffanggefa verworfen und das Filter-Tube in ein
sauberes, Nuclease-freies 1,5 ml Reaktionsgefal? eingesetzt. Zur Elution der Nukleinséuren
wurden 50 pl Elutionspuffer in das Filter-Tube gegeben und 1 Minute bei 8000 x ¢

zentrifugiert.
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3.3 Herstellung eines Saccharosegradienten

Anfertigung eines Dichtegradienten fir die HBV Ultrazentrifugation
Fur die Ultrazentrifugation wurde ein Casiumchloridgradient aus 5 Dichtestufen mit

folgenden Konzentrationen angefertigt: CsCl w/w: 1,25 g/ml

1,30 g/ml

1,35 g/ml

1,40 g/ml

1,50 g/ml
Zur Herstellung der einzelnen Dichtestufen wurde anfangs der erwiinschte Dichtewert einer
Tabelle abgelesen, die entsprechende Menge unter der w/w-Spalte in einer Flasche
abgewogen und mit dest. Wasser auf 100 g aufgefillt. Zur Kontrollmessung wurden noch
jeweils 10 pl der Losungen auf einem Refraktometer abgelesen und 1 ml der Lésungen
gewogen und auf die entsprechende Konzentration abgestimmt. Nun wurden 5 ml jeder
Dichtestufe, mit der schwersten beginnend, mit Hilfe einer Handpipette in ein
Ultrazentrifugenrohrchen geschichtet, und der fertige Gradient Gber Nacht im Kihlschrank
inkubiert.

3.3.1 Dichtezentrifugation mit Hepatitis B Virus
Zunachst sollte die Technik der Dichtebestimmung mit nachfolgender Realtime-PCR mit

einem Virus etabliert werden, dessen Eigenschaften weitgehend bekannt waren. Hierbeli
wurde Hepatitis B Virus (HBV) gewahlt, und zwar HBV-Partikel, die mittels der HBV-
transfiszierten humanen Hepatomzelllinie HepG2.2.15 (Sells, M.A. et al, 1997) hergestellt
worden waren.

6 ml HBV Zelluberstand wurden auf einen CsCl-Gradienten der Dichte 1,25-1,50 g/ml
geschichtet. Der Gradient wurde in den Rotor SW 28/38 gegeben und fir 36h bei 10°C mit
25.000 rpm zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurden die Rohrchen aus der Zentrifuge
entnommen und der Gradient mit Hilfe einer Kanule und einer Pumpe von basal beginnend
aus den Ultrazentrifugenrohrchen abgesaugt und in 26 Proben zu 1,5 ml fraktioniert. Die
Dichte der ersten 20 Fraktionen wurde auf dem Refraktometer gemessen.
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3.3.2 Dichtegradientenzentrifugation fir eine TTV Ultrazentrifugation
Diesmal wurde ein Dichtegradient aus 6 Dichtestufen angefertigt. Folgende

Casiumchloridlésungen wurden verwendet: 1,40 g/ml

1,35 g/ml

1,30 g/ml

1,25 g/mi

1,20 g/ml

1,15 g/mi
Die Herstellung des Gradienten glich ansonsten dem in 4.3. beschriebenen Gradienten fir die
HBV Ultrazentrifugation.
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Conditions for densitly gradient separalions
Appendix C: Properties of caesium chloride solutions

Eonasntrevien Molarity Density Ref. index
w v wiiv ig/mi) 20° 20*
0.00 0.00 0.000 1.0000 1.3330
2.00 2.03 0.120 1.0153 1.3345
4. .00 412 0.245 1.0311 1.3381
6.00 6.27 0.373 1.0478 1.3378
8.00 8.50 0.505 1.0643 1.3395
10.00 10.80 0.841 1.0818 1.3412
11.00 11.98 0.711 1.0907 1.3421
12,00 13.17 0.782 1.0997 1.3430
13.00 14.38 0.855 1.1089 1.3438
14.00 15.63 0.928 1.1183 1.34489
15.00 16.89 1.003 1.1278 1.3458
18.00 1B.17 1.079 1.1378 1.3488
17.00 18.47 1.158 1.1473 1.3478
18.00 20.79 1,235 1.1573 1.3488
19.00 22.14 1,318 1.1674 1.3498
20,00 23.61 1.3896 1.1777 1.3508
22.00 28.33 1.564 1.1989 1.3528
24.00 2024 1.737 1.2207 1.3580
26.00 3227 1916 1.2433 1.3572
28.00 35.40 2.103 1.2666 1.3595
30.00 38.66 2.296 1.2908 1.3618
32.00 42.03 2.496 1.3168 1.3642
34,00 45 54 2. 705 1.3417 1.3666
6. D0 49.18 2.921 1.3885 1.3692
38.00 52.96 3,148 1.3963 1.3718
40.00 $6.90 3.380 1,4251 1.3744
42.00 61.00 3,623 1.4550 1.3772
44.00 65.27 3.877 1.4861 1.3800
46.00 69.73 a 141 1.6186 1.3829
48.00 T74.37 4.417 1.5522 1.3860
50,00 78.23 4. 706 1.5874 1.3891
52.00 84.30 5.007 1.6421 1.3924
54.00 89.62 5.923 1.6625 1.3958
56,00 95.18 5.B54 1.7029 1.3995
58.00 101.05 5.001 17453 1.4033
6000 107.21 6.367 1.7900 1.4074
62.00 11371 6.754 1.8373 1.4117
64.00 120.59 7.162 1.8875 1.4163

Source: referenca T4,

Tabelle 1: Aus D. Rickwood ,,Preparative Centrifugation — A Practical Approach* Oxford

University Press, 1992
Folgende Saccharoselésungen wurden angefertigt: 1,15 g/ml bis 1,40 g/ml, gelést in PBS, pH

7,4 (Messung im Refraktometer). Jeweils 5 ml der Losungen wurden mit abnehmender Dichte
in den Zentrifugenréhrchen per Handpipette Ubereinander geschichtet. Damit sich die
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Grenzflachen der Schichten vermischen konnten, wurde der Gradient Uber Nacht im

Kihlschrank stehengelassen.

3.4 Polymerase Ketten Reaktion mit dem LightCycler
Einer der groRten Vorteile der LightCycler PCR im Vergleich zur konventonellen PCR ist,

dal} die Entstehung der Amplifikate wéhrend des PCR Laufes auf dem Monitor abgelesen
werden kann (real-time PCR). Ein Nachweis des Amplifikates, z.B. mit Hilfe einer
Elektrophorese, entféllt somit. Das gleichzeitige ,,Monitoring* ist aufgrund der sogenannten
»Hybridization Probes“ mdglich: Zusatzlich zu den Primersequenzen der konventionellen
PCR, werden zwei weitere spezielle sequenzspezifische Oligonukleotide gebraucht. Diese
werden mit fluoreszierenden Farbstoffen beladen. Der erste Farbstoff (Fluoreszein) wird
durch die LightCycler Lichtquelle angeregt, und erzeugt grin fluoreszierendes Licht (mittlere
Wellenlange). Wenn die zwei Farbstoffe in einem nahen Abstand zueinander stehen, regt die
erzeugte Energie den LC Red 640 Farbstoff, der an der anderen ,,Hybridization Probe* ist an,
der daraufhin rot fluoreszierendes Licht abgibt. Dies ist nur dann der Fall, wenn beide
»Probes* an dasselbe DNA-Molekil binden. Dieser Energietransfer hangt sehr stark von dem
Abstand der beiden Farbstoffmolekiile ab, und funktioniert nur wenn der Abstand nicht groRer
als 5 Nukleotide zueinander ist. Die Fluoreszenz des zweiten Farbstoffes Red 640 wird dann
von den LightCycler Optiken gefiltert und gemessen. Der gemessene Fluoreszenzwert ist
proportional zu der amplifizierten DNA Menge.

Fur die Master Mix-Lésung wurde hier folgende Lésungen verwendet:
Pro Ansatz 2,0 ul PCR Puffer Roche Diagnostics, Mannheim (10x)
2,4 ul MgCl;, (3mM)
1 pl jedes Primers
0,5 ul jeder Sonde
0,5 pl Ampli-Tag Gold
ad 1,7 pl Wasser
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Die Zugabe der DNA erfolgte stets als letztes. Folgende PCR-Bedingungen wurden

vorwiegend benutzt:

Programm: Denaturierung

Zyklen: 1

 Segment

Target (°C)

Temperature

(se¢)

' Hbld- Time

Slope

(Colsec)

2 Targel
Temp (°C)

©)

Step Size

(Cydles)

Step Delay

--Acq_tii_éifim

1

95

600

20

0

None

Programm: Amplifikation

Zyklen: 60

Number

Segment

Target (°C)

(sc0)

Hold Time

Slope

(C%sec)

2 Target
Temp (°C)

©)

Step Size

(Cycles)

:Acq_l_iisitibn-

1

95

0

20

0

None

64

20

32

Single

72

10

20

None

Program

m: Kithlung

Zyklen: 1

Number

Temperature
Target (°C)

Hold Time
(s0)

Slope

(Colsec)

2° Target
Temp (°C)

Step Size
©

Step Delay
(Cycles)

Acquisition

1

40

60

20

0

None
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3.5 Klassische Polymerase Ketten Reaktion
Pro Ansatz: 5,0ul PCR Puffer (10x) (Promega; mit Taq geliefert)

2,4ul MgCI? (25mM, Endkonzentration: 1,5 mM)
1,0ul jedes Primers
1,0pl d NTP
0,5ul Taqg Polymerase
ad 50ul Wasser
Auch hier erfolgte die Zugabe der DNA stets als letztes. Die Bedingungen fiir die PCR waren

von der verwendeten Maschiene abhédngig, &hnelten aber im Allgemeinen folgenden PCR

Bedingungen: A. Denaturierung: 3 Min. 96°C
B. Zyklen (35x): 1. 30s 93°C

2.30s 51°C

3.30s 72°C

C. Extension: 5 Min. 72°C

3.6 Gelelektrophorese
Je 10 pl des Amplifikates wurden mit je 3 pl Ladepuffer vermischt. Als Standard dienten je 2

pl pUC Mix mit 3 pl Ladepuffer (nicht verdinnt) und 10 pl Wasser. VVon jeder Probe wurden
je 10 ul auf das Gel aufgetragen. Die Spannung wurde je nach gewinschter Laufzeit angelegt
(60-120 Volt). Die Laufzeit lag somit zwischen 30 und 60 Minuten. Die Farbung der Gele
erfolgte mit Ethidiumbromid. Die angefarbten Gele wurden unter UV-Licht bei 366 nm auf
dem Transluminator betrachtet (Cybertech) und mittels einer Videokamera durch einen

Orangefilter aufgenommen (Mitsubishi, Video Copy Prozessor).

3.7 Beladen der Saule und Elution
Mit Hilfe einer Spritze und einer stumpfen Kanile (mit abgeschliffener Spitze) wurde das

vorgeklarte und/oder gefilterte Probenmaterial mittels des V7 Ventils in eine Probenschleife
der Saule gegeben. Durch Umlegen des Ventils wurde die Probe totvolumenfrei auf die Séaule
gegeben.

Die Sdule war am unteren Ende an einen DurchfluBmonitor angeschlossen, der die Absorption
des Eluats bei einer Wellenldnge von 280 nm mall und diese Werte an einen Schreiber
weitergab, der wiederum dieses Signal gegen die Zeit darstellte. Vom UV-Monitor wurde das
Eluat an einen Fraktionssammler weitergeleitet und dort in GefaRen aufgefangen. Vom
Fraktionssammler aus wurde bei jedem Wechsel der Sammelgefélie ein Signal an den
Schreiber gegeben und sofort in das Chromatogramm eingetragen. Somit war eine exakte
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Zuordnung des Elutionsvolumens (Uber die Zeit) zu den Fraktionen mdglich. In die
Probengefale wurde 180ul des Volumens 1%ige Albuminlésung gegeben. Die
Albuminlésung sollte die Viruspartikel stabilisieren, da das Eluat weitestgehend proteinfrei

war.

3.8 Immunprazipitation mit Magnetobeads
Dynabeads sind magnetisch geladene Teilchen (Magnetobeads), auf denen verschiedene

andere Molekule adsorbiert oder verknupft werden kénnen. Diese Teilchen werden von der
Firma Dyna Biotech hergestellt. Sie bestehen aus magnetischem Material (gamma Fe,O3 und
Fe20,), welches mit einer dinnen polymeren Schicht Gberzogen ist. Die polymere Schicht
fihrt zu einer einheitlichen TeilchengroRe und bewirkt konstante physikalische und
chemische Eigenschaften.

Die Firma Dyna Biotech stellt diese Dynabeads in drei verschiedenen Durchmessern her;
2,8um (Dynabeads M-280), 4,5um (Dynabeads M-450) und 5,0um (Dynabeads M-500). In
den hier durchgefuihrten VVersuchen wurden die Dynabeads M-280 benutzt. Diese haben eine
ungefahre Dichte von 1,3g/cm3, eine Oberflachengrofie von 4-8 m2/g und einen Eisengehalt
von 12%.

Nach der Anleitung des Herstellers wurden verschiedene Antikorper an tosyl-aktivierte Dyna-
Beads M-280 (Dynal) gekoppelt. Die Antikorper dirfen dabei kein Tragerprotein enthalten,
da jedes Protein an die Dyna-Beads gebunden wird. Im ersten Schritt erfolgte die Bindung der
Antikorper bei 37°C Uber 24 Stunden. Es wurde das empfohlene Verhaltnis von 3 ug
Antikdrper pro 10.000.000 Beads eingehalten. AnschlieBend wurden die Beads mit 0,2 M Tris
pH 8,0 mit 0,1% (w/v) BSA (ber 24 Stunden bei Raumtemperatur abgeséttigt.

Fur die Immunprazipitation wurden pro Ansatz 1 bis 3x10.000.000 Beads pro 1 ml Fraktion
eingesetzt. Nach Inkubation Uber Nacht bei 4°C auf einem Rotationsmischer wurden die
Probenrdhrchen in einen Magnetstander (Promega) gestellt und 3-4 Min. stehengelassen. Der
Uberstand wurde abgenommen und analysiert. Die Beads wurden dreimal mit 1 ml PBS/BSA
fiir 5 Min. gewaschen. Zuletzt wurde der Uberstand entfernt, die Beads in PBS/0,1 % BSA

aufgenommen und analysiert.
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3.9 Fdillen und Packen der Bio-Gel A-150 M Saulen
Das Gelmaterial wurde aufgeschwemmt, gewaschen und mit Hilfe eines angelegten Vakuums

in einer Vakuumflasche entgast. Anhand einer Schlauchpumpe wurde nun ein
Flussigkeitsstrom erzeugt, der eine dichte und gleichmaRige Schichtung des Gels erlaubte.
Die Flufrate betrug 5mi/h.

Zum Schutz der S&ule (feine Verunreinigungen, Mikroben und Gasblasen) wurde zwischen
Puffergefal® und Ventil eine Luftfalle und ein 0,8 um Filter geschaltet.

3.10 Bestimmung der Séaulenparameter Vt und Vo
Die GAC separiert Partikel ihrer GrolRe nach. Bei diesem diffusionsgetriebenen Vorgang

erscheinen die jeweiligen Partikel an einer ganz spezifischen Stelle im Eluat, gekennzeichnet
durch das Elutionsvolumen. Diese Grof3e ist einerseits vom Gel abhangig, andereseits vom
Bettvolumen und der Packung. Um eine GroRe zu erhalten, die zumindest vom Bettvolumen
unabhéngig ist, wurde der Verteilungskoeffizient Kav eingefihrt, der sich wie folgt berechnet:
Kav = (Ve-Vo)/(Vt-Vo). Vt ist das Totalvolumen der Sdule, das der mobilen Phase zur
Verfugung steht. Dieser Parameter wird experimentell bestimmt, indem das Elutionsvolumen
von Substanzen gemessen wird, die vOllig frei diffundieren konnen wund keine
Wechselwirkungen mit dem Gel aufweisen und dazu leicht zu messen sind (z.B. NaCl oder
Aceton). Die Bestimmung des AusschluBvolumens Vo ist dagegen schwieriger. Bei dem Gel
(Bio-Gel A-150m) war bei der GAC von humanem Plasma ein AusschluBpeak im OD280
Chromatogramm zu sehen. Dieses Signal ist auf lipidhaltige Strukturen im Plasma
zurlickzufuhren, primar auf Chylomikronen mit einem Durchmesser bis zu 500 nm. Das

Elutionsvolumen dieses Signals wurde als Vo angesehen.

3.11 Kalibrierung der Saule
Mit Hilfe der Parameter VVt und Vo sowie der Elutionsvolumina der Eichpartikel konnte deren

Kav-Werte bestimmt werden. Diese Werte wurden gegen den Logarithmus der entprechenden
Durchmesser in einer Graphik aufgetragen. Damit erhédlt man eine Eichgerade, mit deren

Hilfe Partikel mit unbekanntem Durchmesser gemessen werden kénnen.
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4 Ergebnisse

4.1 Herkunft der TTV positiven Plasmen
Von der Blutbank des Universitatsklinikums Gief3en wurden 50 Blutproben, die von

asymptomatischen Blutspendern genommen wurden, tberlassen. Die Plasmen der Blutproben
wurden mit den durch Takahashi et al. veréffentlichten Primern T801 und T935 (104) auf
TTV getestet. Dazu wurde die im Kapitel ,,Methoden* beschriebene klassische PCR benutzt.
Die Detektion erfolgte mittels Agarosegelelektrophorese. Bei 22 dieser Plasmen lief3 sich
dadurch TTV-DNA nachweisen. Drei dieser positiven Plasmen zeigten unter dem UV-Licht
besonders kréftige Banden. Die Amplifikate dieser drei Proben wurden ins Institut fir
Medizinische Mikrobiologie der Universitat Giel’en gegeben und dort sequenziert. Die
Nummern dieser Plasmen (17015, 17020, 17026) die durch die Blutbank vorgegeben waren,
wurden bei der vorliegenden Arbeit Gbernommen. Das Plasma mit der Nummer 17026 zeigte
unter dem UV-Licht die stérkste Bande. Die meisten Versuche dieser Arbeit wurden mit
diesem Plasma durchgefuhrt. In der Abbildung 1 ist die Sequenz des 17026-Amplifikates

zusammen mit verwandten Sequenzen aus der Datenbank abgebildet.

4.2 Etablierung der LightCycler PCR
Durch die Sequenzierung des 17026-Amplifikates zeigte sich, dal3 es aus 193 Basenpaaren

bestand. Um eine ,real-time PCR“ im Lightcyclersystem zu etablieren, missen sog.
»Hybridization Probes” hergestellt werden. Hierbei handelt es sich um zwei zu den
Primersequenzen zusétzliche spezielle sequenzspezifische Oligonukleotide, die mit
fluoreszierenden Farbstoffen (Fluoreszein und LC Red 640 Farbstoff) beladen werden. Wenn
diese zwei Farbstoffe in einem nahen Abstand zueinander stehen, regt nach Bestrahlung die
Energie des Fluoreszeins den LC Red 640 Farbstoff an, der daraufhin rot fluoreszierendes
Licht abgibt. Dieser Energietransfer hangt stark von dem Abstand der beiden
Farbstoffmolekdile ab, und funktioniert nur, wenn der Abstand nicht gréRRer als 5 Nukleotide
zueinander ist. Es mufiten folglich in dieser Sequenz von 193 Basenpaaren
Oligonuleotidsequenzen gefunden werden, aus denen sich solche ,,Hybridization Probes*
herstellen lieBen. Wie auch bei der Konstruktion normaler Primer, sollten diese ,,Probes*
zwischen 20 und 30 Nukleotide lang sein und nach Mdglichkeit sollten alle vier Basen in den
»Probes* gleich haufig vertreten sein. Durch Vergleich der 3 sequenzierten Amplifikate stellte
sich heraus, dal} es nach den oben erwahnten Bedingungen unmdglich war, ,,Hybridization
Probes* herzustellen, die auf alle drei Amplifikate pafiten. So wurden ,,Probes* hergestellt, die

spezifisch flr das 17026-Amplifikat waren.
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Alignment Workspace of Untitled ClustalV (Weighted) Page 1
Mittwoch, 12. Juni 2002 14:51

E.. Al [EE EiEI B
..... GCTACGT CACTAACCACGT GACCTCTCTCGGCCAATCGGAT TCTAT GTCGTGCAT

10 20 30 40 50 B0
TTVNGOOZ076.860 AT TTTGCTACGTCACTAACCACGT GACACCCACAGGCCAACCGAATGCTATGTCATCCAT 60
TTVAF150226 (Partiell - - - - - - CTACGTCACTAACCACGT GACCTCTCTCCGCCAATCAGAGTCTACATT GTGCAC 54
TIVAESRBA20 B | Lo e o e T e s |
TV ARSRBAD0 BEL) 1 e te s 4w T e S e S S e s R s e o g e Sl 1
TTVABO17610 Genoty AT TTT GCTACGT CACTAACCACGT GACACCCACAGGCCAAGCOAAT GCTATGTCATCCAT 60
170256-PabstSEQ - - - - - GCTACGT CACTAACCAGGT GACCT CTCT GCGCCAAT CAGAGTCTACATCGTGCAC 55

S PRI R RN B B0t e T
TTCCTGGECCTGGTCTACGTCCTCATATAAGT CGGT GTACTTCCGAAT GGCTGAGTTTTC
70 B0 a0 100 110 120

TTVNCO020TE SEQ  TTCCTGGGCCGGGTCTACGTCCTCATATAAGT AAGT GCACTTCCGAATGGCTGAGTTTTC 120
TTVAF159226 (Partiell TTCCTGGGCATGGTCTACATCCTCATATAAAGCGGT GTACTTCCGAATGGCTGAGTTTTT 114
TIVAFIES20.5E0 - - --------ecmnnns - GAATGGCTGAGTTTTC 16
TIVAFMB400.5EQ - - - - - --ccecmmnan s - - - - GAATGGCTGAGTTTTC 16
TTVABG17610 Genoty TTEGTGGGGEGGE"I‘CTACGTCGTGAT#.TAAGT.ﬁAGTGCAGTTECGAATGGGTGhGTTTTC 120
17026-Pabst. SEQ TTCCTGGGCATGGTCTACATCCTCATATAAAGCGGTGTACTTCCGAAT GGCTGAGTTTTT 115

Lt e T e B B GESEEE BRI
CACGCCCGT CCGCAGCGGT GGOGCCACGGAGGET GATCCCCECETCCC- GABGRCEGETE

130 140 150 160 170 180

TTYNCO02076SEQ  CACGCCCGTCCGCAGCGGT GAAGCCACGBAGGGAGATCTCCGCGTCCC- GAGGGCGGGETG 178
TTVAF 150226 (Partiel CACGCCCGT CCGCAGCGGCAGCACCACGGAGGGT GATCCCCGCGTCCC- GAGGGCGGGTG 173
TTVAF345520 SEQ  CACGCCCGTCCGCAGCGAGGGAGCEACGBAGRACGCT CCCEBAGCGTLCC- GAGGGCGGGTG 75
TTVAF248400 SEQ  CACGCCCGTCCGCAGCGAGAACACCACGBAGGGEAGTCCGCGCGTCCC- GAGGGCGGETG 75
TTVABO17610 Genoty CACGCCCGT CCGCAGCGGT GAAGCCACGBAGGGABATCTCCGCGTLCC- GAGGGCGGGTG 178
17026-Pabst. SEQ CACGCCCOTCCGCAGCGECABCACCACGEAGGET GATCCC- GCGTCCCOGAGGGLGEGTG 174

EED SRR - W S I e I T
CCOAAGGTGAGT TTACACACCGXAGT CAAGGGGECAATTCGGGELT CGGGACT GECLGEGET

190 200 210 220 230 240
TTVNCDO02076.5EQ  CCGAAGGT GAGT TTACACACCGAAGT GAAGGGGCAATTCOGGCT CBGGACT GGCCGEGET 239
TTVAF159226 (Partiell CCGAAGGT GAGT TTACACACC 184

TTVAF345528.5E0 CCOCAGGTGAGT TTACACACCGCAGT CAAGGGOCAATTCGGECT CEGGGACT GGCCEGEECT 135
TTVAF34B408.5EQ  CCGAAGGTGAGT TTACACACCGCAGT CAAGGGGCAATTCGGEGCT CGGGACT GGCCGEGET 135
TTVABO17E10 Genoty CCGAAGGTGAGT TTACACACCGAAGT CAAGGGECAATTCGGEECTCGEOACT GGCCEGEGET 239
17026-Pabst. SEQ CCGAAGGTGAGTTTACACA 193

Lo B ETEED BN R 0 G S
ATGGGCAAGGCT CTXAAAXAAXXRXNX- - - - XKATGTTTATXGECAGGXXXXATXXCAGA

260 260 270 280 290 300
TTWNCOO2076.5E0 ATGGGCAAGGCTCT CAAAAAR- « « - -« acaal GCATGTTTATTGGCAGG- - - CATTACAGA 286
TTVAF150226 (Partiel 164
TTWAF345529 SEQ AT GGGCAACGCTCT TAGGCTATTCATTCTTAAAATGTTTATCGGCAGGECCTACCGCCAC 185
TTVAF34B409.5EQ AT GGGCAAGGCTCT TAAACAAT CLGAT ===« -« - - - TTTCTC- - - - GAATT TATCGCAGA 182
TIVABO17610 Genoty AT GGGCAAGGCTCT GAAAAAR: = - - - - - - - - GCATGTTTAT T GGCAGG- - - CATTACAGA 286
17026-Pabst. SEQ 193

TOOHTEERTET  TEETEE T EDEE ST N
AAGAAAAGGXXXCT GXCACT GT XXGCXGT GCGAACAXCAXAGAAGGCT KXCAAAXTXCTA
alo 320 330 330 a%o 350

TTWNCOO207T6.5EQ  AAGAAAAGGGCGCTGT CACTGT GTGET GTGCGAACAACAAAGAAGGCT T GCAAACTACTA 346
TTVAF159226 (Partel 184
TTWAF345520 SEQ  AAGAAAAGGAAAGTGCTACTGTCCGCACT GCGAGCT CCACAGGCGTCT - - CGBAGGGCTA 253
TTWAF34B409.5EQ  AAGAAGAGGCT ACTGCCACTGCTACT GGTGCCAACACAACCGAAAGAA- - CAATTTGTGA 240
TTWABO17810 Ganoly AAGAAAAGGGCGCTGT CACTGTCTGCT GTGCGAACAACAAAGAAGGCT T GCAAALCTACTA 346
17026-Pabst. SEQ 183

Abb.1.Beschriftung: Sequenzierung verschiedener TTV-Sequenzen. Die unterste Sequenz

(17026) wurde fur die meisten Versuche benutzt.
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Aus einer in der Mitte des Amplifikates befindlichen Region, welche 75 Basenpaare von dem
3‘Ende des T801 Primers entfernt ist, wurde die Sequenz von 22 Nukleotiden abgelesen, und
eine weitere Sequenz von 22 Nukleotiden, welche mit einem Abstand von einem Nukleotid
der ersten folgte, ebenfalls notiert. Diese Sequenzen wurden zur Sondenherstellung an die
Firma ,, TIB-MOLBIOL“(Berlin) gesendet. Mit den hergestellten Sonden: TTV 5LC 17026
(5°-LC Red640-gTC CgC AgC ggC AgC ACC ACg p) und TTV 3FL 17026 (5‘- gAA Tgg
CTg AgT TTT TCA CgC C X) konnte nun eine Light-Cycler PCR etabliert werden.

Die Light-Cycler PCR wurde daraufhin nach dem in dem Kapitel Methoden beschriebenen
Protokoll durchgefihrt.

4.3 Ultrazentrifugation

4.3.1 Dichtezentrifugation mit HBV-Partikel
Zunachst sollte die Technik der Dichtebestimmung mit nachfolgender Realtime-PCR mit

einem Virus etabliert werden, dessen Eigenschaften weitgehend bekannt waren. Hierfir
wurde Hepatitis B Virus (HBV) gewahlt, und zwar HBV-Partikel die mittels der HBV-
transfiszierten humanen Hepatomzelllinie Hep G2.2.15 (108) hergestellt worden waren.

Nach der im Kapitel ,,Methoden“ naher beschriebenen Ultrazentrifugation mit HBV wurde
der Gradient mit Hilfe einer Pumpe von basal beginnend aus den Ultrazentrifugationsréhrchen
abgesaugt und in 26 Proben zu 1,5 ml fraktioniert. Die Dichte der ersten 20 Fraktionen wurde
auf dem Refraktometer gemessen.

Die DNA der Fraktionen wurde mit dem Highpure Kit isoliert und 10 pl der ersten 20 Proben
in eine LightCycler PCR eingesetzt. Die PCR wurde nach einem von Jursch et al. (52)
veroffentlichten Methode durchgefiihrt (Abb.2).

SchlieBlich wurde die DNA Konzentration der einzelnen Fraktionen, gemessen am ,,crossing
point” der PCR, gegen die Dichte der Fraktionen dargestellt (Abb.3).

Erwartungsgemall wurde ein Peak der HBV DNA bei 1,34 g/ml gemessen, der
bekanntermalien mit nicht umhullten HBV-Core-Partikeln assoziiert ist. Bei 1,265 g/ml wurde

ein zweiter Peak gefunden, der mit umhillten HBV-Partikeln assoziiert ist.
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4 Fraktion 4 (1,454 g/rmi)
5 Frakion5(1 438 g/m)
6 Fraktion 6 (1,422 g/ml)
7 Fraklion 7 (1,401 g/mi)
8 Fraklion 81,381 g/m)
- Fraktion 8(1.360 g/ml)

14 Fraktion 141,231 g/mi)
15 Fraktion 151,270 g/mi)

6 Fraklion 16(1.260 o/m)
17 Fraktion17
18 Fraktion 18 :
20 Fakfon20 ¢
21 HBVPlesmd

Abb.2. LightCycler Protokoll der HBV-DNA-Bestimmung in Dichtegradientenzentrifugation.
Rechts sind die Fraktionsnummern, die im Refraktometer ausgedruckte Dichte der
Céasiumchloridlésung und der ,,Crossing point*“(Cro) ausgedruckt. Der Crossing point ist die
Zykluszahl der PCR bei der das Fluoreszenzsignal einen gewahlten Grenzwert (hier 0,1) der
Fluoreszenzintensitat Gberschreitet, der klar Uber den Hintergrundsignalen von Proben ohne
HBV-DNA liegt.

HBV-Partikel (Ultrazentrifugation)

18

Zyklusnummer

Céasiumchloriddichte in g/ml

AbDb.3. Verteilung der HBV-DNA innerhalb von Viruspartikeln im CsCl-Dichtegradienten.
Die Zykluszahl am Crossingpoint Cro (siehe Abb.2.) ist ein logarithmisches MaR fir die HBV
DNA-Menge. Je geringer die Zykluszahl ist umso hoher ist die DNA-Menge.
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4.3.2 Dichtezentrifugation mit TTV positivem Plasma
Auf Gradienten mit der Dichte 1,15-1,40 g/ml wurden 6 ml des 17026 TTV positiven Plasmas

geschichtet. Das Plasma wurde vorher fiir 10 Minuten bei 5000rpm abzentrifugiert.
AnschlieBend wurden die Ultrazentrifugenrohrchen im Rotor SW28/38 (A) bei 10°C, 25.000
U/min fir 20 Stunden zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Gradient in 1,5 ml
Fraktionen vom Boden abgenommen.

Je 1ml jeder Fraktion wurde nun gewogen und damit deren Dichten bestimmt.

Insgesamt wurden 4 verschiedene Ultrazentrifugationenldaufe mit TTV durchgefiihrt. In
Tabelle 3 sind die Dichten der einzelnen Fraktionen aller 4 Gradienten dargestellt.

Von jeder aus der Ultrazentrifugation erhaltenen Fraktion wurden nun 200 pl mit 100 ul PEG
(24%) gefallt, und anschlieBend mit dem High Pure Viral Nucleic Acid Kit DNA isoliert.

Nun wurden jeweils 10 pl der isolierten Proben mit 10 pl der im Kapitel ,,Methoden*
PCR
durchgefiihrt. Als Positivkontrollen wurden aus jeweils 800l des 17026 Serums mit dem
High Pure Viral Nucleic Acid Kit DNA isoliert und in die PCR mit eingebracht.

vorgestellten Master-Mix Losung zusammengegeben und eine Light-Cycler

Die Light-Cycler Protokolle der einzelnen Gradienten sind in Abbildung 4-7 dargestellt.

Tab.3: Gravimetrisch bestimmte Dichte der Gradienten zur Untersuchung von TTV in

Humanplasma

Fraktionen |Gradient | Gradient Il |Gradient lll  (Gradient IV
1 1,408 g¢/ml  |1,411g/ml |1,406 g/ml 1,400 g/ml
2 1,389 g¢/ml  |1,405g/ml 1,392 g/ml 1,392 g/ml
3 1,374 g/ml 1,390 g/ml 1,380 g/ml |1,384 g/ml
4 1,358 g¢/ml 1,380 g/ml 1,352 g/ml 1,360 g/ml
5 1,346 g/ml (1,360 g/ml (1,334 g/ml 1,325 g/ml
6 1,329 g/ml [1,340g/ml (1,331 g/ml 1,305 g/ml
7 1,308 g/ml  [1,315g/ml (1,300 g/ml 1,291 g/ml
8 1,291 g/ml 1,300 g/ml 1,275 g/ml 1,271 g/ml
9 1,275 g/ml 1,280 g/ml 1,264 g/ml 1,252 g/ml
10 1,272 g/ml (1,260 g/ml (1,243 g/ml  |1,238 g/ml
11 1,260 g/ml  |1,240 g/ml  |1,225g/ml 1,225 g/ml
12 1,237 g/ml 1,230 g/ml 1,213 g/ml |1,205 g/ml
13 1,225 g/ml |1,210 g/ml  |1,210 g/ml  |1,185 g/ml
14 1,219 g/ml 1,190 g/ml |1,201 g/ml 1,175 g/ml
15 1,187 g/ml  |1,170g/ml 1,194 g/ml 1,160 g/ml
16 1,173 g/ml |1,165g/ml |1,172g/ml 1,148 g/ml
17 1,154 g/ml  [1,245g/ml (1,153 g/ml |[1,115 g/ml
18 1,136 g/ml (1,130 g/ml (1,125 g/ml 1,105 g/ml
19 1,122 g/ml [1,120 g/ml {1,085 g/ml |1,088 g/ml
20 1,103 g/ml  [1,095g/ml (1,084 g/ml 1,079 g/ml
21 1,092 g/ml  [1,080 g/ml (1,070 g/ml 1,071 g/ml
22 1,078 g/ml  [1,065g/ml (1,062 g/ml 1,065 g/ml
23 1,069 g/ml  |1,055 g/ml  |1,052 g/ml

24 1,045 g/ml
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“Abb.4, LightCycler Protokoll des ersten 10 Fraktionen der Ultrazentrifugation des
Gradienten |. Gemessen wurden die Fraktionen 1-20. Die restlichen 10 Fraktionen zeigten
keinen wesentlichen Nachweis von TTV-DNA.

“Abb.5. LightCycler Protokoll der ersten 17 Fraktionen des Gradienten 1.
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Abb.6. LighthIer rtkII dr tn 17rkt|onen de alenten Il
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In den Abbildungen 8-11 wurden die Werte aus den einzelnen PCR’s der Gradienten im
Diagramm dargestellt. Auf den Abszissen sind die Céasiumchloriddichten in g/ml angegeben,

die in Tabelle 3 fur die einzelnen Fraktionen aufgelistet wurden. Die Ordinaten geben den

Crossingpoint aus der LightCycler—-PCR wieder.
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TTV-Ultrazentrifugation il
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Abb.11.

Abb. 8-11. Verteilung der TTV DNA innerhalb von Viruspartikeln gemessen durch Realtime-
PCR. Es handelt sich um vier Wiederholungen desselben Experimentes. Die Zykluszahl ist ein
inverses logarithmisches MaR fiir die TTV DNA-Konzentration. Je héher die Zykluszahl, desto
geringer die DNA-Menge. Die Nachweisgrenze liegt um 48 Zyklen. Ein Zyklus entspricht

annahernd einer Konzentrationsdifferenz von 1,8 bis 2,0.
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4.3.3 Zusammenfassung
Gradient | zeigte einen sehr klaren Peak der TTV DNA von 1,308-1,346 g/ml, jedoch wurden

auch bei 1,39 g/ml und bei 1,275 g/ml geringe Mengen TTV DNA gefunden. In Gradient Il
war die PCR etwas weniger empfindlich. Der Peak lag auch hier zwischen 1,30 und 1,340
g/ml. Der leichtere und der dichtere Nebenpeak lieBen sich hier nicht identifizieren. Die
Signale bei 1,21 und 1,17 g/ml sind grenzwertig und wahrscheinlich unspezifisch. Im etwas
empfindlicheren PCR-Lauf fur Gradient 111 liegt der Peak zwischen 1,26 und 1,33 g/ml ohne
erkennbare Auftrennung zweier Gipfel. Im Gradient IV wird wiederum nur ein Peak, hier
zwischen 1,29 und 1,325 g/ml gefunden. Die Unterschiede stellen experimentelle
Schwankungen bei der Fraktionierung von verschiedenen Dichten und bei der PCR dar. Die
Dichte in den Fraktionen mit der jeweils gréfiten TTV-DNA-Menge sind

1,329 g/ml

1,315 g/ml

1,305 g/ml

1,300 g/ml
Daraus resultiert 1,312 + 0,013 g/ml als Mittelwert und Standardabweichung. Dieses Ergebnis
legt nahe, daB die Verteilung der TTV-DNA im Gradienten zwischen 1,35 und 1,26 g/ml
nicht notwendigerweise eine Dichteheterogenitat nachweist, sondern auch technisch bedingt

sein kann.

4.4 GroRenausschluRchromatographie (GAC)

4.4.1 Das Verfahren der GAC
Bei der Normalausfiihrung der GAC wird ein Trennmedium in eine zylindrische Saule

eingeschlossen. Mittels einer Pumpe oder einer Wassersaule wird innerhalb der S&ule ein
konstanter Flissigkeitsstrom (Eluent oder mobile Phase) erzeugt, der das Trennmedium
(stationdre Phase) in vertikaler Richtung durchstromt. Das Trennmedium besteht aus
Kigelchen (Beads), die mit definiert grolRen Poren bzw. Kanélchen durchzogen sind. Fir eine
optimale Trennleistung sollen die Kugelchen moglichst gleich groRR und insgesamt klein sein.
Werden Partikel auf die Sdule gegeben, deren Durchmesser die der Poren uberschreitet, so
werden diese Partikel durch die mobile Phase erfalit und vertikal durch die Saule transportiert.
Da diesen Partikeln in der Séule nur der Raum auBerhalb der Beads zur Verfugung steht, wird
dieses VVolumen auch als AusschluRvolumen (outer volume; Vo) bezeichnet. Die gerichtete
Bewegung der Partikel , erzeugt durch die mobile Phase, wird durch die zuféllige Brown sche

Molekularbewegung in alle Richtungen des Raumes hinein Uberlagert, wobei der gerichtete
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Strom immer groRer als die Diffusion ist. Aus diesem Grunde erscheint die Konzentration der
Probe im Eluat in Form einer Glockenkurve.

Anders sind die Verhaltnisse, wenn die Probenpartikel wesentlich kleiner als die Poren sind.
Diese konnen vollig frei in der Sdule, auch innerhalb der Beads, diffundieren. Ihnen steht im
idealisierten Fall eines vernachléssigharen Matrixvolumens der gesamte Raum der S&ule zur
Verfligung, der als Totalvolumen (Vt) bezeichnet wird. Partikel mit einem Durchmesser
zwischen diesen beiden Extremen erscheinen an definierten Positionen im Eluat, wobei das
Eluatvolumen (Ve) eine Funktion der Partikelgrofi3e ist. Grol3e Partikel erscheinen zuerst im
Eluat, wohingegen kleinere langer in der S&ule zurlickgehalten werden und deshalb spéater
eluieren.

Trotz einiger Versuche die GAC mit Hilfe mathematischer Formeln zu beschreiben, ist dieses
Verfahren weitgehend empirisch geblieben. Mit Hilfe von Eichsubstanzen wird eine
Eichgerade erstellt, anhand derer der Durchmesser eines Partikels unbekannter GroRe uber
das Elutionsvolumen bestimmt werden kann. Der Vollstandigkeit halber mul} erwahnt
werden, daR in der GAC vermutlich ein Aquivalent des Stokes'schen Durchmessers ermittelt
wird. Dieser kann aus dem Diffusionskoeffizienten der Partikel berechnet werden und
beinhaltet die Hydrathille. Dartber hinaus wird bei nicht sphérischen Partikeln der
Durchmesser als Aquivalent einer entsprechenden Kugel wiedergegeben.

Als Trennmedium wurde Bio-Gel A-150m benutzt. Leider wird dieses Gel z. Z. nicht mehr
hergestellt und ist deshalb nicht mehr zu erwerben. Prof. Wengler (Institut fur Virologie des
Fachbereichs Veterindrmedizin, GieRRen) war so freundlich, uns etwas aus seinen Bestanden
zu Uberlassen. Da der Umgang mit diesem Gel wegen der geringen mechanischen Stabilitét
(1% Agarose) extrem problematisch ist, wurde die Gel-Betth6he auf 70 cm begrenzt. Die
damit einhergehenden Verluste in der Trennleistung muBten dabei in Kauf genommen

werden.
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4.4.2 Kalibrierung der Saule
Die Kalibrierung der Gelsdule wurde aus der Promotionsarbeit von Dr. Ch. Jursch

Ubernommen, da mit der gleichen Sdule gearbeitet wurde. In der Tabelle 4 sind die zur

Kalibrierung der Sdule verwendeten Eichpartikel aufgelistet.

Tabelle 4: GroRenstandards fiir die Bio-Gel A-150m Séaule

Partikel Nachweis Durchmesser (nm) Kav
IgM Immundiffusion 21a 0,820
FCV RT-PCR und CPE 42 b 0,675
HBV PCR 52¢C 0,526
SFV RT-PCR und CPE 64d 0,457

Reo 11 RT-PCR 84d 0,310
HSV PCR 215d (0)

a) Stokes'scher Durchmesser, b) EM/Neg. Kontr. korrigiert, c) GAC mit Bio-Gel A-15m d)
Kryo-EM; Verwendet wurde Immunglobulin M (IgM) und 5 Viruspartikel: felines
Calicivirus (FCV), Hepatitis B Virus (HBV), Semliki Forest Virus (SFV), Reovirus Typ Il
(Reo 1) und Herpes simplex Virus (HSV). CPE: Cytopathischer Effekt in infizierten
Zellkulturen.

Mit Hilfe dieser Eichpartikel sollte eine Eichgerade erstellt werden. Dabei hédngt die
Genauigkeit der Eichgerade entscheidend von der Prazision bei der Bestimmung der
Eichpartikel-Durchmesser ab. Bei der GAC wird der Stoke sche Durchmesser gemessen, also
eine hydrodynamische GroRe. Dieser Wert kann deutlich von den Angaben fr
Partikeldurchmesser abweichen, die im allgemeinen in der Literatur zu finden sind, da sich
diese in der Regel auf EM-Untersuchungen mit zumeist negativkontrastierten Proben stiitzen.
Feine Spikes sind oft nicht sichtbar, z.B. bei HBc-Partikeln. Umhllte Viren durften aufgrund
ihres etwas groReren Wassergehaltes davon mehr betroffen sein als nicht umhillte Viren. Da
die Préparate wasserfrei vermessen werden, treten zwangslaufig Schrumpfprozesse auf.
Besser geeignet sind Untersuchungen, die auf Kryo-EM-Methoden basieren und damit
zumindest den Wassergehalt der Viruspartikel bertcksichtigen. Fir das Semliki Forest Virus
sowie das Reovirus Typ Il waren solche Angaben vorhanden (Vogel et al., 1986, Dryden et
al., 1993, Metcalf et al., 1991). Der Durchmesser des felinen Calicivirus wird mit 37 nm im

Negativkontrast angegeben (Carter et al., 1991). Um sich nun dem hydratisierten Zustand
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anzundhern, wurden prozentual 13% hinzuaddiert. Auf diesem Weg gelangt man zu einem
Durchmesser von 42 nm fur FCV. Bei umhillten Viren ist diese Annéherung schwieriger. Flr
HBYV wurde daher der von Ch. Jursch mit einem A-15m Trennmedium ermittelte Wert von 52
nm eingesetzt.

Das fiir die Eichgrade notwendige Kav kann nach folgender Formel berechnet werden:

Kav=Ve-Vo/Vt-Vo

Vt wurde mittels Aceton (10 mg/ml) bestimmt, das UV-Licht absorbiert und so direkt meRRbar
war. Acetonmolekdle sind klein und kénnen vollig frei sowohl auf3erhalb als auch innerhalb
der Gelbeads diffundieren. Aceton absorbiert UV-Licht, so dal eine direkte Messung im
DurchfluBphotometer mdglich ist.  Zusatzlich erlaubt die Symmetrie des Peaks eine
Beurteilung der Qualitat der Packung des Gels. Optimal ist eine vollige Symmetrie. Der
Aceton-Peak war zwar weitgehend symmetrisch, wies aber eine geringfiigige Tendenz zur
Schwanzbildung auf. Auch die Auflosung, also die Peakbreite, war nicht so gut wie bei der
vorher verwendeten Bio-Gel A-15m Sdule, die fir die HBV-Bestimmung verwendet wurde.
Dieses Phanomen ist typisch fur groBporige Gele und mufte daher in Kauf genommen
werden. Vo wurde zundchst durch den AusschluBpeak (Chylomikronen) bei der

Chromatographie von Plasma bestimmt.
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log Durchmesser

Abb.12. Ergebnis der Eichung der Saule (mit Bio-Gel A-150). Die ermittelten Kav-Werte

wurden gegen den Logarithmus des Partikeldurchmessers in nm aufgefihrt.
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4.4.3 Erster GAC-Versuch von TTV in der Bio-Gel A-150m S&ule
Es wurden etwa 2-3 ml der beiden Fraktionen, die nach Ultrazentrifugation in der LightCycler

PCR die grolite TTV-DNA-Menge zeigten, auf die Sdule gegeben.

An die Saule ist ein Photometer, welches die optische Dichte (OD) bei 280 nm mifit, ein
Drucker und ein Fraktionssammler angeschlossen. So wurde das Absorptionssignal des Eluats
gegen die Zeit aufgezeichnet. Das nun mit TTV-DNA angereicherte Eluat wurde in einzelnen
Fraktionen von 2 ml, die zuvor mit 180ul 1% BSA angereichert wurden, aufgefangen. Der
Rotor der Auffanggefale wurde so eingestellt, dal die Proben nach 14,4 Stunden in
Intervallen von 20 Minuten aufgefangen wurden. Insgesamt wurden 46 Proben aufgefangen.
Mit Hilfe der Eichgerade konnte nun der Nanometerbereich der einzelnen Fraktionen
errechnet werden. Ve der einzelnen Fraktionen verhalt sich proportional zum Logarithmus des
Grolenbereichs der Partikel, die in den einzelnen Fraktionen zu finden sind. In der

Tabelle 5 sind die errechneten Grolienbereiche der einzelnen Fraktionen dargestellt.

Tab.5.
Fraktion |GroReinnm Fraktion |GroRein nm Fraktion |GrofRein nm

1 17 42,5 33 24
2 18 41 34 23,5
3 19 40 35 23
4 20 38,5 36 22,5
5 21 37,5 37 22
6 22 36 38 21,5
7 59 23 35 39 21
8 57 24 34 40 20,5
9 55,5 25 32,5 41 20
10 54 26 31,5 42 19,5
11 52 27 30,5 43 19
12 50 28 29 44 18,5
13 48,5 29 28 45 18
14 47,5 30 27 46 17,5
15 45,5 31 26

16 44 32 25
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4.4.4 TTV-DNA Nachweis der ersten GAC Fraktionen mittels LightCycler PCR
400 pl der durch die GAC erhaltenen Fraktionen wurden mit 24%iger PEG-Ldsung gefallt,

und anschlieBend mit dem ,,High Pure Viral Nucleic Acid Kit“ isoliert.

Danach wurde mit 10 pl jeder isolierten Fraktionslosung eine Light-Cycler PCR
durchgefihrt.(Abbildung 13)
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pos. Kontrolle

Abb.13. LightCycler Protokolle der Fraktionen 7-27 der GAC I. Bei den Fraktionen 28-46
konnte mit Hilfe der LightCycler PCR keine TTV-DNA nachgewiesen werden.
In der Abbildung 14 sind die Ergebnisse der PCR der GAC I in ein Diagramm eingetragen.

17026 nach Gelfiltration

42

43

44 |

Zykluszahl

49

50

60 59 58 57 56 55 54 53 52 51 50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 37 36 35 34 33 32 31 30 29 28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15
PartikelgroBe in nm

Abb.14
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4.4.5 Interpretation der ersten GAC
Die PCR der GelausschluRichromatographie des 17026-Plasmas ergab die hdchste TTV-

Partikel Menge im Bereich von 37-42,5 nm. Daneben konnten TTV-DNA bis zu Gr6éRen von
52 nm gemessen werden, jedoch war der Nachweis insgesamt schwach und bei Zykluszahlen
von 43 und hoher nicht mehr sicher zu reproduzieren. Daher wurde in einem weiteren

Versuch die klassische PCR eingesetzt.

446 Zweite GAC von TTV und DNA-Detektion mittels klassischer PCR
Im 2. GAC-Lauf wurden insgesamt 132 Fraktionen aufgesammelt. Die Volumina der

einzelnen Fraktionen sind in der Tabelle 6 angegeben und betrugen etwa 1,7 ml. Ab Fraktion
Nr. 35 wurde die DNA aus jeder dritten Fraktion bis zur Fraktion 92 isoliert und in die
klassische TTV-PCR eingesetzt. Die Detektion der TTV-DNA erfolgte mittels
Agarosegelelektrophorese. Die Konzentration der TTV-DNA wurde anhand der Dichte der
einzelnen Banden, die unter dem UV-Licht erschienen, abgeschatzt. Dabei wurde folgende
Skala festgelegt:

starke Bande

mittelstarke Bande

schwache Bande

o B N W

keine Bande
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Tab.6. MeRwerte des zweiten GAC-Laufs vom Plasma 17026

Fraktion 280 nm Volumen abs. TTV TestNr.| TTV-PCR Bereich in
Volumen Ergebniss nm
40 0,019 1,67 67,27 67
41 0,001 1,65 68,92 3 1 65
42 0 1,7 70,62 63
43 0 1,63 72,25 61
44 0 1,7 73,95 4 3 59
45 0 1,71 75,66 57
46 0 1,7 77,36 55,5
47 0 1,64 79 5 3 54
48 0 1,71 80,71 53
49 0 1,72 82,43 51
50 0 1,67 84,1 6 3 49
51 0,013 1,63 85,73 a7
52 0,016 1,61 87,34 45
53 0,017 1,65 88,99 7 2 44
54 0,015 1,65 90,64 43
55 0,01 1,58 92,22 41
56 0,013 1,67 93,89 8 2 40
57 0,012 1,64 95,53 38
58 0,009 1,69 97,22 37,5
59 0,01 1,7 98,92 9 3 36
60 0,01 1,61 100,53 35
61 0,015 1,68 102,21 34
62 0,026 1,63 103,84 10 2 33
63 0,031 1,65 105,49 32
64 0,047 1,7 107,19 31
65 0,063 1,64 108,83 11 0 29
66 0,077 1,65 110,48 28
67 0,088 1,68 112,16 27
68 0,093 1,7 113,86 12 1 26
69 0,091 1,65 115,51 25
70 0,079 1,71 117,22 24
71 0,08 1,63 118,85 13 0 23,5
72 0,103 1,68 120,53 23
73 0,171 1,62 122,15 22,5
74 0,265 1,66 123,81 14 3 22
75 0,336 1,65 125,46 21,5
76 0,36 1,7 127,16 21
77 0,354 1,64 128,8 15 3 20,5
78 0,297 1,7 130,5 20
79 0,26 1,74 132,24 19,5
80 0,227 1,66 133,9 16 3 19
81 0,192 1,68 135,58 18,5
82 0,188 1,75 137,33 18
83 0,209 1,71 139,04 17 0 17,5
84 0,237 1,68 140,72 17
85 0,296 1,73 142,45 16,5
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Die Werte wurden nun wieder in ein Diagramm eingesetzt, wobei auf der Abszisse der
Bereich in nm angegeben wurde. Auf der Ordinate wurde die Intensitat der Dichte unter dem
UV-Licht anhand der oben beschriebenen Skala eingetragen. (Abbildung 15)
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82 67 57 49 41 35 29 24 215 19 165 14 115

PartikelgroRe in nm

Abb.15. GrolRenverteilung der TTV-DNA enthaltenden Partikel gemessen durch
semiquantitative PCR

4.4.7 Interpretation
Der zweite Lauf ermdglichte einen zuverldssigen semiquantitativen Nachweis der TTV-DNA

mit héherer Empfindlichkeit als die LightCycler PCR. Dies liegt in erster Linie an dem
grolReren Probevolumen das in die Reaktion gegeben werden kann. Die semiquantitative
Beurteilung ist suboptimal, erlaubte aber dennoch eine Identifizierung von drei Peaks im
Elutionsprofil. Peak | erscheint bei 57-49 nm, Peak Il bei 36 nm und Peak Il bei 22-19 nm.
Zum Vergleich zeigte sich Peak | im 1.Versuch bei 51 nm, Peak Il bei 37,5-40 nm. Peak IlI
fehlte. In beiden Laufen wurden zwischen Peak | und Il positive, aber niedrigere Signale
erhalten, so daB ein gewisser Anteil der Partikel wohl auch GréRen zwischen 50 und 40 nm
aufweist. Das Fehlen von Peak Il im Lauf 1 ist wohl ein Problem der

Nachweisempfindlichkeit. Innerhalb der Messgenauigkeit zeigte sich also bei beiden Laufen
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eine Hauptfraktion von TTV-Partikeln mit einer heterogenen GroRenverteilung von 30-60 nm

mit Haufigkeitsgipfeln um 40 und 50 nm, sowie eine etwa 20 nm grof3e Nebenfraktion.

4.5 Immunprazipitation

4.5.1 Immunprazipitation mit Dynabeads
Um zu Uberprifen, ob die Partikel Antikorper des Wirts gebunden haben, wurde versucht

diese TTV-DNA-enthaltenden Partikel an paramagnetische Beads, die mit einem
polyklonalen 1gG-Antikdrper gegen humanes 1gG beschichtet worden waren, zu binden und
zu préazipitieren. Die Prézipitierbarkeit von TTV-DNA ware ein Beleg fir die Bindung von
humanem IgG an die TTV-Viruspsartikel. Hierzu wurde die Fraktion mit der nach der
Ultrazentrifugation hochsten TTV-DNA Menge verwendet.

Fir die Beschichtung von 10° Beads wurden 1 pg Antikorper eingesetzt, d.h. 4 x 10%
Molekiille 1gG pro 10" Beads. Jedes Kiigelchen sollte bei einer Ausbeute von 30%
(Herstellerangabe: 30-80%) mit rund 120.000 Molekiilen 1gG beschichtet sein.

Die Dynabeads wurden laut Herstelleranweisung vorbereitet, wobei zwei Proben mit jeweils
etwa 3 x 10% Beads angefertigt wurden. Eine Probe wurde mit ca. 40 pl (2,3 ng/nl) Anti-
Humanantikdrper und die andere als Vergleichsprobe mit 90ul HBV monoklonalen
Antikorper (C20/02) versetzt. Beide Proben wurden mit Natriumphosphatpuffer auf 150ul
aufgefullt und zur Kopplung fur 24 Stunden bei 37°C im Drehrad inkubiert. Nach der
Inkubation wurden die Proben fiir 4 Minuten in den Magneten gestellt und der Uberstand
abgenommen. Anschliefend wurden die Proben nach Herstelleranweisung mit PBS und Tris-
Puffer gewaschen und schliellich in 400ul PBS-Puffer aufbewahrt.

Von den Fraktionen der Ultrazentrifugation, die die grofite TTV-Menge aufwiesen, wurden
nun 150l entnommen und mit 50ul Dynabeads vermischt. Zusétzlich wurden 800ul PBS
hinzugegeben und tiber Nacht bei 4°C im Drehrad inkubiert.

Nach der Inkubation wurden die Losungen nochmals flir 4 Minuten in den Magneten gestellt
und der Uberstand in ein weiteres EppendorfgefaR gegeben. Das am Magneten verbliebene
Gemenge mit den Dynabeads wurde nochmals in 200l PBS aufgeldst und vor der DNA
Isolierung fiir 2 Minuten bei 13.000 rpm zentrifugiert. Letztlich wurden aus allen Proben mit
Hilfe des Highpure Kits die DNA isoliert und in eine LightCycler PCR eingesetzt.
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Abb.16.: LightCycler PCR der HBV- und Humantlkorper nach der Immunprazipitation mit
Dynabeads

4.5.2 Interpretation
Nach TTV-DNA Nachweis durch die LightCyler PCR stellte sich heraus, daR die grofite

TTV-DNA Menge in dem Uberstand des mit HBV-Antikérper versetzten Beads vorhanden
ist. Dort zeigte sich ein Kurvenanstieg nach etwa 40 Zyklen. Sowohl der Uberstand der mit
Humanantikorpern versetzten als auch das Prazipitat dieser Probe zeigten einen Crossingpoint
bei 41,9 Zyklen. Negativ dagegen blieb das Prazipitat der Probe, die mit HBV-Antikorper
assoziert war. Demnach liel sich ungeféhr die Halfte der TTV DNA enthaltenden Partikeln
mit Anti-Human-1gG prézipitieren. Diese Ergebnisse unterstiitzen die Annahme, dal3 ein
wesentlicher Teil der TTV-Partikel mit 1gG beschichtet ist, ein anderer Teil jedoch nicht.
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5 Diskussion
5.1 Qualitat der PCR zum Nachweis von TTV

5.1.1 Qualitat der konventionellen PCR
In den letzten Jahren kommen PCR-gestltzte Methoden v.a. in der medizinischen Diagnostik

und Forschung vermehrt zur Anwendung. Dabei ist es natirlich von groRem Interesse eine
hohe Sensitivitdt und Spezifitdt flr den Nachweis entsprechender Mikroorganismen zu
erreichen. Bisher ist keine der vielen PCR Methoden, die fir die Darstellung der TTV DNA
eingesetzt wurden, geignet, das ganze Spektrum der TTV Varianten nachzuweisen. Der
Grund hierfir liegt unter anderem in der hohen Heterogenitat von TTV. Diese Heterogenitat
ist nicht im ganzen Genom gleich.

Das Genom von TTV und verwandten Viren (hier pauschal als TTV bezeichnet) besteht aus
einer ,,Coding Region®, also einer DNA-Region die fir die Virusproteine codiert und damit
die ORF’s (open reading frames) enthélt und einer sogenannten UTR (untranslated region),
die keine Proteine codiert. Die UTR der einzelnen TTV-Isolate haben relativ wenig
Abweichung untereinander. Zwischen den beiden Isolaten TA278 und SANBAN, die als
Sequenzen mit sehr grolRen Abweichungen (57%) untereinander angesehen werden, besteht in
der UTR Region noch eine Sequenzibereinstimmung von 73%.

Anfangs wurde die N22 Region im ORF 1 zur Herstellung von Primern fur verschachtelte
(nested und heminested) PCR's genommen. Die Primer einer verschachtelten PCR
hybridisieren innerhalb des Abschnitts, der von dem ersten Primerpaar vorgegeben wird. Das
groRere DNA-Molekiil, das in der ersten PCR-Runde entstanden ist, dient in einer zweiten
PCR als Matrize. Durch die verschachtelte PCR erhoht sich die Empfindlichkeit und
Spezifitat der DNA-Vervielfaltigung erheblich. Die Spezifitat ist deshalb so groR, weil bei
dieser Methode nahezu alle falschen unspezifischen Kopien unberiicksichtigt bleiben. Durch
die aulerordentliche Empfindlichkeit der Methode wéchst allerdings auch die Anfélligkeit fur
Verunreinigungen. Die Primer aus dieser N22-Region wurden RD 59 und RD 63 (bzw. RD 61
und RD 62) genannt. Auch bei dieser Arbeit wurde anfanglich versucht mit diesen Primern
TTV bei den Blutspendern nachzuweisen. Hierbei gab es allerdings keine befriedigenden
Ergebnisse. In der Literatur wird angegeben, daB sich durch diese Primer nur die Genotypen
1-6 nachweisen lassen, vor allem dann, wenn die Viruskonzentration der anderen Genotypen

zu niedrig war (49, 58, 97, 103, 105). Da diese Genotypen weltweit und damit auch in
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Deutschland hdufig vorkommen, erscheint es eher unwahrscheinlich, dal} gerade bei den fur
diese Arbeit benutzten Blutproben keiner dieser Genotypen vorkommt. Das Scheitern dieser
PCR ist daher wohl eher auf die geringe Viruskonzentration zurlickzufihren.

Nach Analyse der UTR entwickelte man bald darauf Primer dieser Region, die die meisten
der bis dahin bekannten 16 Genotypen erkennen kdnnen (T801/T935). Mit diesen Primern
stieg die Pravalenz bei Untersuchungen von Takahashi et al. und von Itoh et al. von etwa 20%
auf bis zu 90-95%. Die niedrigste Grenze, die mit diesen Primern nachgewiesen wurde, lag
bei 10*-10° TTV Genomen/ml (4, 97, 125).

Diese Primer (T801/T935) wurden auch bei der vorliegenden Arbeit benutzt. Nachdem
mehreren Blutspenderseren mit Hilfe dieser konventionellen PCR auf TTV untersucht
wurden, ergaben mehrere dieser Seren einen positiven DNA-Nachweis, wobei drei Seren
(17015, 17020, 17026) im Agarosegel besonders gut sichtbare Banden zeigten. Viele der
restlichen Banden schwankten sehr stark und es war zum Teil nicht mdglich eine klare Grenze
zwischen positiven und negativen Proben im Agarosegel zu unterscheiden. Die drei oben
erwédhnten Seren allerdings erwiesen sich als TTV positiv, so da man trotz unklarer
Konzentration der vorhandenen TTV Genome doch mindestens eine Konzentration von 10

10° Genome/ml annehmen kann.

5.1.2 Qualitat der LightCyclerPCR
Neben dem qualitativen Nachweis eines Genoms mittels PCR steht dabei zunehmend eine

Quantifizierung im Mittelpunkt des Interesses. Mit der LightCycler PCR wurde ein Verfahren
entwickelt, mit dem es mdglich ist die Amplifikation des PCR-Laufes sozusagen ,,live* mit
Hilfe eines angeschlossenen Monitors zu verfolgen (Real-time PCR). Das gleichzeitige
»Monitoring“ ist aufgrund der sogenannten ,,Hybridization Probes“ mdglich: Zusatzlich zu
den Primersequenzen der konventionellen PCR, werden zwei weitere spezielle
sequenzspezifische Oligonukleotide gebraucht. Diese werden mit fluoreszierenden
Farbstoffen beladen. Der erste Farbstoff (Fluoreszein) wird durch die von der LightCycler's
LED (Light Emittin Diode) gefilterten Lichtquelle angeregt, und erzeugt grin
fluoreszierendes Licht (mittlere Wellenlédnge). Wenn die zwei Farbstoffe in einem nahen
Abstand zueinander stehen, regt die erzeugte Energie den LC Red 640 Farbstoff, der an der
anderen ,,Hybridization Probe“ ist, an, der daraufhin rot fluoreszierendes Licht abgibt. Dieser
Energietransfer hangt sehr stark von dem Abstand der beiden Farbstoffmolekile ab, und
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funktioniert nur wenn der Abstand nicht grofer als 5 Nukleotide zueinander ist. Die
Fluoreszenz des zweiten Farbstoffes Red 640 wird dann von den LightCycler Optiken
gefiltert und gemessen. Der gemessene Fluoreszenzwert ist proportional zu der amplifizierten
DNA Menge.

Die Etablierung der Light-Cycler PCR wurde mit Sonden vorgenommen, die spezifisch fir
das TTV-Amplifikat des Serums 17026 waren. Dieses war notwendig, da sich keine
gemeinsame Region auf den 3 verschiedenen sequenzierten Amplifikaten befand, die zur
LightCycler Sondenanfertigung geeignet gewesen ware. Die meisten Versuche dieser Arbeit
wurden folglich mit diesem Serum durchgefuhrt. Trotz dieser sehr hohen Spezifitat schien die
Ausbeute der PCR nur sehr gering zu sein. Eine genaue Abschatzung der Quantitat erwies
sich daher als sehr schwierig.

Die hohe Selektivitat der Sonden machte diese Light-Cycler PCR nur fir das 17026-Plasma
brauchbar. Demzufolge wére zu prifen, ob die Ergebnisse flr allgemeine Aussagen Uber alle
TTV positiven Seren Ubertragbar sind.

Auch wenn eine genaue Quantifizierung der TTV-Partikelmenge in den einzelnen Seren nicht
madglich war, scheint wegen der relativ schwachen Banden in der Agaroseelektrophorese der
konventionellen PCR und dem sehr spaten Auftreten der ersten Lumineszenssignale in der
LightCycler PCR die Anzahl der TTV-Partikel sehr gering zu sein. Selbst nach
Partikelkonzentrierung durch die Ultrazentrifugation erschienen die ersten positiven Werte
erst nach 34 Zyklen in der LightCycler PCR.

Bei der in den meisten PCR's eingesetzten Positivprobe wurden 800 pl des 17026-Plasma mit
24%iger PEG-L6sung gefallt und anschliefend mit dem ,,High Pure Kit“ DNA isoliert. Diese
Positivprobe erschien in der LightCycler PCR zwischen 32 und 35 Zyklen. Im Vergleich dazu
erschien z.B. die Positivprobe vom HBV-Partikeln, die bei der HBV-Dichtezentrifugation
eingesetzt wurde, bereits nach 11 Zyklen. Bei grober Abschatzung kdnnte man also davon
ausgehen, daB die Konzentration der HBV-Kopien in dieser Probe etwa 10° x groRer war als
die Konzentration der TTV-Kopien in den 800 ul aufgereinigten 17026-Plasma. Dieses
Plasma enthielt 6 x 10° HBV Genome.

Es wurde versucht die Temperatureinstellung der PCR zu optimieren. Das beste Ergebnis
erhielten wir bei dem im Kapitel ,,Methoden* dargestellten PCR-Programm.
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5.2 Ultrazentrifugation
Zur Einfihrung in die Ultrazentrifugation wurde anfanglich ein Gradient mit HBV-haltigen

Zelliberstand (Hep G2.2.15) beschichtet und damit eine Ultrazentrifugation durchgefiihrt. Die
Ergebnisse dieser Zentrifugation ergaben die erwarteten Werte. Hep G2.2.15 produzieren
vorwiegend ,,nackte* bzw. teilbehllte Partikel (125).

Daraufhin wurden mehrere Gradienten, die sich nur von den Dichtestufen her gegeniiber dem
HBV-Gradienten unterschieden, fir TTV angefertigt und ultrazentrifugiert. Der einzige
Unterschied der Ultrazentrifugeneinstellung zwischen HBV und TTV bestand lediglich darin,
dal} der Lauf der TTV-Ultrazentrifugation mit 20 Stunden etwas kiirzer war, als der HBV-
Lauf mit 36 Stunden.

Die Ultrazentrifugationen fir TTV ergaben alle ein deutlichen Peak zwischen 1,26g/ml und
1,35g/ml mit einem Maximum bei 1,312 +/- 0,013 g/ml. Diese Werte liegen sehr nah bei den
erwarteten Literaturwerten von 1,31-1,35g/ml (146). Bei einem Lauf ist ein Extrawert bei
etwa 1,40g/ml sichtbar. In wie weit dieser abweichende Wert berlicksichtigen werden muf,
wird unten diskutiert. Die Circoviren CAV und PCV haben dagegen eine Dichte zwischen
1,33 und 1,37 g/ml. Die niedrigere Dichte kann nicht durch den DNA-Gehalt erklart werden,
da dieser bei TTV mit 3,8 kB statt 1,8 bis 2,3 kB hoher liegt. Eine Erniedrigung der

erwarteten Dichte wére durch Bindung von Lipid oder Protein, z.B. Antikorper zu erwarten.

5.3 Aussagekraft der GAC
Im Allgemeinen wird die GAC dazu benutzt, um Viren von Verunreinigungen abzutrennen,

wobei die Viren i.d.R. im Ausschluvolumen der S&ule eluieren. Der Versuch ganze
Viruspartikel mit einem Gel und nach ihrer GréRe separiert zu vermessen, ist nach wenig
beachteten Versuchen aus den 60er und 70er Jahren (31) quasi neu. Der grofRe Vorteil dieses
Verfahrens ist der sehr beachtliche Reinigungseffekt bei gleichzeitig sehr schonender
Behandlung.

Bei der Messung von Viren erweist sich die Festlegung der unteren Grenze der
Partikelverteilung durch Verschleppung (tailing) als vergleichsweise schwierig. Die
Verlagerung von in der Sdule befindlichem Probenmaterial hinter die Positionen, die dem
eigentlichen Elutionsvolumen entsprechen, ist seit langem bekannt. Dieses Phdnomen entsteht
dadurch, dal? ein Teil der Partikel nicht so schnell aus dem Gel heraus in die mobile Phase

zuruckdiffundiert wie der Hauptteil der Partikel. Dies beruht vermutlich darauf, dafll die
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Rickdiffusion durch adsorptive Effekte, eventuell aber auch durch ein rein sterisches
Verfangen in den Maschen des Gelnetzwerks, behindert wird. Diese unerwinschte
Wechselwirkung zwischen Gelmatrix und den zu eluierenden Teilchen wird um so gréRer, je
groler die Oberflache der Teilchen wird. Zudem nimmt die Brown'sche Teilchenbewegung,
die der Motor der Ruckdiffusion ist, mit der Masse bzw. dem Volumen der Teilchen ab, bei
gleichbleibender Bewegungsenergie. Man kann also in erster N&herung postulieren, dal} der
vorilibergehend oder irreversibel in der Gelphase gefangene Anteil der Teilchen zumindest mit
dem Quadrat des Teilchendurchmessers zunehmen sollte. Wie lange die mittlere Verzdgerung
der Rickdiffusion dauert, bzw. ob sie (berhaupt eintritt, hdngt davon ab, wie oft die
Brown sche Bewegung des Teilchen wieder von der adsorbierenden Phase ablost, d.h. wie oft
die Bewegungsenergie und —richtung ausreicht, um die Bindungsenergie bzw. die sterische
Barriere zu Uberwinden.

Auch bei niedermolekularen Substanzen werden je nach Natur der Substanz, der Gelmatrix
und des Losungsmittels Adsorptionseffekte beobachtet, jedoch werden diese reversibel wieder
abgelost, so daB verzogerte aber symmetrische Elutionspeaks entstehen. Solche
Adsorptionseffekte in der GAC sind z.B. von Determann & Walter (20) beschrieben worden.
Das Tailing ist erstmals von U. Schafer (124) fir Bakteriophagen beschrieben worden. W.
Gerlich (31) beschrieb schlieBlich die Grenzen der GAC, wo die irreversible Adsorption von
Partikeln Uber 1 um (z.B. Bakterien oder Erythrozyten) zum vélligen Verbleib der Partikel in
der Sdule fuhrt, wahrend bei Viren und subzellul&ren Partikeln zunehmendes Tailing die
Effizienz und die Ausbeute des Verfahrens beeintrachtigen.

Da bei dieser Arbeit die quantitative Aussage der LightCycler PCR eingeschrénkt ist (s. 5.1.),
kann Uber die Ausbeute der Viren im Eluat keine exakte Aussage gemacht werden. Da sich
die LightCycler PCRs nach und vor der GAC allerdings um bis zu 10 Zyklen unterscheiden,

konnte dieser Effekt hierbei eine Rolle gespielt haben.

5.3.1 Vergleich der GAC-Gro3enbestimmung mit im EM ermittelten Durchmessern
Inwieweit die durch die GAC ermittelten Durchmesser der physiologischen Realitat

entsprechen, ist schwer zu beurteilen. Es ist plausibel anzunehmen, dall GroRenwerte bei
Viren, die durch elektronenmikroskopische Darstellung gemessen werden, eher den
tatséchlichen Partikeldurchmessern entsprechen als Werte durch andere Methoden. Leider ist
es bisher nicht gelungen, eine tiberzeugende EM-Aufnahme eines TTV-Partikels herzustellen.
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Dieses liegt nicht zuletzt an der sehr geringen Konzentration von Viruspartikeln, die in TTV
positiven Plasmen vorkommen. Allerdings haben Grélienvergleiche anderer Viren, die durch
GAC bestimmt wurden gezeigt, dal die GroRendurchmesser von Viruspartikeln, die durch
GAC bestimmt wurden zwischen 12-13 % groRer waren als die, die durch negativkontrastierte
elektronenmikroskopische Aufnahmen bestimmt wurden (52, 23). Es wére also auch bei TTV
anzunehmen, dal der durch GAC gemessene Durchmesser grofer ist als der im EM

gefundene Durchmesser.

5.3.2 Vergleich der GAC-Werte mit TTV-Literaturgréf3enwerten
In den Verdffentlichungen, in denen die GroRRe von TTV angegeben wird, wurden GréRRen fir

den Durchmesser zwischen 30 und 50 nm durch Filtration gemessen. Diese Werte erscheinen
fur Circoviren ungewohnlich grol3, wo man Werte zwischen 12 und 26,5nm als Extreme
angibt. Betrachtet man die Werte der vorliegenden Arbeit, so bestatigen die GroRenwerte der
beiden GAC-Versuche die Literaturwerte fur TTV weitgehend. Hier wurden Werte zwischen
37 und 60 nm gemessen.

Eine Uberlegung in dieser Arbeit war, ob die relativ groRen apparenten Durchmesser fiir diese
Art der Circoviren eventuell aufgrund der Tatsache beruhen, das die TTV-Partikel im Serum
zum grofiten Teil an Antikdrpern gebunden sind und somit als Antigen-Antikdrperkomplexe
vorhanden sind. Die Antigen-Antikérperkomplexe wiirden in der GAC einen grofieren Wert
zeigen, als das einzelne freie TTV-Partikel.

Unter diesem Betrachtungspunkt erschien es auch wichtig zu sein, besondere Aufmerksamkeit
auf den GroRenbereich zwischen 15 und 25 nm zu legen. Dieser Bereich beinhaltet die Werte,
die in der Literatur fur die restlichen bekannten Circoviren angegeben werden. Man kdnnte
also vermuten, dafll in dem Serum einige wenige Viren frei, also nicht an Antikorper
gebunden, vorliegen. Bei diesem Versuch konnten mit der LightCycler PCR in jenem Bereich
keine TTV-DNA nachgewiesen werden. Der zweite GAC-Lauf allerdings zeigte gerade in
diesem Bereich, ndmlich zwischen 17 und 22 nm, eindeutig einen weiteren Peak. Bei diesem
zweiten GAC-Lauf wurde die TTV-DNA mittels einer konservativen PCR amplifiziert.
Warum sich der Bereich zwischen 17 und 22 nm mittels des zweiten GAC-Lauf darstellen
lied und im ersten Versuch nicht nachweisbar war, ist im Folgenden zu diskutieren. Zum
einen sollte man auch hier wieder an die geringere Sensitivitat dieser LightCycler PCR
denken. Zum anderen mufite man hier vielleicht noch folgendes beriicksichtigen. Seit dem
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Jahre 2000 ist die Existenz eines zweiten mdglichen Circovirus bekannt, welches mit
ungefahr 2860 Basenpaaren ein kleinere Genomlange als TTV (ungefédhr 3850 Basenpaare)
aufweist. Dieses Virus wurde als TLMV (TTV-like mini virus) bezeichnet. Aufgrund eines
sehr &hnlichen Genomaufbaus flr einige Sequenzabschnitte ist es hdufig schwierig diese
beiden Viren mittels einiger PCR-Verfahren zu unterscheiden. Man koénnte sich also auch
vorstellen, dal in diesem zweiten Versuch, mit den Primerpaar T801/T935, in dem Bereich
von 17-22 nm hauptsachlich Genom eines eventuell vorhandenen TLMV amplifiziert wurde.
Das Fehlen beim ersten GAC-Lauf in diesem Bereich wirde sich dann damit erklaren, daf}
hier mit einer LightCycler PCR amplifiziert wurde und die vorhandenen Sonden das Genom
von TLMV nicht erkannt haben.

Geht man davon aus, dal} die Lange eines humanen IgG-Molekiils etwa bei 15 nm liegt,
konnte man sich vorstellen, dal die gebundenen Antikérper den Durchmesser des
Viruspartikel um 30 vergroRern. Ch. Jursch hat mit Anti-HBs Antikdrper den apparenten
Durchmesser von HBV in der GAC experimentell um 30 nm vergréfRern kdnnen. Bei den
oben gemessenen Werten um 50 nm ergabe dieses Werte des TTV-Partikels, die um 20 nm
lagen. Kleinere Partikel kdnnten nur teilweise bedeckt sein, ganz kleine Partikel gar nicht.

Um dieser Fragestellung nachzugehen, wurde die Immunprazipitation durchgefihrt.

5.4 Immunprazipitation
Die Immunprazipitation mit Hilfe der Dyna-Beads konnte zeigen, dal? Antikorper, die gegen

den Fc-Teil von humanen Antikdrpern gerichtet waren im Gegensatz zu Antikorpern, die
gegen murine HBV-Antikdrper gerichtet waren, einen wesentlichen Anteil von TTV-Partikeln
aus dem 17026-Serum binden konnten, was die oben erwéhnte Theorie der Antigen-
Antikorperkomplexe bestétigen konnte. Allerdings ist auch hier die Konzentration der TTV-
DNA, die im LightCycler erst nach 42 Zyklen erscheint nicht sehr grof, so dal die
quantitative Beurteilung der Daten nicht moglich ist. Trotz dieser Einschrankung legen die

Daten nahe, dal ein Teil der Partikel kein IgG enthielt.
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5.5 Bedeutung der Ergebnisse fir die taxonomische Einteilung
Aufgrund der GrolRe des Genoms und der scheinbaren Partikelgréfie wurde TTV anfanglich in

die Familie der Parvoviridae eingeordnet. Weitere Untersuchungen und vor allem die
Entdeckung eines zirkuldaren Genoms flihrten zur Vermutung, dal} das Virus der Familie der
Circoviridae zuzuordnen sei. Nach der Entdeckung eines kleineren, dem TTV &hnlichem
Virus TLMV, bemerkte man, dal3 die Viren CAV, TLMV und TTV sich gegeniber den
anderen Circoviren in ihren Eigenschaften etwas differenzieren, und es wurde der Vorschlag
zur Einteilung in eine zusétzliche Virusfamilie dieser Viren gemacht, die Paracircoviridae
genannt wurde. Neuerdings wird dartber diskutiert, ob sich TTV eher einem neuen Genus der
Familie der Circoviridae zuordnen liel3e, welches Anellovirus genannt werden soll.

Ein wesentliches Argument, TTV nicht den Circoviren zuzuordnen, ware ihre ungewohnlich
groRe PartikelgroRe fur diese Virusfamilie. Die Versuche dieser Arbeit weisen aber auf eine
kleinere PartikelgroBe hin als bisher in der Literatur angegeben. Es ist demnach
wahrscheinlich, dal? aufgrund der Antigen-Antikorper-Komplexe bisher eine zu grof3e TTV-
GrolRe gemessen wurde. Wirde sich diese Vermutung durch weitere Untersuchungen
bestétigen, konnte so die Einteilung von TTV in die Familie der Circoviridae bestarkt werden.
Viele Sequenzen zwischen TTV und TLMV stimmten berein, so dal der Zusammenhang
dieser beiden Viren noch nicht ganz klar zu sein scheint. Der Durchmesser von TLMV wird
in der Publikation von Takahashi et al. (135) im Vergleich zu TTV als 30 nm kleiner
angegeben, das Genom enthélt rund 1000 Basenpaare weniger. Die Casiumchloriddichte
dieser beiden Viren ist allerdings gleich. Bei Untersuchungen von Matsubara et al. (79)
wurden 52 Neugeborenen und deren Mitter auf TTV und TLMYV getestet und es stellte sich
heraus, dal3 alle TTV positiven Personen auch TLMV positiv waren. Unter Berucksichtigung
der Tatsache, dall es bei vielen PCR Methoden schwierig war diese beiden Viren
auseinanderzuhalten, kdnnte abgesehen vom Unterschied der Genomlange die Frage gestellt
werden, ob es sich wirklich um zwei verschiedene Viren handelt, oder ob man unter
Berlicksichtigung der groRBen Heterogenitdt des Genoms von TTV, TLMV nicht als
zusétzlichen Genotyp von TTV betrachten kann.
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5.6 Bedeutung fur die Klinik
Die initialen Vermutungen, da TTV Lebererkrankungen verursacht, konnte bis heute nicht

bestatigt werden und die Tatsache, dal die meisten der Virustrager asymptomatisch sind,
machen die alleinige Ursache von TTV flr eine Hepatitis eher unwahrscheinlich.

In einigen Untersuchungen von HCV Patienten schienen TTV-Koinfektionen mit erhohter
Heftigkeit von biochemischen und histologischen Parametern, die Leberschaden anzeigten,
assoziiert zu sein (10, 16, 36, 45, 144, 147, 155). In einer Serie von Studien zeigte sich, dal}
die Mortalitat bei fulminantem Leberschaden bei Patienten mit TTV-Infektion weit hoher
war, als bei Patienten ohne TTV-Nachweis (139). Auf Grund dieser Untersuchung und der
scheinbaren F&higkeit von TTV in der Leber zu replizieren, vertreten einige Forscher den
Standpunkt, TTV wirde gelegentlich Lebererkrankungen verursachen.

Auf jeden Fall sollte die Immunantwort auf TTV naher untersucht werden. Kakkola et al. (53)
zeigten, dal bei einer TTV-Infektion eine persistierende Koexistenz von IgM und TTV DNA,
oder TTV DNA ohne Antikdrpernachweis vorliegt. Ein stark mit Antikorpern beladenes
Partikel weist auf einer ausgepragte Immunantwort hin. Man konnte sich vorstellen, daf}
solche Partikel eine Rolle bei noch nicht geklarten Autoimmunerkrankungen spielen kénnten.
Durch Kreuzreaktion von Antikorpern gegen TTV mit kdérpereigenem Gewebe konnte eine
solche Erkrankung zustande kommen. In einer Studie hatten TTV virdmische Patienten mit
rheumatoider Arthritis eine gesteigerte Haufigkeit von Rheumafaktoren (41). Vielleicht stellt
diese Tatsache einen weiteren Anreiz fur die genauere Untersuchung der Immunantwort von
TTV da.
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7 Zusammenfassung

Aufgrund der Genomstruktur kénnten TTV und verwandte Viren der Virusfamilie der
Circoviridae zugerechnet werden. Fur die Einteilung in die Familie der Circoviridae erscheint
jedoch die in der bisherigen Literatur angegebene GroRe von 30-50nm als sehr grof3
gegenuber anderen Circoviren mit GroRen zwischen 12 und 26,5 nm. Die Dichte und der
Stokes sche Durchmesser von TTV wurden in dieser Arbeit eingehend untersucht

Zur Uberpriifung der Dichte wurden mehrere Ultrazentrifugationen mit TTV-positivem
Plasma durchgefiihrt und die DNA mittels einer vorher etablierten LightCycler PCR
gemessen. Die dadurch erhaltene Casiumchloriddichte von 1,312 +/- 0,013 g/ml stimmt mit
den Literaturwerten von 1,31 bis 1,35 g/ml Gberein. Circoviren haben jedoch mit 1,33 bis 1,37
g/ml hohere Dichten. Dies spricht fur einen hoheren Proteingehalt der TTV-Partikel, z.B.
durch gebundene Antikorper.

Mit Hilfe der Fraktionen, die nach Ultrazentrifugation die hochste TTV-DNA-Konzentration
aufwiesen, wurde mittels GroRenausschluRchromatographie (GAC) der Stokes sche
Durchmesser gemessen. Die Virus-Partikel wurden zum einen tber ihr Genom durch die
Light-Cycler PCR, und in einem zweiten Versuch uber eine konventionelle PCR, gemessen.
Die dabei ermittelten Werte von 37 bis 52 nm stimmten im ersten Versuch, dessen DNA
mittels LightCycler PCR nachgewiesen wurde, mit den in der Literatur verdffentlichten
Werten von 30-50 nm (berein. Im zweiten Versuch, dessen DNA anhand der konventionellen
PCR ermittelt wurde, konnte eine weitere Partikelart im GrolRenbereich zwischen 17 und 22
nm nachgewiesen werden, welche freien Circoviren entsprechen konnte.

Es stellte sich demnach die Frage, ob der relativ grof’e Durchmesser und die relativ grof3e
Dichte der TTV-Partikel durch das Vorhanden sein von gebundenen Antikdrpern zu erkléren
seien.

Um diese Frage zu beantworten wurde eine Immunprézipitation mit Dyna-Beads
durchgefihrt, welche mit Antikorpern gegen den Fc-Teil humaner Antikorper beladen waren.
Etwa die Hélfte der Partikel enthielt humanes IgG.

Die Resultate dieser Arbeit wiesen darauf hin, daB TTV im menschlichen Serum zum grof3en
Teil als Antigen-Antikdrper-Komplexe vorliegen und die TTV-Partikel in freier Form einen

Durchmesser von rund 20 nm haben, wie es fur ein Mitglied der Circoviridae zu erwarten ist.
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Summary

Because of the structure of the genome TTV and related viruses could be divided into the
family of circoviridae. With reference to the classification as circoviridae the size of the
particles of 30-50 nm indicated in literature up to now seems to be very big compared to other
circoviruses sized between 12 and 26.5 nm. This dissertation deals with the detailed
investigation of the density and the Stokes diameter of TTV.

For the scrutiny of the density several ultracentrifugations were made with TTV-positive
plasmen and the DNA were measured by means of a LightCycler PCR established before. The
density of 1.312 +/- 0.013 g/ml cesiumchloride measured in this way corresponded to that of
the density reported in literature (1.31 to 1.35 g/ml). However Circoviruses have a higher
density which is 1.33 to 1.37 g/ml. This indicates a higher concentration of proteins of the
TTV-particles, for example because of connected antibodies.

The Stokes diameter was measured by means of gel filtration chromatography in the
ultracentrifugation fraction that had the highest concentration of TTV-DNA. The
virusparticles were measured by LightCycler PCR in one investigation and by a conventional
PCR in a second investigation. The values measured between 37 nm to 52 nm in the
LightCycler PCR corresponded to the values reported in literature. In the second investigation
where DNA was determined by conventional PCR, a further species of particles sized
between 17 to 22 nm could be determined. This could be free circoviruses.

Consequently it could be discussed if the big diameter and the big density of the TTV-
particles indicated in literature could be explained as connected antibodies.

To find an answer to this question an immunoprecipitation with dyna-beads was made. The
dyna-beads were connected with antibodies which attach to the Fc-part of human antibodies.
About half of the particles had human IgG.

The results of this dissertation indicate that in the human serum TTV is mostly connected as
antigen-antibody-complex and TTV-particles have a diameter of about 20 nm in the free

form, as a member of the family of circoviridae is expected to have.
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